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RESUMO
Este trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia dos diferentes tipos de adubos

organicos na atividade antimicrobiana de extratos de O. selloi. Os tratamentos
utilizados foram: T1 — testemunha (solo sem adubagéo), T2 — cama de aviario (5
Kg/m?), T3 — hidrolisado de peixe (5 mL/m?) e T4 — composto organico (4 Kg/m?).
Foram testados extratos metandlicos e cloroférmicos na concentracdo de 5 mg/mL
sobre as bactérias Escherichia coli, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa e
Enterococcus casseliflavus e os fungos fitopatogénicos Phytophthora parasitica,
Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium rolfsii. O delineamento
experimental utilizado foi o DIC com dez tratamentos (extratos metandlico e
cloroférmico) e os padrdes (nistatina e cloranfenicol) com trés repeticoes. As medidas
finais (mm) das dimensbes dos halos de inibicdo foram submetidas a analise de
variancia (ANOVA). Houve diferenga entre os tratamentos de adubacdo e dentro dos
mesmos observou-se diferenca entre os extratos. Para o fungo R. solani os melhores
resultados foram obtidos pelos extratos cloroférmico do T1 (21mm) e metandlico do T4
(16mm). Para S. sclerotium o melhor extrato foi o cloroférmico do T2 (19,67 mm). Para
P. parasitica o melhor extrato foi o metandlico do T4 (13,5 mm). Com base nos
resultados obtidos pode-se concluir que os extratos de O. selloi apresentaram
atividade fungitoxica diferenciada de acordo com os tratamentos de adubagédo e
polaridade dos solventes organicos utilizados. Estes apresentaram potencial para uso
no controle de fitopatdbgenos, porém, faz-se necessaria a continuagdo dos
experimentos, principalmente em casa de vegetacdo e campo, visando a obtengao de

resultados mais conclusivos.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the influence of different types of organic
fertilizers on the antimicrobial activity of extracts of Ocimum selloi. The treatments used
were T1 - control (soil without fertilizer), T2 - litter (5 kg/m?), T3 — commercial product by
hydrolyzed fish (5mL/m?) and T4 - organic compound (4 kg/m?). Methanolic and
chloroformic extracts were tested at 5 mg/mL. Microorganisms tested were bacteria
Escherichia coli, Bacillus cereus, Pseudomonas aeruginosa and Enterococcus
casseliflavus and the pathogenic fungi Phytophthora parasitica, Rhizoctonia solani,
Sclerotinia sclerotiorum and Sclerotium rolfsii. The experimental design was a random
design with ten treatments (methanolic and chloroformic extracts) plus nystatin and
chloramphenicol, with three replications. The final average (mm) of the size of inhibition
zones were submitted to analysis of variance (ANOVA).There were differences
between the fertilization treatments and within a few fertilization treatments differences
were observed between extracts. To R. solani best results were obtained by
chloroformic extract from T1 (21mm) and methanolic extract from T4 (16mm). To S.
Sclerotium, best results were obtained by chloroformic extract from T2 (19.67 mm). In
assays with P. Parasitic methanol extract from T4 (13.5 mm) presented best results.
Based on these results, we can conclude that O. selloi extracts showed differentiated
fungitoxicity according to fertilization treatments and polarity of organic solvents used.
These results showed potential for use in controlling plant pathogens, however, it is
necessary to continue the experiments, especially in greenhouse and field conditions,

in order to obtain more conclusive results.

INTRODUCAO

Ocimum selloi Benth. é um subarbusto perene, pertencente a familia
Lamiaceae, nativo das regides Sul e Sudeste do Brasil, que pode ser multiplicado por
sementes ou estacas. A espécie conhecida popularmente como elixir-paregérico,
alfavaquinha e atroveran, possui largo uso popular, como antidiarréico,
antiespasmaodico e antiinflamatério, além de ja ter a sua atividade comprovada como
repelente de insetos (COSTA; PINTO; BERTOLUCCI, 2007).

Os produtos naturais de origem vegetal sdo uma importante fonte de novos
defensivos naturais usados no controle de doengas de plantas (SILVA; BASTOS,
2007). A exploracao da atividade biologica presente em extratos e 6leos essenciais de
plantas medicinais (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ, 2000), encontrados
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nos diferentes érgdos como folhas, caules, cascas, resinas, flores, frutos e outros
(NUNES et al., 2006), pode constituir em mais uma forma potencial no controle de
diferentes fitopatogenos (SCHWAN-ESTRADA; STANGARLIN; CRUZ, 2000).

Os principios ativos responsaveis por essa atividade sdo moléculas originarias
do metabolismo secundario que desempenham fungdes importantes na integragdo do
vegetal com ambiente, tais como, o proteger de doengas causadas por micro-
organismos, repelir insetos e outros predadores, e atrair espécies uUteis (VERPOORTE,
1998).

As vias metabdlicas secundarias vegetais ddo origem a diversas classes de
compostos, tais como, alcaldides, flavonoides, isoflavondides, taninos, cumarinas,
glicosideos terpendides e poliacetienos que por vezes sao especificos de
determinados géneros, familias ou espécies (COWAN, 1999).

A nutricdo € um dos principais fatores de estresse que podem interferir na
composicao quimica da planta, pois a deficiéncia ou o excesso de nutrientes pode
interferir na quantidade de principio ativo e na producao de biomassa (MAPELI et al.,
2005).

As plantas medicinais e aromaticas como qualquer outra cultura, dependem de
suprimento adequado de nutrientes para as boas produtividades agricolas. Neste
sentido, a adubac&o organica é fonte de nutrientes para as plantas. Além de permitir
suprimento adequado (CORREA et al., 2010), proporciona beneficios na estrutura
fisica do solo, aumenta a retencdo de agua, diminui as perdas por eroséo e favorece o
controle biolégico de pragas e doengas (COSTA et al., 2008).

Dentre os diversos materiais utilizados na producdo do biofertilizante
encontram-se a cama de aviario, hidrolisado de peixe, (BASAGLIA et al., 2011),
esterco fresco de gado e caprinos, composto organico enriquecido com minerais,
carboidratos, proteinas, vitaminas e acidos organicos (FALDONI, 2011), entre outros.

Diante do exposto, este trabalho teve por objetivo avaliar a influéncia dos
diferentes tipos de adubos organicos na atividade antimicrobiana de extratos de O.

selloi.
MATERIAL E METODOS
Material vegetal

Para a realizacdo deste experimento foi utilizada a metodologia descrita por
Morais e Barbosa (2011).
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O experimento foi conduzido na area experimental da Embrapa Meio Ambiente
(CNPMA — Jaguariuna — SP). Para a instalagdo da cultura no campo, foram realizadas
as analises quimicas do solo (20 e 40 centimetros de profundidade). A composicao de
macro e micronutrientes dos adubos e compostos utilizados também foi analisada. As
mudas de Ocimum selloi foram produzidas sob cultivo protegido a partir de sementes,
preparadas em bandejas 128 células. As mudas foram transplantadas para o campo
60 dias apos a semeadura, para areas vizinhas. Os tratamentos foram constituidos de
trés tipos diferentes de adubos organicos, além da testemunha, totalizando quatro
tratamentos. Os tratamentos utilizados foram: T1 — testemunha (solo sem adubacéao),
T2 — cama de aviario (5 Kg/m?), T3 — hidrolisado de peixe (produto comercial Fishfértil
Active, fertilizante organico proveniente de um processo natural de fermentagao
enzimatica de pescados marinhos para aplicagdo no solo — 5 mL/m?, seguindo as
especificacdes do fabricante) e T4 — composto organico (4 Kg/m?). A incorporagdo de
todos os adubos organicos foi feita por m? quinze dias antes do transplantio das
mudas. A colheita foi realizada 180 dias apés o plantio, em Janeiro de 2011, sendo

colhidas as plantas uteis.

Preparo dos extratos

As amostras de material vegetal foram secas a 35 °C, em estufa com
circulacdo de ar forcada, até obtencido de peso constante, e posteriormente
pulverizada em moinho de facas. Para cada tratamento foram utilizados 300 g do
material vegetal seco e moido. Os extratos foram preparados utilizando-se como
solvente cloroformio e metanol. Foi realizada extracdo a frio, com renovagao de
solvente a cada 72h e filiragem em papel de filtro qualitativo, por trés vezes; sendo
posteriormente trocado o solvente. Os extratos foram concentrados, utilizando-se
evaporador rotativo sob pressdao reduzida. As amostras foram diluidas em
Dimetilsulféxido (DMSQO) para a obtengdo da concentracdo de 5 mg/mL, sendo

solubilizada em agitador Vortex.

Testes de Antibiose

Os ensaios foram realizados para as bactérias Escherichia coli, Bacillus cereus,
Pseudomonas aeruginosa e Enterococcus casseliflavus e os fungos fitopatogénicos
Phytophthora parasitica, Rhizoctonia solani, Sclerotinia sclerotiorum e Sclerotium
rolfsii. As linhagens avaliadas foram provenientes da cole¢gdo de micro-organimos da

Embrapa Meio Ambiente.
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Para a inoculacdo dos fungos foram utilizados discos de cada cultura. Para
isto, foi realizada escavagédo do meio, contendo fungo, com o auxilio de um cilindro de
cobre de 7 mm de didametro. Posteriormente fez-se a inser¢cado deste disco de cultura
fungica no centro da placa teste, contendo meio de batata-dextrose-agar (BDA).

Para a realizacao do experimento com bactérias foram utilizadas suspensoes.
Para o preparo destas suspensdes foram utilizados aproximadamente 3 mL de agua
destilada esterilizada, vertidos em placa de Petri contendo cultura bacteriana. Foi
realizada uma lavagem, com o auxilio de uma alca de Drigalsky. Efetuou-se leitura em
espectofotdbmetro com comprimento de onda de 550 nm, diluindo-se a suspenséo em
agua destilada esterilizada até a obtencdo de 0,1 de absorbéncia, atingindo-se a
concentracdo de 108 UFC/mL. Posteriormente foi aplicada uma aliquota de 100 pL da
suspensdo em placa de Petri contendo meio Nutriente Agar (NA) solidificado,
espalhando-se com o auxilio de swab.

Em cada placa foram inseridos cinco discos de papel de filtro, com 6 mm de
diametro, previamente esterilizados a 121°C por 15 min, ja adicionadas aliquotas de
10 uL dos respectivos extratos. Como padréo foi utilizado a nistatina para o teste com
fungos e cloranfenicol para as bactérias. Foram realizados testes apenas com DMSO,
solvente utilizado na diluicdo dos extratos, para verificar a interferéncia dos mesmos
(branco). As placas foram incubadas a 25+2°C até o crescimento dos micro-
organismos e posterior formacao dos halos de inibigcdo. O tempo de incubagao variou
de acordo com o tempo indicado para cada micro-organismo. A dimensdo dos halos
de inibi¢do foi medida em mm, nos sentidos vertical e horizontal, com o auxilio de uma

régua milimetrada, calculando-se a média de cada halo.

Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado foi o DIC com dez tratamentos, sendo
estes quatro extratos metandlicos e quatro extratos cloroférmicos das plantas
provenientes dos tratamentos de adubacao e os padrdes (nistatina e cloranfenicol). Os
tratamentos foram realizados em triplicata. O DMSO nao foi considerado na analise
estatistica. As medidas finais (mm) das dimensbes dos halos de inibicdo foram
submetidas a analise de varidncia (ANOVA) e as médias submetidas ao teste de
Tukey, a 95% de confianca (p<0,05), a fim de verificar a existéncia de diferengas
significativas entre os extratos estudados, selecionando desta forma o mais promissor

como agente antimicrobiano. Os resultados foram expressos em termos das médias



62 Congresso Interinstitucional de Iniciagao Cientifica - CIIC 2012
13 a 15 de agosto de 2012 - Jaguaritina, SP

]
Dy W
Vo5 evVY

do didmetro da zona de inibigdo, mais ou menos desvio padréao, e classificados em < 9

mm, inativo; 9-12 mm, parcialmente ativo; 12-18 mm, ativo; > 18 mm, muito ativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos mostraram que os extratos testados nao reduziram o
crescimento das bactérias E. coli e B. cereus, diferindo estatisticamente do padrao
cloranfenicol, que apresentou inibicdo significativa contra essas bactérias (os
resultados encontram-se descritos na Tabela 1).

Observou-se inibicdo no crescimento da bactéria P. aeruginosa pelos extratos
testados, com excecdo do extrato metandlico obtido do T3 (hidrolisado de peixe),
porém os halos de inibicdo ficaram abaixo dos 12 mm desejados e diferiram
estatisticamente do padrdo (halo de 23 mm). Souza et al. (2009) verificaram a
atividade antimicrobiana de extratos alcodlicos provenientes de folhas e frutos das
espécies Ocimum gratissimum e O. purpuraceus contra P. aeruginosa. Apos 18 h de
incubacdo em temperatura de 35+1°C foi observada a formagéo de halos de inibi¢ao.
Observou-se uma maior atuacao dos extratos provenientes das folhas, sendo que os
extratos da espécie O. gratissimum foram mais eficientes que os extratos de O.
purpuraceus.

Para a bactéria E. casseliflavus, observou-se formag¢ao do halo de inibicdo em
todos os extratos, nao diferindo estatisticamente do padrao, ficando porém também
abaixo de 12 mm.

Os resultados do experimento com fungo demonstraram que os extratos nao
reduziram o crescimento do fungo S. rolfsii, diferindo estatisticamente do padrao
nistatina, que apresentara inibicao significativa contra esse fungo (Tabela 1).

Nos ensaios realizados com o fungo P. parasitica, o extrato metandlico obtido
do T4 (composto organico) obteve halo de inibigao (13,5 mm) superior ao padrao (11
mm). Alguns fatores podem explicar este resultado, como o isolado testado ser
resistente ao padrdao ou este encontrar-se em concentragido menor que a
recomendada pelo fabricante. Os extratos cloroférmico e metandlico do T1
(testemunha) e T2 (cama de aviario), e o extrato cloroférmico do T4 (composto
organico) nao diferiram significativamente do padrdo, apresentando um halo de 11
mm. Ainda no tratamento com composto organico, o extrato metandlico apresentou
halo de inibicado de 13 mm, sendo este resultado melhor que o apresentado pelo

extrato cloroférmico, cujo halo de inibicdo foi de 11mm. Este resultado pode ser
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explicado pela diferengca de polaridade entre os solventes organicos utilizados para
preparar os extratos, indicando maior afinidade do composto ativo com o metanol. Os
demais tratamentos obtiveram a mesma resposta, independentemente do solvente
utilizado.

Para o fungo R. solani, o extrato cloroférmico do tratamento T1 (testemunha)
apresentou formacédo de halo de inibicdo (21 mm) inferior ao padrao (28,5 mm),
porém, seu halo de inibicdo foi muito superior aos demais tratamentos. Isto também
pode ser explicado pela afinidade do solvente com a substancia ativa, ja que o extrato
metandlico proveniente do mesmo tratamento nao foi capaz de formar halo de inibigao.
A biossintese dessa substancia pela planta pode ter sido induzida pelo fato da mesma
estar sob condicbes de estresse, devido ao déficit nutricional, ja que a este tratamento
nao foi adicionado nenhum tipo de adubacao. Estes resultados concordam com os
obtidos por Costa et al. (2008). Os autores observaram diferencas quantitativas e
qualitativas em relacdo aos constituintes quimicos do d6leo essencial de O. selloi,
sendo que o maior numero de compostos quimicos foi verificado no tratamento sem
adubacao, possivelmente como uma resposta de defesa da planta ao estresse
nutricional ao qual foi submetida. O tratamento T4 (composto organico) apresentou
resposta inversa ao observada no tratamento T1, jd que o extrato metandlico
apresentou halo de inibicdo de 16 mm, ndo se observando formacdo de halo de
inibicdo para o extrato cloroférmico. O cloroférmio n&o foi tdo eficiente na extracdo do
composto ativo quando comparado ao metanol, devido a diferenca de polaridade entre
os dois solventes e o composto ativo. Benini et al. (2010) avaliaram o efeito do extrato
aquoso de O. gratissimum, colhidos nas quatro estagdes do ano, no crescimento
micelial in vitro dos fungos R. solani e Phytophthora sp. Os autores verificaram que os
extratos provenientes das plantas colhidas no outono, na concentracao a partir de 5%,
inibiram totalmente o crescimento micelial de R. solani e Phytophthora sp.

A polaridade do metanol esta mais préxima da polaridade da agua do que o
cloroférmio, reforcando a idéia de que o composto ativo presente no extrato
metanolico de O. selloi apresenta alta polaridade.

No teste com o fungo S. sclerotium o extrato cloroférmico do tratamento T2
(cama de aviario) obteve halo de inibicdo de 19,67 mm, sendo superior ao padrao (11
mm). O extrato metandlico proveniente do mesmo tratamento de adubacgao apresentou
halo de inibicdo menor que o extrato cloroférmico, porém igual ao padrao. O mesmo
foi observado com o extrato metandlico do T1 (testemunha), o qual nao diferiu

estatisticamente do padrao, porém apresentou diferenca significativa em relacéo a seu
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extrato cloroférmico. Garcia et al. (2012) verificaram que o extrato aquoso de O.
gratissimum proporcionou pouco efeito sobre S. sclerotium com 3,57% de inibicdo do
crescimento micelial.

A influéncia da adubacido na composicdo quimica de compostos secundarios
de plantas medicinais pode ser exemplificada pelo resultado publicado por Rosal et al.
(2011). ApOs realizacdo de analise quimica do oleo essencial de Plectranthus
neochilus submetidos a diferentes fontes de adubos organicos, 0 mesmo apresentou
relevante diversidade de constituintes quimicos. Foram encontrados 39, 17 e 26 picos,
nos ensaios sem adubagdo, com adubagcdo bovina e cama de aviario,

respectivamente, dos quais foram identificados 31, 15 e 21 compostos quimicos.

CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos pode-se concluir que houve diferenga entre os
tratamentos de adubagdo nos extratos de O. selloi, ja que estes apresentaram
atividade fungitoxica diferenciada. A polaridade dos solventes organicos utilizados
influenciou no comportamento dos extratos de alguns tratamentos. Os extratos
testados ndo apresentaram atividade positiva sobre o fungo S. rolfsii e as bactérias E.
coli, B. cereus. Para as bactérias P. aeruginosa e E. casseliflavus, os extratos
apresentaram atividade abaixo da desejada (halo de inibi¢do inferior a 12 mm). Para o
fungo R. solani os melhores resultados foram obtidos pelos extratos cloroférmico do
T1(21 mm) e metandlico do T4 (16 mm). Ja para o fungo S. sclerotium o melhor
extrato foi o cloroférmico do T2 (19,67 mm). Para P. parasitica o melhor extrato foi o
metandlico do T4 (13,5 mm). Estudos da composi¢céo quimica dos extratos encontram-
se em andamento e sdo fundamentais para a identificacdo da substancia ativa ou
grupo de substancias responsaveis pela agao fungitdéxica dos mesmos. Estes
apresentaram potencial para uso no controle de fitopatdogenos, porém, faz-se
necessaria a continuagdo dos experimentos, principalmente em casa de vegetagao e

campo, visando a obtenc¢ao de resultados mais conclusivos.
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TABELA 1: Atividade antimicrobiana de extratos de folhas de Ocimum selloi B. cultivado em diferentes tipos de adubacéao
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Diametro da zona de inibigdo (mm)

Extratos
E. coli B. cereus P. aeruginosa  E. casseliflavus P. parasitica R. solani S. sclerotium S. rolfsii

Testemunha Cloroférmico 0,00+0,00b 0,00+0,00b 9,50+0,87b 8,17+1,04a 11,00+0,00b 21,00+0,00b 0,00£0,00c 0,00+0,00b
metandlico 0,00+0,00b 0,00+0,00b 2,334,04b 4,67+4,04a 11,00£0,00b 0,00+0,00d 11,00+0,00b 0,00+0,00b

Cama de cloroférmico 2,50+4,33b 0,00+0,00b 2,33+4,04b 7,00£0,00a 11,00+0,00b 0,00+0,00d 19,67+3,21a 0,00+0,00b
aviario metandlico 0,00+0,00b 0,00+0,00b 6,00£7,78b 7,00£0,00a 11,00+0,00b 0,00+0,00d 11,00+0,00b 0,00+0,00b
Hidrolisado de cloroférmico 0,00+0,00b 0,00+0,00b 8,50+2,18b 4,67+4,04a 0,00+0,00c 0,00+0,00d 0,00+0,00¢c 0,00+0,00b
peixe metandlico 0,00+0,00b 0,00+0,00b 0,00+0,00b 4,67+4,04a 0,00+0,00c 0,00+0,00d 0,0040,00c 0,00+0,00b
cloroférmico 2,33+4,04b 0,00+0,00b 5,8315,35b 7,00£0,00a 11,00+0,00b 0,00+0,00d 0,00£0,00c 0,00+0,00b

Compostagem metandlico 250:433b  0,00:0,00b  7,17£0,29p 7,00:0,00a  13,50:0,00a  16,00£0,00c 0,00%0,00c 0,00£0,00b

Cloranfenicol 37,50+2,50a  30,33+1,042 23,83+3,01a 11,00+0,00a - - - -

Nistatina - - - - 11,00£0,00b 28,50+0,00a 11,00+0,00b 18,50£0,00a

valores de média de triplicata + desvio padrao

médias da mesma coluna com diferentes letras s&o significativamente diferentes (p<0,05)



