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Resumo
O fogo bacteriano é uma doenca provocada pela bactéria Erwinia amylovora,
que se propaga rapidamente, causando elevados prejuizos econdmicos
essencialmente aos produtores de pomoideas, nomeadamente de macas, peras
e marmelos que, para além de verem as suas producdes reduzidas, sao
obrigados a adotar programas de erradicacao e controlo de elevados custos.

Atualmente ndo sdo conhecidos métodos de controlo suficientemente
eficazes para esta doenca. No entanto, a estratégia de controlo tem-se focado
fundamentalmente na prevencdo e na reducdo do indculo. Para tal, tém sido
essenciais 0s sistemas de previsao de risco da doenca, que procuram determinar
o tempo adequado para intervir, realizando tratamentos nos momentos de maior
risco de desenvolvimento da doenca, conjugados com outros meios de controlo.
E permitida a aplicacdo de cobre e antibidticos, contudo, os produtos clpricos
ndo podem ser utilizados apés a ponta verde, por serem fitotoxicos e
prejudicarem folhas e frutos e os antibioticos de utilizacdo autorizada ndo tém
apresentado eficécia, para além de poderem induzir resisténcia bacteriana. Entre
0s antibioticos, a estreptomicina tem mostrado alguma eficacia no controlo do
fogo bacteriano, no entanto, o seu uso € interdito na Unido Europeia. Pelos
motivos atrds mencionados, nos ultimos anos, tem-se assistido a um aumento
no interesse do uso de plantas aromaticas e medicinais. Procura-se igualmente
que estas plantas possam vir a servir como alternativa aos compostos quimicos
de sintese, com o intuito de reduzir os drasticos efeitos negativos por estes
causados, tanto a nivel ambiental como de saude publica, nomeadamente o
aumento das resisténcias das bactérias aos antibiéticos. Neste contexto, surge
este trabalho, no qual foi avaliado o potencial biocida de vérias plantas em
relacdo a Erwinia amylovora.

Foram preparados extratos aquosos, obtidos por maceracdo, na
concentracdo de 5 g de planta em 30 mL de agua, de Acacia dealbata, Allium
sativum, Cinnamomum camphora, Eucalyptus globulus, Laurus nobilis,
Origanum vulgare, Rosmarinus officinalis, Thymus mastichina, T. vulgaris e 6leo
de Ricinus communis puro. Foi ainda avaliado o efeito biocida dos oOleos
essenciais de Cinnamomum camphora, Eucalyptus globulus, Origanum vulgare,

Rosmarinus officinalis, Thymus mastichina e de T. vulgaris. O efeito



antibacteriano em Erwinia amylovora foi avaliado primeiramente utilizando
antibiogramas, através do método de difusdo em meio sélido. Posteriormente foi
determinada a concentracdo minima inibitoria (CMI) dos 6leos que apresentaram
efeito antibacteriano nos antibiogramas, tendo ainda sido determinada a
concentracdo minima bactericida (CMB) dos Oleos essenciais que
demonstraram ter concentragdo minima inibitoria.

Os resultados obtidos mostraram que 0s extratos aquosos das plantas
estudadas néo inibiram o crescimento de Erwinia amylovora. No entanto, no que
se refere aos 0leos, verificou-se que todos inibiram o crescimento da bactéria,
com excecdo do 6leo de ricino. O 6leo que apresentou 0 maior halo de inibicdo
foi o de Origanum vulgare, com 3,3 cm, seguido do de Thymus vulgaris, com
3,2 cm, e do de Rosmarinus officinalis, com 2,4 cm. Todos estes apresentaram
maior halo de inibicdo do que a estreptomicina a uma concentracéo de 0,02%
que serviu de controlo positivo. Observou-se que, na determinacdo das CMI e
CMB para a Erwinia amylovora, todos os 6leos essenciais apresentaram efeito
inibitério e bactericida, sendo o de Rosmarinus officinalis o que apresentou
melhores resultados, CMI = 0,5 pL/mL e CMB = 23,3 pL/mL.

Palavras-chave: concentracdo minima bactericida, concentragdo minima
inibitéria, controlo biolégico, fogo bacteriano, plantas aromaticas e medicinais
(PAM).



Abstract
Fire blight is a disease, caused by the bacterium Erwinia amylovora, that spreads
rapidly, causing elevated economic losses, essentially to pome fruit growers,
namely apples, pears and quinces, which apart from seeing the yield reduced are
forced to adopt costly eradication and control programmes.

Currently there is no known method for controlling this disease with
sufficient efficacy. So, the control strategy has focused fundamentally on the
prevention and the reduction of the inoculum. For such strategy, prediction
systems that evaluate the risk of the disease are essential, these systems seek
to determine the appropriate period to intervene, applying treatments at the
moment of greater risk in disease development, conjugated with other control
methods. The application of copper and antibiotics is allowed, however, the cupric
products cannot be used after initial blossoming as they are phytotoxic and
harmful to leaves and fruits, and the authorized antibiotics, as well as inducing
bacterial resistance, are not proven to be efficient. Amongst the available
antibiotics, the streptomycin has shown some efficacy in controlling fire blight
however, its usage is prohibited in the European Union. For the same reasons
mentioned above, there is an increased interest in the use of aromatic and
medicinal plants. We equally agree that these plants provide an alternative to the
synthesis of chemical compounds, aiming to reduce the drastic negative effects
caused to public health and to the environment, namely increasing bacterial
resistance to antibiotics.

In this dissertation, the biocide potential of various plants in relation to
Erwinia amylovora is evaluated.

Aqueous extracts of plants were obtained by maceration, in the
concentration of 5 g of plant in 30 mL of water of Acacia dealbata, Allium sativum,
Cinnamomum camphora, Eucalyptus globulus, Laurus nobilis, Origanum vulgare,
Rosmarinus officinalis, Thymus mastichina, T. wvulgaris; and the pure
concentration of Ricinus communis oil. The biocide effects of the essential oils of
Cinnamomum camphora, Eucalyptus globulus, Origanum vulgare, Rosmarinus
officinalis, Thymus mastichina and T. vulgaris were also evaluated.

The antibacterial effect was initially assessed using antibiograms through

the disk-diffusion method in solid medium. Subsequently, it was determined the
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minimum inhibitory concentration (MIC) of the oil that showed antibacterial effect
in antibiograms, having also been determined the minimum bactericidal
concentration (MBC) of essential oils that demonstrated minimal inhibitory
concentration.

The results showed that the plant extracts did not inhibit the growth of
Erwinia amylovora. However, all the oils inhibited the bacterial growth except for
castor oil (Ricinus communis). The oil that presented the largest halo of inhibition
was Origanum vulgare, with 3,3 cm, followed by Thymus vulgaris, with 3,2 cm,
and Rosmarinus officinalis, with 2,4 cm. All the olis induced a larger halo of
inhibition than the streptomycin in a concentration of 0,02%, which served as a
positive control. When determining the CMIs and CMBs (MICs and MBCs) for
Erwinia amylovora it was observed that all essential oils presented inhibitory and
bactericidal effects, being Rosmarinus officinalis the one that presented best
results, CMI = 0,5 yL/mL and CMB = 23,3 yL/mL.

Keywords: biological control, fire blight, essential oils, medicinal and aromatic

plants (MAP), minimum inhibitory concentration, minimum bactericidal

concentration.
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1 INTRODUCAO

Séao conhecidas mais de 1600 espécies de bactérias, no entanto, apenas 100
espécies sao fitoparasitas (Agrios, 2005). A existéncia de doencas de plantas
causadas por bactérias somente foi reconhecida na segunda metade do século
XIX. O primeiro estudo que reporta uma doenca de plantas causada por uma
bactéria é atribuido ao botanico alemdo F.M. Draenert que, numa visita ao
Recbdncavo Baiano, Brasil, em 1869, pela primeira vez, atribuiu a possibilidade da
gomose da cana-de-acucar ser de origem bacteriana. No entanto, considera-se
que os primeiros trabalhos de investigacao cientifica sobre o assunto foram os do
americano Burrill em 1882, sobre o fogo bacteriano da macieira e da pereira. Erwin
F.Smith, considerado o pai da Fitobacteriologia, em 1889 demonstrou que cinco
doencas de plantas eram causadas por bactérias. No inicio do século XX, ja existia
um numero consideravel de trabalhos cientificos que comprovavam que as
bactérias eram agentes fitopatogénicos relevantes. Este facto deve-se nao
apenas a elevada incidéncia e severidade em culturas de valor econdmico, mas
também a facilidade com que se disseminam e as dificuldades encontradas para

0 seu controlo (Agrios, 2005).

1.1 A IMPORTANCIA ECONOMICA DO FOGO BACTERIANO

O fogo bacteriano é a doenca, nas plantas, de maior impacto econémico, no
mundo. Ameaca a producdo global de espécies de rosaceas ornamentais e
fruteiras com grande interesse comercial, como macé, péra e marmelo, podendo
destruir arvores e mesmo pomares inteiros numa so época, restringindo, assim, o
comeércio internacional. De facto, esta doenca altamente contagiosa e de rapida
propagacdo, sem métodos de controlo eficazes, para além dos prejuizos
econdémicos causados diretamente relacionados com a producdo, exige o
estabelecimento de programas de erradicagdo e quarentena que implicam
também elevados custos (Braun-Kiewnick et al., 2011; DGADR, 2011 e 2012;
Buhlmann et al., 2013; Luz, 2013).

Existem varias referéncias relativamente ao impacte econdmico causado pelo

fogo bacteriano, em diferentes paises. Por exemplo, em Marrocos, desde o



aparecimento da doenca em 2006 até 2010, estima-se que cerca de 2000 ha de
pomares de pereira e marmeleiro foram arrancados e incinerados, provocando
quebras de rendimentos de 55 milhGes de euros. Nalguns estados dos EUA, o
cultivo da pera foi abandonado em grande escala, tendo em conta que a rapida
propagacao da infecdo impossibilita a recuperacédo das arvores, mesmo quando
se praticam podas drasticas e imediatas. De facto, as plantas morrem num curto
periodo de tempo apos a observacdo dos primeiros sintomas (Luz, 2013; Van der
Zwet & Keil cit. in EPPO, s/d).

Em Portugal, apesar de serem varias as referéncias relativas a doenca do
fogo bacteriano, ndo foram conseguidos dados concretos relativamente ao
impacte econémico desta doenca (DGADR, 2011; Amaro & Luz, 2012; COTHN,
2012; Cruz, 2012; DGADR, 2012; Franco, 2013; Luz, 2013; DRAPLVT, 2014, Luz
& Amaro, 2014; EPPO, sd).

Os primeiros focos da doenca foram detetados em 2006, nos pomares de
macieiras e pereiras no concelho do Fundao, nomeadamente na Pévoa da Atalaia
e em Vale dos Prazeres (Pinto, 2013). Apds confirmacao laboratorial, todo o
material vegetal infetado foi arrancado e destruido, bem como os hospedeiros
circundantes (Pinto, 2013).

Em 2010, no ambito do programa de prospecéao, foram assinalados novos
focos em pereiras e macieiras dos concelhos de Alcobaca, Bombarral, Caldas da
Rainha e Torres Vedras (Pinto, 2013), num total de 1250 arvores (Serra & Pinto,
2015). Segundo estes autores, em 2011, o fogo bacteriano foi assinalado, em
pomares de macieiras e pereiras, nos concelhos da Guarda e Viseu. Nesse
mesmo ano, foi detetada nos concelhos de Ferreira do Alentejo e Alandroal em
pomares de macieiras, pereiras e marmeleiros. O niamero de arvores infetadas
totalizou 12126 arvores (Serra & Pinto, 2015). Com vista a sua erradicacao, para
todos os focos de infecdo detetados, foram aplicadas as medidas fitossanitarias
legalmente estabelecidas (Pinto, 2012 e 2013).

Em 2012, foram registados trés novos focos no concelho de Coimbra, num
viveiro de macieiras e num campo de pés-mae de pereiras e num pomar de
marmeleiros em Campo Maior. Nesse ano foram queimadas um total de 36246
plantas (Pinto, 2013).

Em 2013, foram registados novos focos nas regides Norte, Centro e

reincidéncia no Alentejo (Pinto, 2013). Como consequéncia, na regiao Norte, no



conselho de Sernancelhe foram destruidos dois pomares de macieiras, um pomar
de marmeleiro e outro pomar de macieiras que se encontrava localizado na zona
de seguranca, mas que apresentava sintomas (Pinto, 2012). Nesse ano foram
gueimadas 7609 plantas infetadas com Erwinia amylovora (Serra & Pinto, 2015).

Em 2014. foram detetados novos focos de contaminacdo, sé na zona de
atuacdo da DRAP Centro, dois viveiros no concelho de Viseu, um pomar de
macieiras no concelho de Gouveia, dois pomares de macieiras no concelho de
Porto de Més, dois pomares de macieiras e um de pereiras em Leiria. Nesse ano,
foram queimadas 24834 plantas infetadas com Erwinia amylovora (Serra et al.,

2015) sendo a maioria provenientes de dois viveiros (Pinto et al., 2014).

1.2 BIOECOLOGIA DO AGENTE PATOGENICO CAUSADOR DO
FOGO BACTERIANO, ERWINIA AMYLOVORA

O fogo bacteriano € causado pela bactéria Erwinia amylovora (Burr) Winslow et
al., considerado organismo de quarentena a nivel comunitario e, como tal, incluido
no Anexo Il da Diretiva n.° 2000/29/CE, do Conselho, de 8 de maio (Taylor et al.,
2003; Agrios, 2005; DGADR, 2011; DGADR, 2012).

A bactéria Erwinia amylovora é uma enterobactéria, gram-negativa,
necrotrofica. Caracteriza-se por ter a forma de bastonete curto, com terminacdes
arredondadas, de aproximadamente 0,5-1,0 por 1,0-3,0 ym, podendo variar de
tamanho conforme as condicbes de desenvolvimento e técnicas de observacao.
E mével por flagelos peritriciais, ndo esporula, resistente a acidos, quimio-
organotrofica, catalase positiva e oxidase negativa, anaerdbia facultativa,
produzindo acido e ndo gas a partir de glicose, tanto em condi¢des de aerobiose
como de anaerobiose. Esta bactéria cresce facilmente em laboratério (Pelczar et
al., 1980; Taylor et al., 2003; Agrios, 2005; Braun-Kiewnick et al., 2011; Buhlmann
et al., 2013; EPPO, SD).

Segundo Agrios (2005), em termos taxondmicos, Erwinia amylovora inclui-se
no reino Procaryotae, na divisdo Gracilicutes, classe Proteobacteria, familia

Enterobacteriaceae e género Erwinia.



Sao varios os sinbnimos para esta espécie: Micrococcus amylovorus Burrill;
Bacillus amylovorus (Burrill) Trevisan; Bacterium amylovorus (Burrill) Chester;
Erwinia amylovora (Burril) Winslow et al f.sp. rubi Starr, et al (EPPO, s/d).

O fogo bacteriano foi identificado, pela primeira vez, na América do Norte,
area considerada o seu centro de origem geografica por Burrill, em 1883, como
referido acima (Ozrenk et al., 2011; Buhlmann et al., 2013). Esta doenca foi
reportada em 1920 na Nova Zelandia e, em 1957, em Inglaterra, tendo-se
posteriormente disseminado por uma grande parte dos paises da Europa
(DGADR, 2011). Em 2012 o fogo bacteriano ja estava presente em 49 paises,
como pode ser observado na Fig. 1 (EPPO, s/d).

w Erwinia amylovora
EPPO Code : ERWIAM

@ Presente, registo nacional
<= Presente, registo regional
A Transitorio

(CYEFPD PAR - Generated 10-01-2012 - 15:15:08

Figura 1: Distribui¢céo da Erwinia amylovora pelo mundo (fonte: EPPO, s/d).

Portugal foi considerado o Unico pais da Unido Europeia, com area integral
protegida, até 2006. Nessa altura, foi detetado um foco de doenga com sintomas
atribuiveis a Erwinia amylovora, tendo sido tomadas medidas de controlo e
erradicacdo. Desde entdo, nao foram detetados novos focos da doenca até que,
na campanha de 2010/11, na sequéncia de observacgfes efetuadas no ambito do
programa nacional de prospecdo, foram detetados novos focos de fogo

bacteriano, para os quais foram tomadas novamente medidas de controlo e



erradicacao (DGADR, 2011; Pinto, 2012; Luz, 2013; Luz et al., 2014, Pinto, 2013;
Pinto et al., 2014).

Sao varias as espécies fruteiras e ornamentais referidas como hospedeiras
naturais, como por exemplo: nespereiras (Eriobotrya japonica Lindl.), Rubus spp.,
ameixeira japonesa (Prunus salicina Lindl.), pilriteiros (Crataegus spp.), piracantas
(Pyracantha spp.) e roseiras (Rosa spp.). S&do igualmente dados como
importantes na dispersao da bactéria plantas do género Crataegus, muito usadas
em sebes, e a planta espontanea Pyrus amygdaliformis Vill. dadas como
frequentes na area Mediterranica (DGADR, 2011; Ozrenk et al.,, 2012). Em
Portugal, a doenca foi identificada tanto em ornamentais como em pereiras (Pyrus
communis L.), macieiras (Malus pumila Mill.) e marmeleiros (Cydonia oblonga
Mill.) (DGADR, 2011; Ozrenk et al., 2011).

Os sintomas do fogo bacteriano estdo associados ao desenvolvimento
vegetativo da planta hospedeira. Resumidamente, pode dizer-se que, na
primavera, é produzido o inéculo primario, durante o verao, ocorre a infecdo das
flores, raminhos e frutos, no outono, ocorre a formacédo de cancros na planta,
permanecendo a bactéria na forma latente, durante o periodo de repouso
vegetativo da planta (Palacio-Bielsa et al, 2009; Luz, 2013).

De facto, o ciclo desta doenca €é algo complexo (Fig. 2). No entanto, sabe-se
gue dependendo dos fatores climatéricos, a bactéria pode sobreviver durante um
periodo de tempo variavel como enddfita ou como epifita (Thomson, 2000; Luz,
2013).

A infecdo inicia-se na parte terminal dos raminhos, sendo esta a que 0s
agricultores detetam primeiro. Ap6s a infecdo floral, em condicbes de muita
humidade, as bactérias também entram nas folhas e caules jovens através dos
estomas e lenticulas (Van der Zwet et al., 2012; Luz, 2013). De facto, em
condi¢des de humidade superior a 80% e temperatura superior a 15°C, a bactéria
penetra nos tecidos do hospedeiro através das aberturas naturais como gomos,
estomas, lenticulas, hidatodos e feridas provenientes da queda das pétalas,
granizo, picadas de insetos e poda. As bactérias estabelecem-se nos estigmas
das flores e a agua transporta-as para a parte inferior do calice onde ocorre a
infecdo. Nesta situacdo, a bactéria multiplica-se rapidamente e invade
pedunculos, ramos, raminhos jovens ou frutos imaturos (Thomson, 1986; DGADR,
2011; Buhlmann et al., 2013; Franco, 2013; Luz, 2013).


https://pt.wikipedia.org/wiki/John_Lindley

Tendo em conta as condi¢des ambientais e o estado fisiolégico da planta, o
periodo de incubacédo da bactéria pode variar entre 4 e 8 dias, em macieiras, e 4
e 10 dias, em pereiras (Ficke et al., 1988 cit. in Luz, 2013).

A bactéria introduze-se nas flores através dos estigmas e nas folhas através de
Insectos/abelhas feridas ou dos estomas. Multiplica-se e propaga-se internamente na planta
transportam a bactéria
para as flores

Queima dos botdes florais.

Ainfegdo espalha-se para
S outras flores, ramas e
B Multiplicagéo da bactéria © folhas.
Thtscs dsifarios \:’; l e propagagéo interna
jovens

Insectos e chuva
transportam o inoculo

: )

PR 0
R Aausrecugint

necrose dos tecidos infetados o
/)' :
O cancro progride e prndui-
se o exsudado bacteriano ' L
v { AN
b ™ o R

A £ ' Ramo morto ;\ ,\" 3
TR F devidoaofogo o\ :
k2> "y 2

A infecéo progride das
folhas e das
inflorescéncias para
0s raminhos e ramos

A bactéria sobrevive durante
0 invemo nos cancros
Formagéo do cancro
nos raminhos e ramos

Arvore jovem infectada
com fogo bacteriano

Figura 2: Ciclo bioldgico da Erwinia amylovora (Burr.) (fonte:adaptado de Agrios, 2005).

O inéculo primério forma-se quando as condi¢des climaticas sao favoraveis,
no inicio da primavera, altura em que ocorre a multiplicacdo da bactéria. Assim,
surge a infecdo primaria, a primeira infe¢cdo do periodo vegetativo. Esta pode ter
origem nos exsudados dos cancros que se formaram no ano anterior ou em
bactérias ja existentes nos tecidos das plantas (Van der Zwet et al., 1988 cit. in
Luz, 2013). Apesar das infegbes provenientes dos cancros hibernantes serem
atualmente bastante desvalorizadas, diversos autores consideram que 0S cancros
formados no final do ciclo vegetativo anterior sdo 0s principais responsaveis pela
producgdo de indculo primario. Os cancros vao contaminando os gomos foliares e
florais até provocar a morte, alastrando a bactéria para ramos e troncos atraves

dos exsudados e pélen contaminado. Na primavera do ano seguinte, 0S cancros



vao ser a principal fonte de contaminacéo dos gomos foliares e florais. A bactéria
também pode hibernar em frutos atacados, em pequenos raminhos e
eventualmente em ramos deixados no solo apés a poda (Van der Zwet et al.,
2012). E nesta época que as bactérias em multiplicacéio, formando o exsudado
bacteriano de cor creme a alaranjado, que emerge de 6rgédos afetados, também
podem ser disseminadas a longa distancia, através de aves migratorias e
transporte de material infetado, assim como a curta distancia, através da chuva,
vento, aves, insetos, maquinas e material de poda (Melgarejo et al., 2010 cit. in
Luz, 2013; DGADR, 2011; Buhimann et al., 2013; Franco, 2013).

Apos as infe¢bes primérias, produz-se o indculo secundéario a partir dos
exsudados, produzidos durante a primavera, verdo e outono e formados nos
rebentos, folhas, frutos ou ramos (Luz, s/d). Este in6culo secundario pode ser
disseminado por agentes bidticos e abioticos, originando infe¢cdes secundarias
que podem provocar maiores prejuizos nas plantas e sdo mais numerosas do que
as infe¢des primarias (Thomson, 2000; Ordax, 2008; Palacio-Bielsa et al., 2009).

Os tecidos necrosados inicialmente aparentam-se humidos, depois vermelhos
ou acastanhados (Thomson, 2000; Ordax, 2008; Palacio-Bielsa et al., 2009).

A paragem do ciclo vegetativo inicia-se no outono, quando a bactéria diminui
ou cessa a sua multiplicacdo, instalando-se nos tecidos lenhificados produzindo
0S cancros nos troncos e ramos com a necrose dos tecidos (Blachinsky et al.,
2003 cit. in Luz, 2013).

No inverno, com a diminuicdo da temperatura, a planta hospedeira entra em
repouso vegetativo, a bactéria aloja-se nos cancros dos ramos e troncos e
interrompe 0 seu crescimento, sobrevivendo assim durante o inverno, podendo
iniciar novas infecbes na primavera seguinte (Cambra et al., 2002; Ordax, 2008;
Palacio-Bielsa et al., 2009).

A disseminacdo da doenca a longa distancia faz-se principalmente através da
introducdo de material vegetal contaminado, plantacdo de fruteiras, plantas
ornamentais e uso de material vegetal para enxertia, provenientes de zonas
afetadas pelo fogo bacteriano (Cambra et al., 2002 cit. in Luz, 2013; DGADR,
2011). Uma vez instalado o primeiro foco numa nova zona, a bactéria dispersa-se
facilmente entre arvores e parcelas préximas através dos insetos, especialmente
os polinizadores, chuva, vento, rega por aspersao, instrumentos de poda e outros

utensilios, maquinaria e até o proprio agricultor (DGADR, 2011; Luz, 2013). Para



além dos factores atras mencionados, McManus & Jones (cit. in Buhlmann et al.,
2013) apontam os aerosso6is como podendo ter contribuido para a dispersédo da
doenca na Europa.

A doenca deve a sua designacdo de fogo bacteriano aos sintomas
evidenciados pelos 6rgaos das plantas doentes, nomeadamente dos gomos e
raminhos que mostram a presenca de necroses de cor castanha ou negra,
fazendo lembrar o aspeto de queima (DGADR, 2011; Buhlmann et al., 2013;
Franco, 2013).

O periodo critico € o inicio de cada ciclo vegetativo, em que, dos apices
afetados se geram raminhos necrosados (“queimados”) (Fig. 3) sempre aderentes
a planta e que ganham a forma de borddo, o chamado efeito cajado de pastor
(DGADR, 2011; Franco, 2013) (Fig. 4). No periodo do vingamento das flores,
originam-se frutos imaturos e mumificados (Figs. 5 e 6) e as folhas adquirem uma
cor castanha a negra (Fig. 7). A zona subepidérmica dos ramos e troncos
apresentam lesdes de cor avermelhada e, nos feixes lenhosos, surge o exsudado
bacteriano (Figs. 8 e 9) que tanto pode provocar o definhamento do érgdo como

originar cancros (Fig. 10) (Buhlmann et al., 2013; Franco, 2013).

Figura 3: Ramo e folhas com Figura 4: Curvatura dos Figura 5: Corimbo com
aspeto queimado. jovens ramos em forma de  pequenos frutos infetados.
cajado.

Fonte: (DRAPLVT, 2014).
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Figura 6: Corimbo com Figura 7: Corimbo com
frutos e flores infetados. flores infetadas.

Fonte: (DRAPLVT, 2014).

Figura 9: Exsudado bacteriano no tronco. Figura 10: Cancro no ramo.

Fonte: (DRAPLVT, 2014).

1.3 MEIOS DE CONTROLO DO FOGO BACTERIANO

Como ja referido anteriormente, o fogo bacteriano € uma doenca dificil de controlar
e, em solos que apresentam elevada fertilidade e humidade, que permitem um
rapido crescimento da planta, pode ocorrer um aumento da gravidade dos danos
provocados pela bactéria (Ozrenk et al., 2012).

Sabendo que nédo existem meios de combate eficazes, Amaro & Luz (2012)
defendem que, o controlo do fogo bateriano devera ser baseado numa estratégia
integrada, na qual se visa reduzir o inoculo, evitar o estabelecimento da bactéria
no hospedeiro e diminuir a suscetividade do hospedeiro a infe¢do. Segundo estes
autores, esta estratégia deve incluir sistemas de previsao de risco e medidas de

controlo baseadas tanto na prevencgdo, como na coexisténcia com a doenca.



J&4 em 1994, Wilcox defendia como melhor medida de controlo do fogo
bacteriano a combinacao de praticas culturais, técnicas de minimizac¢ao do indculo
no pomar, assim como aplicacées bem sincronizadas de bactericidas.

Ozrenk et al. (2011), concordando com Wilcox, acrescentam que a resisténcia
da planta hospedeira € o factor mais importante no controlo ao fogo bacteriano,
sublinhando a necessidade de criar variedades resistentes em porta-enxertos
resistentes.

Cruz & Sousa (2013) também defendem que a sensibilidade dos porta--
enxertos influencia a capacidade dos cultivares resistirem a E. amylovora e, como
tal, compilaram tabelas com o grau de sensibilidade de alguns porta-enxertos de

pereira (Tabela 1) e macieiras (Tabela 2).

Tabela 1: Sensibilidade de alguns porta-enxertos de pereira a Erwinia amylovora (adaptado de
Cruz et al., 2013).

X X X X X

Tabela 2: Sensibilidade de alguns porta-enxertos de macieira a Erwinia amylovora (adaptado de
Cruz et al., 2013).

[EFEFETRorEeR] [Reted| [Medmamente] [Sensivel] M)
X

X

xX X
X X X X X X
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Tendo por base que s6 algumas espécies de rosaceas sdo sensiveis a
E. amylovora, existindo diferencas entre cultivares da mesma espécie, Cruz &
Sousa (2013) analisaram o grau de sensibilidade de alguns cultivares de pereira
(Tabela 3 ) e macieiras (Tabela 4) a Erwinia amylovora.

Em Portugal, perante sintomas suspeitos, € aconselhado: a comunicacéo e
coordenacdo com a respetiva Direcdo Regional de Agricultura. Uma rapida
intervencao, assim como boas praticas culturais, das quais se destaca o uso de
material de propagacéo certificado, evitar a contaminacgao cruzada, queimar todo
o material suspeito removido e desinfetar todas as ferramentas e utensilios
utilizados nos cortes e podas (DGADR, 2012; Franco, 2013).

Tabela 3: Sensibilidade de algumas cultivares de pereira a Erwinia amylovora (adaptado de Cruz

et al., 2013).
—_-_--
X

X

X

X

X

X

X

X

X
X
X
X
X
X

X X X X
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A estratégia de combate ao fogo bacteriano tem-se focado na prevencéao e,
para além disso, na reducdo do inb6culo através do uso de tratamentos
antimicrobianos e cupricos. Também tém sido realizados estudos quimicos e
genéticos, com o intuito de aumentar a resisténcia do hospedeiro (Amaro et al.,
2012).

Tabela 4: Sensibilidade de algumas cultivares de macieira a Erwinia amylovora (adaptado de
Cruz et al., 2013).

X X X X X

X
X
X
X
X
X
ool ] X
[Reaicie ] X
[Relns&brenca ] X
& X
E X
[Teerea X
X
X
X

No controlo do fogo bacteriano € também de salientar a importancia dos
sistemas de previsdo de risco desta doenca. Disponibilizam informacdes que
contribuem para a realizacdo de tratamentos nos momentos mais oportunos,
guando os riscos de desenvolvimento da doenca sdo mais elevados (Billing, 2000
cit. in Amaro et al., 2012), que permitem programar as datas para as inspecoes,
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para colheita de amostras e poda (Johnson, 2000 cit. in Amaro et al., 2012) e ainda
delimitar as areas com maiores riscos de contagio, estando o risco de infe¢ao
dependente da quantidade de inoculo, viruléncia do agente patogénico,
sensibilidade do hospedeiro, temperatura e disponibilidade de agua, ndo sendo
deste modo uniforme ao longo do ciclo cultural (Montesinos et al., 2009 cit. in
Amaro et al., 2012). Estes sistemas de previséo, apesar de ajudarem na avaliacdo
da necessidade de intervengdo (Amaro et al., 2012), ndo sdo perfeitos, por
existirem sempre fontes de infecdo que ndo séo passiveis de serem tomadas em
consideracao (Carter, 2010 cit. in Amaro et al., 2012). Assim sendo, 0 seu uso tem
gue ser conjugado com outros meios de luta (Johnson, 2000 cit. in Amaro et al.,
2012).

Também os métodos quimicos podem ser utilizados no controlo do fogo
bacteriano, como seja a aplicacdo de produtos de carater bacteriostatico ou
bactericida, como cobre e antibiéticos, ou outros que estimulam os mecanismos
de defesa das plantas (Ordax cit. in Amaro et al., 2012).

O cobre é solubilizado pelos exsudados bacterianos, causando morte celular
ou inibindo algumas atividades biol6gicas na célula. No entanto, os produtos
cupricos ndo deverdo ser utilizados apdés a ponta verde, uma vez que sao
fitotdxicos, prejudicando folhas e frutos (DGADR, 2011; Amaro et al., 2012).

No controlo quimico ao fogo bacteriano, a estreptomicina € o antibiético que
tem apresentado os melhores resultados (Psallidas et al, 2000 cit. in Amaro et al.,
2012; Kokoskoval et al., 2011). No entanto, devido a possibilidade de transferéncia
de resisténcia a bactérias patogénicas que infetam o homem e outros animais, o
seu uso esté proibido na Unido Europeia (Amaro et al., 2012). Nos EUA, o uso de
estreptomicina € permitido, no entanto, apresenta problemas de resisténcia,
justificando a existéncia de estudos que procuram antibiéticos alternativos
(Agaskaveg et al., 2011 cit. in Amaro et al., 2012).

Apesar de nao terem uma acgao inibitdria direta, ha outros compostos quimicos
(Tabela 5) que apresentam atividade no controlo desta doenca (Amaro et al.,
2012), das quais destacamos fosetil, prohexadiona-calcio, acibenzolar-S-metilo, e
0 extrato da alga Laminaria digitata (Franco, 2013; Montesinos et al., cit. in Amaro
et al., 2012). Apesar dos resultados de campo terem mostrado alguma falta de
consisténcia, o fosetil, em laboratério, tem demostrado bons resultados em

determinadas concentragdes e condi¢des (Ordax cit. in Amaro et al., 2012).
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No Regulamento 1107/2009, ao abrigo do artigo 51.° (autorizacdes a
utilizacdes menores) séo autorizados os produtos apresentados na Tabela 5, para
o combate ao fogo bacteriano.

Franco (2013) refere também que o uso de produtos bioestimulantes, que
incrementam a espessura da parede celular, ativa mecanismos de defesa natural
das plantas e auxilia 0s novos crescimentos. Estes produtos, indutores de
resisténcia sistémica adquirida (SAR), estédo disponiveis no mercado.

Milcevicova et al. (2010) concluiram que as plantas mais resistentes poderéo
apresentar um ambiente mais desfavoravel ao crescimento bacteriano. Este facto
justifica-se por estas apresentarem niveis mais elevados de compostos de defesa,
tais como o &cido salicilico e da enzima fenilalanina amonia-liase. Estes autores
verificaram ainda, que nas plantas infectadas com o fogo bacteriano, os
mecanismos de sintese de 4cido salicilico e a maioria dos genes fenilpropanoides
sao inibidos mas, podem ser, no entanto, compensados por outros mecanismos
de regulacéo. Conluiram deste modo que, tanto a natureza como a quantidade de
compostos de defesa existentes no momento sdo capazes de influenciar o

resultado de interacdes planta-agente patogénico.
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Tabela 5: Produtos autorizados para o combate ao fogo bacteriano (DGAV, 2013).

CUPRITAL (SAPEC
AGRO)
CUPRITAL SC
(SAPEC AGRO)
ALIETTE FLASH
(BAYER CROP
SCIENCE)
ETYLIT PREMEIER
(SAPEC AGRO)

ALFIL (AFRASA)

VACCIPLANT *
(GOEMAR/SELECTIS)

REGALIS (BASF)

SC

WG

WP

WP

SL

WG

(a) 500-1000g
(b) 400g
(a) 4009
(b) 300g

375G 21

375G 21

3759 21

75ml -

Macieira: 1259
Pereira: 1509

* autorizado em 17-01-2013, por um periodo de 120 dias

** Xn-Nocivo; Xi-Irritante; N-Nocivo para o ambiente; Is-lsento

Xi; N

Xi; N

Xi

Xn

(a) Queda das folhas

(b) Estado B-C (até ao
aparecimento da ponta
verde

Realizar no méaximo 3
aplicagbes. Tratar no
inicio da floracdo e,
repetir com intervalo de
trés a quatros dias.
Realizar o terceiro
tratamento apenas se 0s
riscos de contaminacao
forem importantes, ou,
se a floragdo se
prolongar.

Iniciar as aplicacbes
uma semana antes da
infecdo ou na auséncia
de conhecimento
realizar as aplicagdes,
durante a floragéo,
desde o botéo verde até
a queda das dUltimas
pétalas, a intervalos de
10 dias.

Realizar no maximo 2
aplicacodes. Efetuar 0 1.°
tratamento quando os
novos langcamentos tém
no maximo 5cme o0 2.°
tratamento, trés a quatro
semanas depois do
primeiro.

E também autorizada a aplicacdo de produtos derivados do fungo

Aureobasidium pullulans (de Bary) G.Arnaud e da bactéria Bacillus subtilis

(Ehrenberg) Cohn (Tabela 6) que, atuam preventivamente colonizando as flores
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abertas, entrando em competicdo por nutrientes e espaco com a bactéria (DGAV,
2013; Franco, 2013; Prates et al., 2013).

Segundos estudos realizados por Prates et al. (2013), A. pullulans também
baixa o pH do meio, criando condi¢des desfavoraveis ao crescimento da bactéria.
B. subtilis, por sua vez, produz peroxidases induzindo resisténcias por parte da

planta.

Tabela 6: Produtos com base em microrganismos autorizados para combater ao fogo bacteriano
(DGAYV, 2013).

Substancias Produto Form Concentra IS Classificagao Epoca de aplicagéo
ativa comercial a cao dias toxicoldgica**
BLOSSOM Realizar no maximo 4
- PROTECT* tratamentos durante a
Aureobasidium .
(BIO FERM WG 15 - Is floragdo a intervalos
pullulans _
GMBM/SELEC de 2 dias.
TIS)
Bacillus Realizar no maximo 4
- SERENADE _
subtilis WP 2,5-4 - Is aplicacdes durante a
MAX (BASF)
QST 713 floracéo.

* autorizado em 17-01-2013, por um periodo de 120 dias

**|s-lsento

Por serem ineficazes nas plantas infetadas pelo fogo bacteriano e por
existirem duvidas e possiveis problemas quanto a interacdo entre varios produtos,
as solucbes quimicas e biologicas sdo somente preventivas e s6 devem ser
utilizadas no periodo da floragdo. No entanto, a estratégia de protecdo passa por

uma solucgdo integrada das lutas cultural, quimica e biolégica (Franco, 2013).

1.4 PLANTAS COM POTENCIAL ANTIBACTERIANO

A evolucdo do homem tem sido sempre acompanhada pelo conhecimento do valor
terapéutico das plantas (Cunha et al., 2007). O interesse pelo uso das plantas
medicinais como complemento terapéutico compativel com a medicina classica,
tem aumentado no mundo ocidental (Cunha, 2009).

As plantas possuem numerosos constituintes de natureza quimica bem

definida. Uma planta é medicinal quando esses constituintes quimicos séo

farmacologicamente ativos, conferindo a planta a possibilidade de ser usada direta
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ou indiretamente na terapéutica, com beneficios para o tratamento ou prevencao
de uma patologia (Cunha et al., 2007). Para além dos constituintes ativos, existem
outros compostos que simultaneamente influenciam a acdo dos constituintes
ativos (Cunha et al., 2007), os protegem de oxida¢Bes e hidrdlises, facilitam a
passagem de membranas ou inibem sistemas enziméaticos (Cunha et al., 2006).
Deste modo, é explicado o facto da acdo de um extrato ou planta ter muitas vezes
maior atividade do que a mesma quantidade de um dado constituinte ativo isolado
(Cunha et al., 2007).

Na natureza, a maioria das plantas é resistente aos diferentes agentes
patogénicos. Esta resisténcia pode estar relacionada com a sintese natural de
compostos quimicos antimicrobianos (Lemos et al., 1990 cit. in Knaak et al., 2010).
Nesse contexto, como exemplo, foram identificados 6leos essenciais de plantas
com acao antimicrobiana contra um grande numero de bactérias, incluindo
espécies resistentes aos antibidticos sintéticos (Knaak et al., 2010).

De facto, os 6leos essenciais podem controlar tanto bactérias, leveduras e
fungos filamentosos (Bhavanani & Ballow, 1992 cit. in Sousa et al., 2013; Prashar
et al.,, 2003 cit. in Knaak et al, 2010; Cunha et al., 2007). Além disso, esses
compostos degradam-se mais rapidamente que os produtos sintéticos, e alguns
Oleos essenciais tém propriedades que favorecem os insetos benéficos (Pillmoor
et al., 1993 cit. in Knaak et al., 2010).

Os Oleos essenciais, metabolitos secundarios volateis caraterizados por
serem misturas complexas de compostos organicos, tém sido cada vez mais
estudados como antioxidantes e para o controlo de microrganismos, tornando-
-se importantes nas industrias farmacéuticas, alimenticias, perfumaria e
cosméticas. (Bhavanani & Ballow, 1992 cit. in Sousa et al., 2013). A maior parte
da atividade antimicrobiana dos Oleos essenciais deve-se aos compostos
fendlicos (Simbes & Spitzer, 2000 cit. in Sousa et al., 2013), assim como a
presenca de monoterpenos, 0s quais também evidenciam atividade inseticida
(Rice et al., 1994; Lee et al., 1997 cit. in Knaak et al., 2010). Os monoterpenos
interferem na dupla camada fosfolipidica da membrana celular, aumentando a
permeabilidade celular e consequentemente a perda dos constituintes celulares,
alteram diversos sistemas enziméticos, afetando a producéo da energia celular e
sintese de componentes estruturais e ainda promovem a inativagdo ou destruicdo

do material genético (Lambert et al., 2001 cit. in Sousa et al., 2013; Knaak et al.,
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2010). Exemplos de compostos terpénicos, compostos maioritarios dos o6leos
essenciais, 0s monoterpenos mais comuns sao: linalol, geraniol, tujona, canfora,
limoneno. Ja entre 0s sesquiterpenos mais comuns, encontram-se: farnesol,
neurolidol, bisaboleno e outros (Simdes et al., 2003). Medice et al. (2007)
verificaram num estudo sobre o uso de 6leos essenciais no controlo da ferrugem
asiatica da soja, que os 6leos de Thymus vulgaris L. (tomilho), Corymbia citriodora
(Hook.) K.D. Hill & L.A.S. Johnson (eucalipto-limao), Cymbopogon nardus (L.)
Rendle (citronela) e Azadirachta indica A. Juss. (nim) tiveram efeito direto na
germinacdo de urediniosporos de Phakopsora pachyrhizi Syd. & P. Syd. e
reduziram a severidade da doenca de plantas em estufa.

De acordo com Burt (2004) cit. in Knaak et al., (2010), o timol e o carvacrol,
presentes no 6leo essencial de orégao, provocam distor¢cao na estrutura fisica da
célula, causando expansdo e consequente instabilidade na membrana,
modificando a sua permeabilidade, desnaturando enzimas essenciais, por meio
de variacdes no pH e do potencial elétrico. Também Craveiro et al. (1981, cit. in
Knaak et al. 2010), testando 6leo de cravo-da-india, constatou que este apresenta
excelentes propriedades bactericidas e o eugenol, componente maioritario
encontrado em 80-90% no 6leo essencial dessa planta, provoca inibicdo na
producdo de amilase e proteases pela célula bacteriana, bem como sua

deterioracédo e lise (Knaak & Fiuza, 2010).

1.4.1 Efeito antibacteriano de plantas em estudo

1.4.1.1 Acacia dealbata

No que reporta ao efeito antibacteriano de Acacia spp., Rahman et al. (2014)
estudaram os extratos etandlicos e cloroférmicos das folhas da Vachellia nilotica
(L.) P.J.H.Hurter & Mabb. (=Acacia nilotica (L.) Willd. ex Delile), obtendo uma

actividade bacteriostatica consideravel em trés estirpes de bactérias gram-

negativas, Escherichia coli (Migula) Castellani & Chalmers, Klebsiella pneumoniae

(Schroeter) Trevisan e Pseudomonas aeruginosa (Schroéter) Migula.
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1.4.1.2 Allium sativum

O alho (Allium sativum L.) tem sido, ao longo dos tempos, utilizado como
estimulante, antissético, anti-helmintico, anti-hipertensivo, carminativo,
expetorante, diurético, antiasmatico (Meriga et al.,, 2012), antimicético e
antibacteriano (Cunha et al., 2006)

Meriga et al. (2012) analisaram e comprovaram o efeito antibacteriano do alho
sobre bactérias gram-negativas, nomeadamente Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae.

Segundo a Farmacopeia Portuguesa (2009) e Cunha et al. (2006), o alho é
composto essencialmente por alicina, sulféxidos de alquilcisteina, o que contribui

para o seu efeito antissético.

1.4.1.3 Cinnamomum camphora

A canfora possui elevadas percentagens de cineol, a-terpineol, D-canfora (30 a
40%), safrol, mono e sesquiterpenos. Estes constituintes atribuem a planta efeito
antissético (Cunha et al., 2007).

1.4.1.4 Eucalyptus globulus

O eucalipto é constituido 1,5% a 3,5% por 6leo essencial, com cerca de 70% de
cineol ou eucaliptol, monoterpenos 25% (a-pineno, p-cimeno, limoneno,
felandreno), butiraldeido, capronaldeido, azulenos, taninos, resina e flavonas
derivadas do acido ursélico (Cunha et al., 2006).

Eucalyptus globulus Labill. tem sido, tradicionalmente, utilizado no tratamento
de diversas doencas respiratorias, bronquite, tosse, inflamacfes orofaringeas
(Sherral & Warnke, 2004; Cunha et al., 2006; Pereira et al., 2014) Os 0leos
essenciais de E. globulus e de E. radiata Siber ex D.C. demonstraram ter um

elevado efeito antibacteriano em bactérias gram-negativas (Luis et al., 2015).
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1.4.1.5 Laurus nobilis

Constituido por cineol (40%), acetato de terpenilo (cerca de 10%), sabineno (7%),
metil-eugenol (cerca de 10%), pinenos, 4-terpineol, linalol, p-cimeno, o loureiro
possui atividades antissética e antifungica (Cunha et al., 2004).
Aumeeruddy-Elalfi et al. (2015) concluiram que os O6leos essenciais das
plantas de Laurus nobilis L., Rosmarinus officinalis L., entre outras, tiveram um
efeito bactericida e bacteriostatico sobre diversas bactérias gram-negativas:
Escherichia coli; Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris Hauser e Pseudomonas

aeruginosa.

1.4.1.6 Origanum vulgare

O orégao é constituido por 6leos essenciais (0,2% a 1%), com predominio de
fendis, cerca de 50% (timol e carvacrol), B-bisaboleno, cariofileno, p-cimeno,
borneol, linalol, acetato de linalilo, a-pineno; B-pineno; a-tripeno, flavonoides
(derivados do apigenol, luteolol, camperol, diosmetol), acidos fendlicos, ésteres
(cafeico, clorogénico, rosmarinico), taninos, constituintes amargos e triterpenos
(Cunha et al., 2006).

Os constituintes do orégdo, principalmente o carvacrol e o timol, tém sido
largamente estudados como antibacterianos e antifungicos (Botre et al., 2010;
Kokoskoval et al., 2011; Aumeeruddy-Elalfi et al., 2015; Pesavento et al.,2015).

1.4.1.7 Ricinus communis

O 6leo obtido do ricino tem como componente principal o éster glicérico do acido
ricinoleico (80-90%), ésteres dos acidos oleico, linoleico, estearico e di-
hidroxiestearico, fitosterois e tocoferodis (Cunha et al., 2006).

Abew et al. (2014) realizaram um ensaio in vitro com o intuito de conhecerem
o efeito do extrato das folhas de ricino sobre Escherichia coli e Staphylococcus
aureus Rosenbach. Confirmaram o potencial antibacteriano do ricino em bacterias
gram-negativas e gram-positivas, no entanto ndo descartaram a necessidade de

um maior estudo sobre esta planta.
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1.4.1.8 Rosmarinus officinalis

Inimeros estudos indicam que as propriedades antisséticas e antibacterianas
desta planta provém do seu 6leo essencial que contem, entre outros compostos,
a-pineno, canfora e eucaliptol (Bakkali et al., 2008; Aumeeruddy-Elalfi et al., 2015;
Pesavento et al., 2015). Esta planta também contém flavonoides (luteolina,
apigenina, diosmetina), acidos polifendlicos, derivados do &cido cafeico (acido
rosmarinico), taninos, constituintes amargos (carnosol e rosmanol) acidos
triterpénicos (acido ursolico e betulinico), alcoois triterpénicos (a-amirina, [3-

amirina e betulina) (Cunha, et al, 2006).

1.4.1.9 Thymus mastichina e T. vulgaris

A Farmacopeia Portuguesa VII (2009) indica para o 6leo essencial de tomilho,
proveniente de Thymus vulgaris L. ou T. zigis L., um teor de timol entre 36 e 55%
e de carvacrol entre 1 e 4% (Cunha, 2004).

Especificamente, as plantas de T. vulgaris apresentam na sua constituicao
oleo essencial (1,0% a 2,5%) com predominio de fendis, timol e carvacrol e
menores quantidades de geraniol, terpineol, linalol e monoterpenos né&o
oxigenados, flavonoides derivados do apigenol e luteolol, acidos fendlicos
(cafeico, rosmarinico), taninos (10%), sapondsidos triterpénicos de geninas dos
acidos ursolico e oleondlico (Cunha et al., 2006; Bouzidi et al., 2013).

Diversos autores consideram que as espécies de Thymus estdo entre as
plantas com maior potencial antimicrobiano devido essencialmente a sua
actividade contra microganismos patogénicos resistentes a antibidticos
convencionais. A sua acao antibacteriana provém da capacidade que o timol e 0
carvacrol tém de permeabilizar e despolarizar a membrana citoplasmética de
bactérias (Bouzidi et al., 2013).

Al-Mariri & Swied (2013) concluiram que o o 6leo essencial de T. syriacus,
nomeadamente o timol, carvacrol, dihidro-carvona e linalol inibiam o
desenvolvimento de algumas bactérias gram-negativas existentes na Siria.

O efeito antibacteriano dos Oleos essenciais de Origanum vulgare L., T.
vulgaris e Rosmarinus officinalis sobre Escherichia coli, Saccharomyces

cerevisiae Meyen ex E.C. Hansen, Vibrio anguillarum (Bergeman), V. splendidus
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(Beijerinck) e V. alginolyticus (Miyamoto) Sakazaki foi constatado em ensaios in

vitro e in vivo (Pesavento et al., 2015).

1.4.2 Plantas com potencial antibacteriano sobre Erwinia amylovora

Kokoskoval et al. (2011) estudaram o efeito antimicrobiano dos 6leos essenciais
de cinco plantas aromaticas da familia Lamiaceae (Origanum spp., Thymus sp.,
Melissa sp., Mentha sp. e Nepeta sp.) em trés estirpes diferentes de Erwinia
amylovora. Constataram que os Oleos essenciais de O. compactum Benth., O.
vulgare e T. vulgaris eram eficazes no controlo da bactéria.

De facto, ja em 1993, estudos elaborados por Mosch et al. demonstraram que
o crescimento de Erwinia amylovora era inibido quando era adicionado extratos
de Rhus typhina L., Juglans nigra L., Berberis vulgaris L., Mahonia aquifolium
(Pursh) Nutt., Allium sativum, Hedera helix L. e Viscum album L. (Kokoskoval et
al., 2011).

Kokoskoval et al. (2011) constataram que o Oleo essencial de T. vulgaris era
um dos mais eficazes no controlo de bactérias, apresentando uma atividade
antimicrobiana superior a 50%, quando comparada com a estreptomicina no

controlo da Erwinia amylovora.

1.5 OBJETIVO

Considerando a inexisténcia de métodos completamente eficazes no controlo do
fogo bacteriano, inclusive em agricultura biolégica, este trabalho teve como
objetivo principal avaliar o potencial biocida de diversas plantas, em relacédo a
Erwinia amylovora.
O objetivo mais especifico € avaliar o efeito in vitro sobre E. amylovora de:
1) extratos aquosos obtidos através de maceracao de Acacia dealbata, Allium
sativum, Cinnamomum camphora, Eucalyptus globulus, Laurus nobilis,
Origanum vulgare, Rosmarinus officinalis, Thymus mastichina, T. vulgaris e
Ricinus communis;
2) 6leos essenciais de C. camphora, E. globulus, O. vulgare, R. officinalis, T.

mastichina e T. vulgaris.
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Estas plantas foram incluidas neste estudo porque, por um lado, foi ja
demonstrada a sua atividade antibacteriana, por outro, sdo das espécies mais
abundantes da flora portuguesa, com excecédo da canforeira, constituindo uma
fonte de matéria-prima acessivel. Para além disso, o estudo do seu potencial
biocida, valorizara um recurso endégeno que podera constituir a base de uma
alternativa eficaz, utilizavel em Agricultura Biol6gica, para um problema
economicamente importante tanto a nivel nacional como internacional, como é o

fogo bacteriano.

2 MATERIAIS E METODOS

Neste trabalho pretendeu-se estudar o potencial antibacteriano de diversas
plantas na forma de extrato aquoso por maceracgao, assim como de Oleo essencial.
A Tabela 7 resume a forma sob a qual as plantas foram utilizadas neste trabalho.
Neste primeiro estudo, apenas foram estudados o0s Oleos essenciais
comercializados.

Em todas as experiéncias foram efetuadas seis repeticbes, para cada
modalidade, assim como, para os respetivos controlos: utilizou-se estreptomicina,
na concentracdo de 0,02%, como controlo positivo e a 4gua destilada como

controlo negativo.

Tabela 7: Plantas utilizadas no estudo do potencial antibacteriano sobre Erwinia amylovora.

Planta
. . . Extrato por )
Nome cientifico Nome vulgar Familia . Oleo
maceracao
Acacia delbata mimosa Fabaceae X
Allium sativum alho Amaryllidaceae
Cinnamomum camphora canforeira Lauraceae X
Eucalyptus globulus eucalipto Myrtaceae X
Laurus nobilis loureiro Lauraceae X
Origanum vulgare orégao Lamiaceae X X
Ricinus communis ricino Euphorbiaceae X
Rosmarinus officinalis Alecrim Lamiaceae X
Thymus mastichina bela-luz Lamiaceae X
Thymus vulgaris tomilho-vulgar Lamiaceae X X
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2.1 OBTENCAO DOS EXTRATOS AQUOSOS POR MACERACAO

O material vegetal da canforeira e do tomilho bela-luz foram recolhidos no jardim
de Plantas Aromaticas e Medicinais da Escola Superior Agraria de Coimbra
(ESAC), todo o restante material vegetal foi gentiimente cedido pela empresa
Engisalde, Lda., que desenvolve atividade numa exploragdo de producdo de
plantas medicinais e aromaticas, em conversao para modo biologico, situada na
aldeia de Oliveira do Sul, freguesia de Sul, concelho de Sdo Pedro do Sul, distrito
de Viseu.

Os extratos aquosos foram preparados adaptando a metodologia utilizada por
Martins et al. (2014), bem como da Farmacopeia Portuguesa (2009), onde é
referido que o extrato por maceracédo € preparado utilizando agua para extrair o
composto ativo da planta seca que se encontra reduzida a pé.

As partes das plantas utilizadas para a obtencao dos extratos foram ramos e
folhas visivelmente isentos de qualquer doenca ou praga. O material vegetal foi
seco, durante sete dias, num compartimento com condi¢cdes controladas de
temperatura a 25°C e humidade relativa inferior a 60%.

Primeiramente, para a preparacao dos extratos de cada uma das plantas, a
planta seca foi triturada, utilizando-se um moinho elétrico (Kenwood) durante 3
minutos. Posteriormente, foi preparada uma mistura constituida por 5 g de planta
e 30 mL de agua, que foi mantida em garrafas de vidro ambar, a temperatura
del19°C no escuro. Apés 24 horas, a mistura foi centrifugada (Hettich Universal
1200 centrifuge®) a 4800 rpm (Fig. 11), durante 5 minutos, filtrando-se de seguida

o sobrenadante com um filtro Whatman n.°1® (Fig. 12).

Figura 11: Centrifugadora utilizada na preparacéo dos extratos aquosos das varias plantas.
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Figura 12: Extratos aquosos de vérias plantas, apos centrifugacéo e filtracéo.

Utilizando membranas de filtrac&o (Filtros Fioroni, MCE Syring, 0,2 pum), o filtrado
gue constituiu o extrato foi esterilizado para tubos Eppendorf e armazenado num

figorifico a 4°C até utilizacdo posterior (Fig. 13).

Figura 13: (a) membrana de filtragc&o; (b) tubos Eppendorf com extratos esterilizados.

2.2 OBTENCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os Oleos essenciais foram adquiridos a um distribuidor portugués, J. F. Campos
— Comércio de Produtos Dietéticos. O 6leo essencial de canfora foi adquirido a
um distribuidor francés, a Aroma-zone, e o0 0leo essencial do tomilho bela-luz foi

gentilmente fornecido pela Prof. Doutora Fernanda Ferreira da ESAC.
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Figura 14: Oleos essenciais utilizados no ensaio (a) Cinnamomum camphora; (b) Thymus

mastichina; (c) Origanum vulgare e T. vulgaris; (d) Rosmarinus officinalis; (e) Eucalyptus globulus.

Tal como os extratos, os 6leos essenciais foram esterilizados utilizando
membranas de filtracdo, para tubos Eppendorf e armazenados num figorifico a
4°C até utilizacéo posterior. O mesmo procedimento foi seguido para a solucao de

estreptomicina na concentracado de 0,02% e para a agua destilada.

Figura 15: Tubos Eppendorf com os 6leos essenciais de varias plantas.

2.3 OBTENCAO E MANUTENCAO DA BACTERIA ERWINIA
AMYLOVORA

A bactéria utilizada neste trabalho € uma estirpe portuguesa gentilmente cedida
pelo Prof. Doutor Jodo Pedro Luz da Escola Superior Agraria do Instituto
Politécnico de Castelo Branco.

Sob condi¢cbes de assepsia, a estirpe foi repicada e mantida em caixas de

Petri em meio de King B num frigorifico a 4°C (Fig. 16).
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Figura 16: Cultura de Erwinia amylovora em caixa de Petri com meio King B.

Para a realizacdo das varias experiéncias, sempre que necessario, a bactéria
foi repicada para novo meio, de modo a obter-se a cultura na fase lag de
crescimento. O meio de cultura King-B foi preparado do seguinte modo:
colocou-se um Erlenmeyer de 2 L com 500 mL de &gua destilada sobre uma placa
de agitacdo com aguecimento. De seguida, adicionaram-se sequencialmente 15 g
de agar, 20 g proteose de peptona n.° 3, 1,5 g de K2POa4, 1,5 g de MgSO4 7H20 e
10 mL de glicerina. Finalmente, com agua destilada, perfez-se o volume final do
meio pra 1 L (Figura 17). Ap6s o pH do meio ter sido ajustado para 7, o meio foi
esterilizado em autoclave, durante 15 minutos a 121°C. Distribuiu-se o meio por
caixas de Petri descartaveis com 9 cm de diametro, tendo sido mantido no

frigorifico a 4°C, até posterior utilizacao.

Figura 17: Preparagéo do meio de cultura King-B
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2.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DAS PLANTAS

O efeito antibacteriano das plantas foi avaliado através de trés metodologias:
i.  antibiograma, utilizado para avaliar o efeito de extratos e 6leos das plantas;
ii. determinagdo da concentragcdo minima inibitéria (MIC) dos 6leos essenciais
gue demonstraram atividade antibacteriana;
iii. Determinacdo da concentracdo minima bactericida (MBC) dos 6leos

essenciais em que se determinou a concentracdo minima inibitoria.

2.4.1 Antibiograma

Tendo por base os trabalhos de Kokoskoval et al. (2011), EPPO (2013) e Silva
(2013), preparou-se uma suspensdo-mae com a concentracdo de 108 ufc.mL?
(Fig. 18).

Figura 18: Suspenséao de bactérias

Sob condi¢des de assepsia, as caixas de Petri com o meio King B foram
inundadas com a suspensdo-mae, tendo o excesso sido posteriormente retirado
com uma pipeta de Pasteur. ApGs a sementeira, em cada uma das caixas de Petri
foram colocados, de forma a ficarem equidistantes entre si, quatro discos de papel
de filtro previamente esterilizados, obtidos utilizando um furador de papel. Destes
quatro discos de papel, um deles continha 20 puL de agua destilada esterilizada
como controlo negativo, outro uma solugao de estreptomicina de 0,02% como
controlo positivo e os outros dois discos de papel uma gota de 20 pyL de cada um
dos extratos ou dos oleos essenciais (Fig. 19). Foram realizadas seis repeticdes

para cada extrato e 6leo essencial.
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Figura 19: Preparagéo das caixas de Petri com meio de cultura King B para a realiza¢éo dos
antibiogramas.

Trinta e oito horas apos a incubacédo a 25°C, foram medidos e registados os
diametros dos halos de inibicdo dos extratos e dos 6leos essenciais e respetivos
controlos. De seguida, foram calculadas as médias e respetivos desvios-padréo.

A eficicia dos extratos e dos 6leos vegetais foi determinada comparando os
seus halos de inibicdo com o do controlo positivo.

Os resultados obtidos nos antibiogramas foram também avaliados de acordo
com a formula proposta por Vancheva et al. (2015). Assim, foi calculado o indice

da actividade antimicrobiana (IAA) utilizando a seguinte expressao:

IAA (%) = {-1x[(C-T)/(C+T)]}x100
em que,
C — é a média da zona de inibicdo (mm) promovida pela etreptomicina

T — é a média da zona de inibicdo (mm) promovida pelo 6leo essencial

2.4.2 Determinacdo da Concentracdo Minima Inibitéria (MIC)

Para os Oleos essenciais que demonstraram ter efeito antibacteriano sobre
Erwinia amylovora foi determinada a Concentragcdo Minima Inibitéria (MIC),
concentracdo minima do 6leo essencial para a qual ndo se observou crescimento
da bactéria. Para a sua determinacao recorreu-se ao procedimento interno de
trabalho pelo método de suscetibilidade em microdiluicdo em caldo, definido pelo
Prof. Doutor Jodo Pedro Luz e Eng.2 Conceicdo Amaro na ESA-IPCB. Este
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método implica o uso de volumes pequenos colocados em microplacas estéreis
com 96 pocos distribuidos como de seguida se demonstra e o uso de um indicador
de oxidacdo-reducdo, a resazurina que se torna rosa quando é reduzido a
“resorufina” por oxirredutases existentes no interior de células viaveis, permitindo
a detecdo de crescimento microbiano em volumes extremamente pequenos de
solucéo sem a utilizacdo de um espectrofotdmetro (Sarker et al., 2007).

Para a realizacdo deste método foram utilizadas microplacas estéreis de 96
pocos (Tissue Culture Testplates, orange Scientific, 96 Wells Flat, USA), de fundo
plano e tampa.

Inicialmente procedeu-se as marcacgfes na placa, identificando cada coluna
de 1 a 9. A décima coluna correspondia ao controlo positivo, sem 6leo essencial,
e a décima primeira coluna ao controlo negativo, sem inéculo bacteriano.

Assim, com uma micropipeta, foram colocados meio de cultura em cada um
dos pocos. O meio de cultura utilizado foi o caldo nutritivo, com base no ensaio
elaborado por Mihajilov-Krstev et al. (2010). Tendo em conta que o Tween 80
ajuda a dispersado dos 6leos, ao caldo nutritivo foi adicionado Tween 80 numa
concentracdo de 0,8% (Groppo et al., 2002).

No primeiro poco de cada linha colocaram-se 263 UL e nos seguintes (do 2.°
ao 9.°) 140 pL de meio de cultura (Fig. 20).
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Cilen essencia 7 diluicio 1:2] e
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1 2 3 4 5 & 7 1 9 CP CH H:O
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Cllens essencials o
F
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H
N N VAN
.-ﬁ_f’\j\/ SN
Apdis 48 horas de incubagao, adicionar:
| Indicadaor | 15 a 30 pl I

Figura 20: Esquema do teste de microdiluicdo em microplaca para determinacao da MIC.
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Neste ensaio colocaram-se 27 pL de 6leo no 1.° pogo e homogeneizou-se por
pipetagem. As diluicbes procederam-se retirando-se 150 pL do primeiro pogo para
0 segundo poco e homogeneizando-se. Procedeu-se de igual modo nos pocos
seguintes. Este procedimento foi repetido para cada um dos tipos de 6leos, sendo
que cada 6leo ocupou uma linha distinta.

Posteriormente inoculou-se cada pogo com 10 pL da suspenséo bacteriana
de E. amylovora, na concentracdo de 108 ufc mL* para que a concentracgéo final
fosse na ordem de 108 ufc mL™. Nos pocos correspondentes ao controlo positivo
(CP) colocaram-se 140 pL de meio de cultura e 10 pL de in6culo bacteriano. Nos
pocos correspondentes ao controlo negativo (CN) colocaram-se 123 pL de meio
de cultura e 27 uL do respetivo 6leo. Preencheram-se depois, com agua destilada
esterilizada, todos 0s pocos ndo ocupados no teste para criar um ambiente
hamido. Posteriormente a placa foi colocada num agitador de placas apropriado,
a 300 rpm, durante 20 segundos para homogeneizar, e de seguida foi incubada a
25°C (Fig. 21).

Figura 21: Microplaca de microdiluicdo pronta para incubar

A leitura dos resultados foi efetuado 48 horas apos a incubacéo, tendo-se
observado a turvacdo nos poc¢os. De modo a confirmar os resultados, de seguida
adicionaram-se 30 L de solucéo de resazurina a 0,01% em cada poco (Fig. 22a)
e reincubaram-se as placas durante 4 horas (Fig. 22b).

Neste ensaio recorreu-se a Resazurina tablets (BDH, marca Merck). A
resazurina foi preparada diluindo uma tablete em 25 mL de &gua destilada,
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obtendo-se assim a concentracdo pretendida de 0,01%. Posteriormente o
indicador foi esterilizado por filtragdo e mantido em ambiente escuro, num frasco

ambar ou envolto em papel de aluminio.

Figura 22: a) Adic&do de 30 pL de solugdo de resazurina a 0,01; b) pogos todos preenchidos com
a resazurina pronta para incubar até 4 horas.

Os valores da MIC séo determinados pela leitura apds revelacdo com resazurina,
por comparagdo com 0s controlos positivos e negativo. A alteragdo de cor azul
para rosa indica que ocorreu crescimento bacteriano. A MIC sera a concentracao
do Oleo existente na diluicio mais elevada que ndo apresentou crescimento
microbiano. Por forma a validar os resultados, foram efetuadas seis repticdes do

ensaio.

2.4.3 Concentracao Minima Bactericida (MBC)

Considerou-se a MBC a menor concentracdo que ndo apresentava crescimento
visivel, depois das placas terem sido incubadas a 25°C, durante 48 horas. A MBC
é definida como a menor concentracdo de 6leo essencial requerida para matar
99,9% das células bacterianas.

Assim sendo, antes da colocacédo da resazurina, 5 pL do contetddo de cada
um dos pocos foi colocado, em placas de agar nutritivo Mueller-Hinton. As placas
de Petri foram divididas em pequenos quadrados, os quais foram identificados
com a letra e 0 numero correspondente ao poco do qual foi retirado o contetdo

(meio de cultura + 6leo essencial + suspenséao bacteriana) (Fig. 23).
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Figura 23: Placas identificadas com a letra e o nimero correspondente ao pogo do qual foi
retirado o conteudo.

i

Figura 24: Colocacao de 10 pL de indculo retirado de cada pogo da microplaca em placas de
agar nutritivo para determinar a MBC.

2.5 ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise dos dados, utilizou-se o programa SPSS, versao 23 (SPSS, Inc.
Chicago, lllinois, USA). Foi realizada analise estatistica descritiva em relacdo aos

halos de inibicdo de cada planta em comparacdo com o antibidtico atualmente
existente, a estreptomicina (controlo positivo).
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Os resultados obtidos foram posteriormente submetidos a uma analise da
variancia, recorrendo-se ao teste t de Student relacionado ou emparelhado, de
forma a verificar se as variaveis apresentavam diferencas estatisticamente
significativas (p=0,05) entre as plantas estudadas, 0 controlo positivo

(estreptomicina) e o controlo negativo (agua destilada).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ANTIBIOGRAMA

Das plantas estudadas, todos o0s Oleos essenciais apresentaram efeito
antibacteriano, em relagdo a Erwinia amylovora. O mesmo foi observado no
controlo positivo, o0 antibidtico estreptomicina (0,02%), conforme esperado.

Todavia, 0os extratos aquosos das plantas estudadas, na concentragéo de 5 g
de planta seca/30 mL, ndo tiveram efeito antibacteriano na bactéria, tendo
apresentado comportamento semelhante ao controlo negativo, agua destilada
esterilizada.

Os resultados da atividade antibacteriana contra E. amylovora, traduzem-se
nas medicdes dos halos de inibicdo observados (Fig. 25) pela medida do diametro

da zona de inibicdo para os diferentes extratos/6leos essenciais (OE) das plantas

estudadas. Estes resultados sao apresentados na Tabela 8.

Figura 25: Antibiogramas em que se pode observar os halos de inibicao, em relagdo a Erwinia
amylovora, dos 6leos essenciais de (a) Cinammomum camphora; (b) Eucalyptus globulus; (c)
Origanum vulgare; (d) Rosmarinus officinalis; (e) Thymus mastichina e (f) T. vulgaris. Os extratos
das mesmas plantas (representados pelos respetivos ndmeros), o antibitico estreptomicina
(0,02%) (controlo positivo) e Agua destilada esterilizada (controlo negativo).
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Tabela 8: Halos de inibicdo (cm) observados em antibiogramas, das varias plantas em estudo
(extrato aquoso e 6leos essenciais) em relacdo a Erwinia amylovora, comparativamente ao
controlo positivo, estreptomicina, e ao controlo negativo, agua destilada esterilizada.

CO”.tTO"? Controlo negativo:
Planta Oleo (cm) Extrato POSItivo: agua destilada
(cm) Estreptomicina esterilizada (cm)
(cm)

Acacia dealbata Né&o testado n.d. 1,60+0,580 n.d.
Allium sativum N&o testado n.d. 1,60+0,580 n.d.
Cinnamomum

camphora 0,9240,360 a) n.d. 1,550,745 b) n.d.
Eucalyptus
globulus 1,07+0,266 a) n.d. 1,42+0,279 a) n.d.
Laurus nobilis N&o testado n.d. 2,08+0,264 n.d.
Origanum vulgare | 3,33+1,633 a) n.d. 1,77+1,294 b) n.d.
Ricinus cominis n.d te’:;\?jo 1,00+1,112 n.d.
Rosmarinus 2,37+1,227 a) n.d. 1,4020,518 a) n.d.
officinalis
Thymus 2,58+0,736 a) n.d. 2,18+0,204 a) n.d.
mastichina
Thymus vulgaris 3,17+2,562 a) n.d. 1,13+0,920 b) n.d.

Os valores apresentados sédo médias de 6 repeti¢des.

n.d. — Valor de halo de inibicdo ndo detetavel

Para cada planta, letras diferentes para os valores dos halos de inibi¢cdo do 6leo e da estreptomicina indicam
diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Os Oleos que evidenciaram um efeito bactericida mais relevante foram os de
Origanum vulgare com um halo de inibicdo de 3,33 cm, seguido de Thymus
vulgaris com um halo de inibicdo de 3,17 cm, de T. mastichina 2,58 cm e de
Rosmarinus officinalis 2,37 cm. E de salientar que os halos de inibicdo observados
para os Oleos essenciais das plantas atras referidas foram maiores do que o0s
observados para a estreptomicina colocada em cada uma das caixas de Petri,
possibilitando uma comparacao mais rigorosa com o controlo positivo.

Tendo em consideracdo as informacoes retiradas da andlise estatistica dos
resultados, pode considerar-se que os OE de Eucalyptus globulus (eucalipto), de
R. officinalis (alecrim) e de T. mastichina (tomilho-bela-luz) tiveram um efeito
comparavel ao da estreptomicina; por outro lado os OE de Cinnamomum
camphora (canfora), de O. vulgare (orégao) e de T. vulgaris (tomilho-vulgar)
apresentaram comportamento significativamente diferente do da estreptomicina,
tendo a canfora tido um menor efeito bactericida do que a estreptomicina, ao
contrario do orégao e do tomilho-vulgar que apresentaram um efeito bactericida

superior ao da estreptomicina.
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De facto, analisando os dados obtidos, verifica-se que os valores dos niveis
de significancia, no teste de amostras emparelhadas [Sig. (2-tailled)] dos OE de
C. camphora (canfora), de O. vulgare (orégéo) e de T. vulgaris (tomilho-vulgar)
sao de 0,031, 0,026 e 0,041 respetivamente, todos eles p< 0,05, logo, pode-se
dizer, com 95% de confianga, que existem diferencas significativas entre a média
do halo de inibicdo desses mesmos OE e a média do halo de inibicdo da
estreptomicina. No que reporta a E. globulus (eucalipto), a R. officinalis (alecrim)
e a T. mastichina (tomilho-bela-luz), observa-se que os niveis de significancia no
teste de amostras emparelhadas [Sig. (2-tailled)], para cada um destes 6leos tém,
respetivamente, os valores de 0,137, 0,110 e 0,224, todos eles p> 0,05, logo,
pode-se dizer, com 95% de confianca, que ndo existem diferencas significativas
entre as médias dos halos de inibicdo destes 6leos e a média do halo de inibicédo
da estreptomicina.

Os IAA (indices de atividade antimicrobiana) dos 6leos calculados, utilizando

a expressao proposta por Vancheva et al. (2015), encontram-se na Tabela 9.

Tabela 9: indice da atividade antimicrobiana (IAA) dos 6leos essenciais das plantas em estudo em
relacdo a Erwinia amylovora.

Oleo essencial IAA (%)
Cinnamomum camphora -25,8
Eucalyptus globulus -14,1
Origanum vulgare 30,7
Rosmarinus officinalis 25,7
Thymus mastichina 8,4
Thymus vulgaris 47,3

Assim, é evidenciado que, tendo apresentado efeito bactericida em relagéo a
E. amylovora, os 6leos de C. camphora e de E. globulus tiveram um efeito inferior
ao da estreptomicina. Contudo, destaca-se que os restantes 6Oleos tiveram um
efeito superior ao da estreptomicina, tendo os IAA para T. vulgaris sido superior
em 47,3%, para O. vulgaris 30,7%, para R. officinalis 25,7% e para T. mastichina
8,4%.

Varios estudos evidenciaram o efeito antibacteriano de Oleos essenciais,
nomeadamente em relagcéo a E. amylovora. No estudo efetuado por Kokoskova et
al. (2011), verificou-se que os valores dos halos de inibicdo de crescimento desta
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bactéria obtidos para os OE de T. vulgaris e de O. vulgare foram, respetivamente,
28,11+10,71 mm e 21,39+£5,10 mm, valores estes superiores aos apresentados
pela estreptomicina a 0,02%, 7,78+3,62 mm. Num outro estudo com T. vulgaris,
Karami-Osboo et al. (2010) também obtiveram obtiveram um halo de inibicdo de
25 mm, comprovando o efeito antibacteriano desta planta sobre a bactéria
causadora do fogo bacteriano. Estes autores aprofundaram o estudo e concluiram
que o efeito antibacteriano provinha do carvacrol e do timol presentes no 6leo
essencial desta planta. Assim, estes resultados sdo concordantes com os obtidos
no estudo aqui apresentado, em que o halo de inibicdo de T. vulgaris foi de
3,17 cm. Kokoskova et al. (2011) também constataram que o 6leo essencial de T.
vulgaris era um dos mais eficazes no controlo de bactérias, apresentando uma
atividade antimicrobiana superior a 50%, quando comparada com a
estreptomicina no controlo de E. amylovora. No estudo aqui apresentado, o IAA
para esta planta foi comparavel, 47,23%.

De facto, diversos autores consideram que as espécies do género Thymus
estdo entre as plantas com maior potencial antimicrobiano devido essencialmente
a sua atividade contra microrganismos patogénicos resistentes a antibioticos
convencionais. A sua acdo antibacteriana provém da capacidade que o timol e o
carvacrol tém de permeabilizar e despolarizar a membrana citoplasmatica de
bactérias (Bouzidi et al., 2013). Para além do timol e do carvacrol, Al-Mariri &
Swied (2013) concluiram que os compostos dihydro-carvona e linalol do éleo
essencial de T. syriacus também inibiam o desenvolvimento de algumas bactérias
gram-negativas existentes na Siria.

Pesavento et al. (2015), para além de T. vulgaris estudou também o efeito
antibacteriano de O. vulgare e de R. officinalis sobre bactérias gram-negativas
tendo constatado que os trés Gleos essenciais inibiam o crescimento bacteriano,
tendo o maior halo de inibicdo sido apresentado por T. vulgaris, seguido de
O. vulgare e por fim de R. officinalis. No estudo aqui apresentado, analisando os
valores dos halos de inibicdo, verifica-se que o que apresentou maior valor foi
O. vulgare, seguido de um valor muito préximo de T. vulgaris e de R. officinalis.
No entanto, se considerarmos os valores do IAA, o OE que teve um valor superior
foi o de T. vulgaris, seguido do de O. vulgare e do de R. officinalis. Num préximo

estudo, dever-se-a colocar em cada caixa de Petri discos impregnados com OE
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das varias plantas e da estreptomicina, de modo a conseguir-se confirmar os
resultados obtidos.

Pereira et al. (2014), ap0s a analise do efeito antibacteriano do 6leo essencial
e dos extratos de E. globulus sobre Pseudomonas aeruginosa, verificaram que
alguns extratos e Oleos essenciais obtiveram um efeito inibitorio significativo do
crescimento da bactéria. Ja Harkat-Madouri et al. (2015) verificaram que o 0Oleo
essencial de E. globulus inibia o crescimento de seis bactérias gram-negativas e
de seis bactérias gram-positivas. Também neste estudo se verificou o efeito desta
planta em relacéo a E. amylovora.

Cunha et al. (2007) considerou que um dos efeitos mais importantes dos OE
€ a acdo antissética sobre bactérias patogénicas, fungos e leveduras. Para além
do tomilho, a canfora, alfazema, canela, cravinho e o eucalipto estdo dotados

desta acéo.

3.2 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MINIMA INIBITORIA
(MIC)

Andrews (2001) define a concentragcdo minima inibitéria como a concentracao
minima de um agente antimicrobiano capaz de inibir o crescimento dos
microganismos, apos um periodo de incubacdo de 18-24 horas. Este método é
usualmente considerado uma ferramenta fundamental para a determinacédo do
perfil de suscetibilidade dos microganismos aos agentes antimicrobianos. Utiliza
um meio liquido e, através de diluicbes sucessivas, determina-se a concentracao
minima do composto que inibe o crescimento bacteriano.

Na Fig. 26 apresentam-se 0s resultados obtidos na determinagéo da MIC dos
OE das plantas em estudo que no antibiograma inibiram o crescimento da bactéria

Erwinia amylovora.
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Figura 26: Resultados obtidos na determinag&o da concentracdo minima inibitéria (MIC) dos dleos
essenciais de Cinnamomum camphora (A), Eucalyptus globulus (B), Origanum vulgare (C),
Rosmaninus officinalis (D), Thymus mastichina (E) e T. vulgaris (F) em relacdo a Erwinia
amylovora.

Rosa — com desenvolvimento bacteriano; o OE nao inibiu o crescimento bacteriano;

Azul — sem desenvolvimento bacteriano; o OE inibiu o crescimento bacteriano.

CP: Controlo positivo: meio de cultura + indculo bacteriano;

CN: Controlo negativo: meio de cultura + OE

De modo a facilitar a analise dos resultados, na Tabela 10 encontram-se as
concentragOes dos OE utilizadas em cada um dos poc¢os.

Tabela 10: Quantidade de 6leo essencial (UL 6leo/mL de meio) administrados em cada um dos
pocos para a determinacdo das Concentracdes Minimas Inibitérias (CMI) em relagdo a
Erwinia amylovora

Pocgo n.° Quantidade de éleo no poco (uL/mL)
86,90
44,95
23,25
12,03
6,22
3,22
1,66
0,86
0,45

OO N[O |O|A|WIN|F-
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Nas Tabelas 11 a 16, encontram-se apresentados os valores obtidos para as
MIC para cada um dos OE que no ensaio inicial apresentaram efeito inibitério do
crescimento da E. amylovora.

Analisando a Tabela 11, verifica-se que, quando se transferiu o contetudo de
cada um dos pocos para placas de Petri, das seis repeticoes efetuadas, apenas a
concentracéo 86,90 uL/mL do OE de Cinnamomum camphora inibiu o crescimento
da bactéria, tendo-se observado esta inibicdo em quatro das seis repeticoes

efetuadas.

Tabela 11: Valores de concentragdo minima inibitéria (MIC) de Cinnamomum camphora em
relagéo a Erwinia amylovora.

Poco | Pogo | Pogo | Pogo | Poco | Poco | Pogo | Pocgo

Poco 1 > 3 4 5 6 7 8 9 CP CN
Ensaio 1 - - - - - - - - - - +
Ensaio 2 + - - - - - - - - - +
Ensaio 3 + - - - - - - - - - +
Ensaio 4 + - - - - - - - - - +
Ensaio 5 - - - - - - - - - - +
Ensaio 6 + - - - - - - - - - +

(+): inibicdo de crescimento de E. amylovora;

(-): n&o observada inibicdo de crescimento de E. amylovora.
CP: Controlo positivo: meio de cultura + inéculo bacteriano;
CN: Controlo negativo: meio de cultura + OE

Relativamente ao OE de Eucalyptus globulus, constatou-se que a inibicdo do
crescimento bacteriano ocorreu em todos as repeticdes, na concentracdo de
86,90 yuL/mL, no entanto, em duas repeticdes essa inibicdo também ocorreu na

concentragéo de 44,95 pL/mL (Tabela 12).

Tabela 12: Avaliacao da concentracdo minima inibitéria (MIC) do 6leo de Eucalyptus globulus em
relagéo a Erwinia amylovora.

Poco | Pogco | Pogo | Pogo | Poco | Pogo | Pogo | Pogo | Pogo cp | cN
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ensaio 1 + - - - - - - - - - +
Ensaio 2 + - - - - - - - - - +
Ensaio 3 + + - - - - - - - - +
Ensaio 4 + + - - - - - B - - +
Ensaio 5 + - - - - - - - - - +
Ensaio 6 + - - - - - - - - - +

(+): inibic&o de crescimento de E. amylovora;
(-): n&o observada inibicdo de crescimento de E. amylovora.
CP: Controlo positivo: meio de cultura + indculo bacteriano;
CN: Controlo negativo: meio de cultura + OE
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O OE de Origanum vulgare, de um modo geral, teve um efeito inibitério
superior no crescimento de E. amylovora ao dos OE das duas plantas anteriores.
Na primeira repeticdo, observou-se inibicdo do crescimento da bactéria até a
concentracdo de 3,22 uL/mL, nas segunda e terceira verificou-se inibicdo até a
concentracdo 6,22 pL/mL. No entanto, nas repeticbes 4 e 6 essa inibicdo so
ocorreu a concentracdo de 44,95 uL/mL e na repeticdo 5 s6 na concentracao de
86,90 uL/mL (Tabela 13).

Tabela 13: Avaliacdo da concentracdo minima inibitéria (MIC) do 6leo essencial de Origanum
vulgare em relacao a Erwinia amylovora.

Poco | Poco | Poco | Poco | Pogo | Poco | Pogo | Poco | Pogo cp | cN
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ensaio 1 + + + + + + - - - - +
Ensaio 2 + + + + + - - - - - +
Ensaio 3 + + + + + - - - - - +
Ensaio 4 + + - - - - - _ - - T
Ensaio 5 + - - - - - - - - - +
Ensaio 6 + + - - - - - - - - +

(+): inibic&o de crescimento de E. amylovora;
(-): néo observada inibicdo de crescimento de E. amylovora.
CP: Controlo positivo: meio de cultura + in6culo bacteriano;
CN: Controlo negativo: meio de cultura + OE

No caso do OE de Rosmarinus officinalis, a inibicdo do crescimento
bacteriano ocorreu a concentracdo de 23,25 pL/mL nas repeticdes 1, 3, 4 e 6. Na
repeticdo 2 a inibicho de crescimento observou-se a concentracdo de
12,03 pL/mL, enquanto que na repeticdo 5 apenas foi observada na concentracao
de 44,95 pL/mL (Tabela 14).

Tabela 14: Avaliagdo da concentragdo minima inibitéria (MIC) do 6leo essencial de Rosmarinus
officinalis em rela¢éo a Erwinia amylovora.

Poco | Poco | Pogo | Pogo | Pogo | Pogo | Pogo | Pogo | Pogo cp | N
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ensaio 1 + + + - - - - - - - +
Ensaio 2 + + + + - - - - - - +
Ensaio 3 + + + - - - - - - _ T
Ensaio 4 + + + - - - - - - - +
Ensaio 5 + + - - - - - - - - +
Ensaio 6 + + + - - - - - - - +

(+): inibic&o de crescimento de E. amylovora;
(-): ndo observada inibicdo de crescimento de E. amylovora.
CP: Controlo positivo: meio de cultura + inéculo bacteriano;
CN: Controlo negativo: meio de cultura + OE
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O efeito inibitério do OE de Thymus mastichina foi observado em todas as
repeticbes nas concentracbes de 86,90 e de 44,95 pL/mL, tendo-se ainda
observado na concentracdo de 6,03 puL/mL, contudo, apenas na repeticdo 2
(Tabela 15).

Tabela 15: Avaliagdo da concentracdo minima inibitéria (MIC) do 6leo essencial de Thymus
mastichina em relagéo a Erwinia amylovora.

Poco | Poco | Poco | Poco | Poco | Poco | Pogo | Pogo | Pocgo cp | oN
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ensaio 1 + + + - - - - - - - +
Ensaio 2 + + + + + - - - - - +
Ensaio 3 + + + - - - - - - - T
Ensaio 4 + + - - - - - B - - +
Ensaio 5 + + - - - - - B - - +
Ensaio 6 + + - - - - - B - - +

(+): inibig&o de crescimento de E. amylovora;
(-): ndo observada inibigdo de crescimento de E. amylovora.
CP: Controlo positivo: meio de cultura + inéculo bacteriano;
CN: Controlo negativo: meio de cultura + OE

O OE de T. vulgaris apresentou um comportamento muito semelhante ao de
O. vulgare. O OE T. vulgaris inibiu o crescimento bacteriano até a concentragao
de 44,95 pL/mL em todas as repeticbes. Na primeira repeticdo obteve-se o maior
efeito inibitério, tendo inibido o crescimento da bactéria até a concentracdo de
1,66 pyL/mL. Na segunda repeticdo, ocorreu inibicdo até a concentracdo de
6,22 uL/mL, no terceiro ensaio inibiu ate a concentracao de 12,03 uL/mL (Tabela
16).

Tabela 16: Avaliagdo da concentracdo minima inibitéria (MIC) do Oleo essencial de Thymus
vulgaris em relacdo a Erwinia amylovora.

Pocgo | Poco | Pogo | Poco | Pogo | Poco | Pogo | Poco | Pogo cp | oN
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ensaio 1 + + + + + + + - - - +
Ensaio 2 + + + + + - - - - - +
Ensaio 3 + + + + - - - - - - +
Ensaio 4 + + - - - - - B - - +
Ensaio 5 + + - - - - - B - - +
Ensaio 6 + + - - - - - B - - +

(+): inibic&o de crescimento de E. amylovora;
(-): n&o observada inibicdo de crescimento de E. amylovora.
CP: Controlo positivo: meio de cultura + inéculo bacteriano;
CN: Controlo negativo: meio de cultura + OE
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Em suma, e de um modo geral, ap0s a observacdo das microplacas, verifica-
-se que todos os OE inibiram o crescimento da bactéria E. amylovora no poco 1,
ou seja, na concentracéo de 86,90 uL/mL. Esta foi a Unica concentracéo inibitoria
para C. camphora (canfora) e para E. globulus, eucalipto.

Harkat-Madouri et al. (2015), no seu ensaio verificaram que as bactérias gram-
negativas eram muito sensiveis ao OE de E. globulus tendo obtido MIC a variar
entre 0,28 a 9,13 pL/mL, dependendo das bactérias estudadas. No entanto, no
estudo aqui apresentado a MIC para E. amylovora foi superior, tendo a
concentracéo de 44,95 puL/mL inibido o crescimento apenas em duas repetigcoes.

O OE de O. vulgare (oregdo) inibiu o crescimento bacteriano nas cinco
repeticdes na concentracdo de 44,95 uL/mL. Este valor é bastante mais elevado
do que o obtido no estudo de Pesavento et al. ( 2015), que constatou que o OE
desta planta inibia o crescimento das de outras bactérias gram-negativas numa
concentragéo de 0,125 pL/mL.

O OE de R. officinalis (alecrim) inibiu o crescimento da bactéria em todas as
repeticdes até a concentracao 44,95 pL/mL tendo havido inibicdo do crescimento
em cinco repetigdes na concentragdo de 12,03 pL/mL. No estudo de Pesavento
et al. (2015), o valor da MIC do OE de R. officinalis para bactérias gram-negativas
foi de 0,5 pL/mL.

No caso dos OE de T. mastichina (tomilho-bela-luz) e de T. vulgaris (tomilho-
-vulgar, considerando a totalidade das seis repeticdes, pode dizer-se que a MIC
foi de 44,95 pL/mL, a semelhanca do que se observou para o OE de R. officinalis.
No entanto, salienta-se o facto do OE de T. vulgaris ter sido o que apresentou
menor MIC, 3,22 pL/mL, assim como o OE de O. vulgare, tendo os OE destas
duas plantas apresentado resultados semelhantes.

Pesavento et al. (2015) verificaram que o OE de T. vulgaris tinha um elevado
efeito bactericida noutras bactérias gram-negativas, tendo a MIC inferior sido
0,5 puL/mL.
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3.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO MINIMA
BACTERICIDA (MBC)

No que reporta a determinacdo da concentracdo minima bactericida (MBC), ap0s
24h verificou-se que os OE apresentavam efeitos bactericidas nas concentracoes

em que inibiram o desenvolvimento de Erwinia amylovora.

Figura 27: Alguns resultados obtidos na determinag&o da concentracdo minima bactericida (MBC)
dos 6leos essenciais de Cinnamomum camphora (a), Eucalyptus globulus (b), Origanum vulgare
(c), Rosmaninus officinalis (d), Thymus mastichina (e) e T. vulgaris (f) em relacdo a Erwinia
amylovora.

A presenga de mancha branca indica existéncia de desenvolvimento da bactéria

CP: Controlo positivo: meio de cultura + in6culo bacteriano;
CN: Controlo negativo: meio de cultura + OE

Analisando a Tabela 17, verifica-se que ndo houve crescimento da bactéria
da suspensao retirada do poco 1, com excec¢do da primeira repeticdo. Estes
resultados confirmaram o que se observou anteriormente quando se determinou
a MIC. Assim, considera-se que a CMB do OE de Cinnamomum camphora € de
86,90 pL/mL.
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Tabela 17: Avaliagdo da concentracdo minima bactericida (MBC) do o6leo essencial de
Cinnamomum camphora em relacdo a Erwinia amylovora.

Poco | Poco | Pogo | Pogo | Pogo | Pogco | Pogo | Pogo | Pogo cp | cN
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ensaio 1 + + + + + + + + + + -
Ensaio 2 - + + + + + + + + + -
Ensaio 3 - + + + + + + + + + -
Ensaio 4 - + + + + + + + + + -
Ensaio 5 - + + + + + + + + + -
Ensaio 6 - + + + + + + + + + -

(+): houve crescimento de E. amylovora

(-):n&o houve crescimento de E. amylovora.

CP: Controlo positivo: meio de cultura + indculo bacteriano;
CN: Controlo negativo: meio de cultura + OE

No que respeita ao OE de Eucalyptus globulus, constatou-se que ndo houve
crescimento bacteriano na concentracao de 86,90 puL/mL,em qualquer das seis
repeticdes, tal como o observado aquando da determinacdo da MIC . Também
nao houve crescimento bacteriano em duas repeticbes na concentracdo de
44,95 uL/mL. Deste modo, considera-se que a CMB é de 86,9 ul/ml (Tabela 18).

Tabela 18: Avaliacdo da concentracdo minima bactericida (MBC) do 6leo essencial de Eucalyptus
globulus, em relagédo a Erwinia amylovora

Poco | Poco | Pogo | Pogo | Pogo | Pogo | Poco | Pogco | Pogo cp | oN
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ensaio 1 - + + + + + + + + + -
Ensaio 2 - + + + + + + + + + -
Ensaio 3 - - + + + + + + + + -
Ensaio 4 - + + + + + + + + -
Ensaio 5 - + + + + + + + + + -
Ensaio 6 - + + + + + + + + + -

(+): houve crescimento de E. amylovora

(-):ndo houve crescimento de E. amylovora.

CP: Controlo positivo: meio de cultura + indculo bacteriano;
CN: Controlo negativo: meio de cultura + OE

No caso do OE de Origanum vulgare, verificou-se que ndo houve crescimento
bacteriano, em qualquer uma das repeticdes, na concentracéo de 86,9 uL/mL; na
concentracéo de 44,95 uL/mL também néo foi observado crescimento bacteriano,
com excecao de uma das repeticdes, considerando-se, por isso, a MBC para o
OE de Origanum vulgare 44,95 pL/mL (Tabela 19.).
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Tabela 19: Avaliacdo da concentracdo minima bactericida (MBC) do 6leo essencial de Origanum
vulgare em relagdo a Erwinia amylovora.

Pogo | Pogo | Poco | Poco | Poco | Poco | Pogo | Pogco | Pogo cp | N
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ensaio 1 - - - - - - + + + + -
Ensaio 2 - - - - - + + ¥ ¥ ¥ -
Ensaio 3 - - - - - + + ¥ ¥ ¥ -
Ensaio 4 - - + + + + + + + + -
Ensaio 5 - + + + + + + + + + -
Ensaio 6 - - + + + + + + + + -

(+): houve crescimento de E. amylovora

(-):n&o houve crescimento de E. amylovora.

CP: Controlo positivo: meio de cultura + inéculo bacteriano;
CN: Controlo negativo: meio de cultura + OE

No caso do OE de Rosmarinus officinalis, verificou-se que nao houve
crescimento da bactéria nas concentracbes de 86,9 e de 44,95 pL/mL, em
nenhuma das repeticdes. Na concentracdo de 23,25 pL/mL apenas se observou
crescimento numa das repeti¢cdes, por isso, considerouse esta concentracdo a
MBC (Tabela 20).

Tabela 20: Avaliacdo da concentracdo minima bactericida (MBC) do 6leo essencial de Rosmarinus
officinalis em rela¢éo a Erwinia amylovora.

Poco | Poco | Pogo | Pogo | Poco | Pogo | Pogo | Pogo | Poco cp | cN
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ensaio 1 - - - + + + + + + + -
Ensaio 2 - - - - + + + + + + -
Ensaio 3 - - - + + + + + + + -
Ensaio 4 - - - + + + + + + + -
Ensaio 5 - - + + + + + + + + -
Ensaio 6 - - - + + + + + + + -

(+): houve crescimento de E. amylovora

(-):n&o houve crescimento de E. amylovora.

CP: Controlo positivo: meio de cultura + indculo bacteriano;
CN: Controlo negativo: meio de cultura + OE

No que respeita ao OE de Thymus mastichina, verificou-se que ndo houve
crescimento bacteriano, quer na concentracdo de 86,9 pL/mL quer na de
44,95 uL/mL, nas seis repeticdes. Assim, considera-se a concentracdo de
44,95 pL/mL a MBC (Tabela 21).
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Tabela 21: Avaliacdo da concentracdo minima bactericida (MBC) do 6leo essencial de Thymus
mastichina em relacdo a Erwinia amylovora.

Pogo | Pogo | Poco | Pogo | Poco | Pogo | Pogo | Pogo | Poco cp | cN
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ensaio 1 - - - + + + + + + + -
Ensaio 2 - - - - - + + + + + -
Ensaio 3 - - - + + + + + + + -
Ensaio 4 - - + + + + + + + + -
Ensaio 5 - - + + + + + + + + -
Ensaio 6 - - + + + + + + + + -

(+): houve crescimento de E. amylovora

(-):n&o houve crescimento de E. amylovora.

CP: Controlo positivo: meio de cultura + inéculo bacteriano;
CN: Controlo negativo: meio de cultura + OE

Resultados semelhantes aos do OE de T. mastichina foram obtidos para o OE
de T. vulgaris sendo a MBC também de 44,95 pL/mL (Tabela 22).

Tabela 22: Avaliacdo da concentragdo minima bactericida (MBC) do 6leo essencial de Thymus
vulgaris em relacéo a Erwinia amylovora.

Poco | Pogo | Poco | Pogo | Pogo | Pogo | Pogo | Pogo | Pogo cp | oN
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ensaio 1 - - - - - - - + + + -
Ensaio 2 - - - - - + + + + + -
Ensaio 3 - - - - + + + + + + -
Ensaio 4 - - + + + + + + + + -
Ensaio 5 - - + + + + + + + + -
Ensaio 6 - - + + + + + + + + -

(+): houve crescimento de E. amylovora

(-):n&o houve crescimento de E. amylovora.

CP: Controlo positivo: meio de cultura + inéculo bacteriano;
CN: Controlo negativo: meio de cultura + OE

Em suma, verifica-se que os resultados obtidos nas placas para os valores de
MBC vieram confirmar os resultados observados nos ensaios de determinacgéo da
MIC. Assim sendo, considera-se que a MBC dos OE de C. camphora e de E.
globulus é de 86,90 uL/mL. Considerou-se que a MBC do OE de O. vulgare, de T.
mastichina e de T. vulgaris é de 44,95 pL/mL. O OE de Rosmarinus officinalis foi
0 que apresentou maior consisténcia de resultados, sendo estes mais
reprodutiveis, tendo sido também o que apresentou a menor MBC (23,25 pL/mL).

Considerando os resultados obtidos, é fundamental ampliar este tipo de
trabalho experimental a outras concentracdes, nomeadamente, no caso de
extratos das plantas aqui utilizadas e também extratos provenientes de outras
plantas, em varias concentracdes, e de plantas de diferentes proveniéncias, pois

as condicOes edafoclimaticas podem influenciar a composi¢cao quimica de extratos
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e OE das plantas. Além disso, torna-se importante consolidar conhecimento
relevante sobre os efeitos dos OE in vivo, assim como, clarificar/consolidar
informacéo relativamente a qual ou quais os componentes dos 0leos responsaveis
pela acdo antibacteriana em relacédo a E. amylovora, bem como, 0s mecanismos

de acao desses compostos.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Vérios autores consideram promissor o uso de plantas e seus metabolitos como
antibacterianos. Todavia, estudos do efeito antibacteriano de plantas sobre
Erwinia amylovora ainda € escasso. Com o presente trabalho, pretendeu-se
acrescentar informacéo, através da realizacdo de testes in vitro que permitiram
avaliar o potencial biocida de extratos e Oleos essenciais de plantas em relacdo a
esta bactéria.

Observou-se gque os extratos das plantas utilizadas, na concentracédo de 5 g
de planta/30 mL de agua, nao inibiram o crescimento da bactéria causadora do
fogo bacteriano (E. amylovora).

Relativamente aos OE estudados, com exce¢do do OE de ricino, todos
inibiram o crescimento de E. amylovora, tendo sido o OE de Origanum vulgare o
gue apresentou o maior valor de halo de inibicdo de crescimento da bactéria
(3,33 cm) e o de Cinnamomum camphora o menor valor (0,92 cm). Quando se
determinou o indice de Atividade Antimicrobiana (IAA), de modo a comparar o
efeito dos OE com o da estreptomicina, usada como controlo positivo nos
antibiogramas, verificou-se que os OE de O. vulgare, Rosmarinus officinalis,
Thymus mastichina e T. vulgaris, tiveram IAA de 30,7%, 25,7%, 8,4% e 47,3%,
respetivamente, mostrando um efeito superior ao da estreptomicina. Aprofundou-
se 0 estudo do efeito antimicrobiano destes OE, através de ensaios que
permitiram determinar a concentracdo minima inibitéria (MIC) e a concentracao
minima bactericida (MBC), tendo os valores sido de 86,90 pL/mL de meio para 0s
OE de C. camphora e E. globulus, 44,95 uL/mL de meio para o OE de O. vulgare,
T. mastichina e T. vulgaris, e 23,25 uL/mL para o OE de R. officinalis. Concluiu-se
que os OE nao s6 apresentaram efeito inibitério no desenvolvimento de E.

amylovora, mas também efeito bactericida.
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Assim, com base nos resultados obtidos, sera importante ampliar aprofundar
este tipo de estudos, de modo a contribuir para a descoberta de potenciais
solugcbes ambientalmente sustentaveis para um problema economicamente

importante como € o fogo bacteriano.
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Anexo 1 - Estatistica

Teste-T
Estatisticas de amostras emparelhadas
Erro Padréo da
Média N Desvio Padréo Méedia
Par 1 Cinnamomum camphora 9167 36009 14701
estreptomicina 1,5500 74498 30414
Correlacoes de amostras emparelhadas
N Correlacéo Sig.
Par 1 Cinnamomum camphora & 779 072
estreptomicina ' ’
Teste de amostras emparelhadas
Diferengas emparelhadas
95% Intervalo de Confianga da
Ermo Padréo da Diferenga
Média Desvie Padrio Média Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par 1 Cinnamomum camphora -
estreptomicina -63333 52026 21239 -1,17931 -,08736 -2,982 031

Estatisticas de amostras emparelhadas

Erro Padrdo da
Media N Desvio Padrio Meédia
Par 1  Eucaliptus globulus 1,0667 , 26583 ,10853
estreptomicina 1,4167 27869 L1377
Correlagdes de amostras emparelhadas
N Correlacéo Sig.
Par1 Eucaliptus globulus & 585 293
estreptomicina o '
Teste de amostras emparelhadas
Diferencas emparelhadas
95% Intervalo de Confianca da
Erro Padrao da Diferenga
Média | Desvio Padrio Média Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par1  Eucaliptus globulus - ; ; / | 1
estreptomicina -35000 AB4TT ,19791 - 85873 15873 -1,769 137
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Estatisticas de amostras emparelhadas

Erro Padrdo da
Média N Desvio Padrao Média
Par 1 Origanum vulgaris 3,3333 1,63299 ,66667
estreptomicina 1,7667 1,29409 52831
Correlagdes de amostras emparelhadas
N Correlacdo Sig.
Par1 Origanum vulgaris & 6 669 146
estreptomicina ! ’
Teste de amostras emparelhadas
Diferencas emparelhadas
95% Intervalo de Confianca da
Erro Padr3o da Diferenga
Média Desvio Padrio Média Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par1  Origanum vulgaris -
estreptomicina 1,56667 1,23072 50244 27511 285823 3,118 026
Estatisticas de amostras emparelhadas
Erro Padrdo da
Média N Desvio Padrao Média
Par 1 Rosmarinus officinalis 2,3667 1,22746 50111
estreptomicina 1,4000 ,51769 ,21134
Correlagdes de amostras emparelhadas
N Correlacao Sig.
Par 1 Rosmarinus officinalis & 6 207 666
estreptomicina ! ’
Teste de amostras emparelhadas
Diferencas emparelhadas
95% Intervalo de Confianca da
Erro Padrio da Diferenca
Média Desvio Padrio Média Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par1  Rosmarinus officinalis - ) ] j )
estreptomicina 96667 1,21929 A9TTT -31290 2,24623 1,942 5 110
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Estatisticas de amostras emparelhadas

Erro Padrédo da
Média N Desvio Padrao Média

Par1  Thymus mastichina 2.5833 , 73598 30046

estreptomicina 2.1833 20412 08333

Correlagdes de amostras emparelhadas
N Correlacdo Sig.

Par1  Thymus mastichina & 5 277 595

estreptomicina ’ '

Teste de amostras emparelhadas
Diferengas emparelhadas
95% Intervalo de Confianca da
Erro Padrdo da Diferenga
Média Desvio Padrdo Média Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par1  Thymus mastichina - ) ) j
estreptomicina 40000 70711 28868 -,34206 1,14206 1,386 224
Estatisticas de amostras emparelhadas
Erro Padrao da
Média N Desvio Padrao Média

Par 1 Thymus vulgaris 3,1667 2,56255 1,04616

estreptomicina 1,1333 92014 37565

Correlagdes de amostras emparelhadas
N Correlagdo Sig.

Par1 Thymus vulgaris & 6 871 024

estreptomicina k ’

Teste de amostras emparelhadas
Diferencas emparelhadas
95% Intervalo de Cenfianca da
Erro Padrio da Diferenca
Média Desvio Padrio Média Inferior Superior t gl Sig. (bilateral)
Par1  Thymus wulgaris - . ) )
estreplomicina 203333 1,81842 74237 /12501 3,94165 2,739 5 041
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