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CAPITULO I: Avaliagido da atividade antimicrobiana de flavonoides,

ternpendides e acidos organicos sobre Xanthomonas citri subsp. citri.

RESUMO

A citricultura constitui uma importante atividade econdémica no pais, com o Brasil
sendo o maior produtor de laranja doce no mundo. A produgdo € ameagada pelo
cancro citrico asiatico, uma doenga severa que traz grande prejuizo e leva a
necessidade do controle de seu agente causador, a bactéria Gram-negativa
Xanthomonas citri subsp. citri (Xac). Atualmente ndo ha nenhuma medida curativa
para os pomares € a opgao € o manejo integrado para evitar o avango da doenga. O
unico controle quimico utilizado no presente é a aplicacédo de compostos a base de
cobre, os quais trazem riscos de contaminagdo ao solo e de mananciais de agua.
Desta forma, estratégias alternativas de controle s&o essenciais para manter a
citricultura brasileira competitiva no mercado. Compostos derivados do metabolismo
vegetal tais como os flavonoides, acido fenodlicos e terpendides sdo classes de
substancias com um grande potencial antimicrobiano. Nesse contexto, foi avaliada a
acao anti-Xac de compostos hibridos de chalcona, ésteres do acido vanilico e os
monoterpendides Timol e Carvacrol. No caso dos hibridos de pirazinamida-chalconas,
nao houve atividade antimicrobiana constatada contra Xac. Para os vanilatos, os
compostos de cadeia lateral de 5 até 8 carbonos apresentaram agao anti-Xac, com
atividade bacteriostatica. Timol e Carvacrol mostraram atividade anti-Xac, uma vez
que foram bactericidas a 200 ug.mL-'. Estes terpenodides foram avaliados quanto ao
seu modo de agao e apresentaram atividade na permeabilizagdo da membrana de
Xac, nao agindo sobre a divisdo/segregagédo ou causando danos ao DNA. Timol e
Carvacrol apresentam baixa fitotoxiciade em sementes de Lactuca sativa até 100
ug.mL". Os ensaios protetivos em mudas de Citrus sinensis nao indicaram ag&o mais
eficaz para Timol e Carvacrol frente ao oxicloreto de cobre.

Palavras-chave: Cancro citrico. Xanthomonas. Citricultura. Antimicrobianos.



ABSTRACT

Citriculture has great importance to Brazil's economy, with the country occupying the
post of the largest sweet orange producer in the world. This production is threatened
by Asiatic citrus canker, a crop disease which causes great losses in production and
fruit quality. Because of these problems, there is a need to manage its causal agent —
the Gram-negative bacteria Xanthomonas citri subps. citri (Xac). Nowadays there are
no curative measure to surpass the disease in the orchards and the only option is the
integrated management to avoid its spread. The only chemical control used in this
strategy is based on copper, which is associated with soil and water springs
contamination. For that reason, new alternative control strategies become essential to
maintain the Brazilian citriculture competitive in the market. Compounds derived from
plants metabolism such as flavonoids, phenolic acids and terpenoids are interesting
substances with antimicrobial proprieties. In this context, we evaluated the anti-Xac
action of hybrid chalcone compounds, vanillic acid esters and monoterpenoids (Thymol
and Carvacrol). The pyrazinamide-chalcone hybrids showed no antimicrobial activity
against Xac. In the case of the vanillic acid esters, synthetic compounds with a side
chain structure composed of 5 to 8 carbons presented an bacteriostatic anti-Xac
activity. Compounds Thymol and Carvacrol also showed anti-Xac action, once this
compounds were bactericidal at 200 ug.mL™". These terpenoids were evaluated for its
mode of action in Xac and showed action in the membrane permeabilization, not
affecting cell division/segregation nor damaging DNA. Furthermore, Thymol and
Carvacrol presented low phytotoxicity until 100 ug.mL™' in Lactuca sativa seeds.
Protective assays in Citrus sinensis did not indicate a great efficiency for this
monoterpenoids when compared to the commercial product based on copper
oxychloride. Nevertheless, considering the promising antimicrobial activity found
against Xac for Thymol and Carvacrol, it may be interesting compounds for further
developments in applied formulations.

Keywords: Citrus canker. Xanthomonas. Citriculture. Antimicrobials.



1.  INTRODUGAO

O Brasil € o maior produtor de laranja no mundo, exportando o suco da fruta
processado, regularmente, para 20 paises. No ano 2015/16, 75,3% da participagao
do pais nas exportagdes mundiais foi estimada pelo USDA (BRASIL, 2017) e os
numeros médios mostram que somente o estado de Sdo Paulo é responsavel por
cerca de 92% de toda a produgdo de suco nacional (USDA, 2018). A citricultura
movimenta milhdes de reais anualmente com exportagdes e gera empregos de
maneira direta ou indireta. Desta forma, ha uma grande preocupag&do com as pragas
e doencas que afetam o cultivo, uma vez que foram erradicadas 40 milhdes de arvores
na década passada (NEVES et al., 2010) acarretando em grandes prejuizos para o
setor.

Entre tais pragas esta o cancro citrico, uma doenga severa que esta presente
nas areas de maior produgao citrica no mundo, sendo o cancro citrico asiatico (Cancro
A) o tipo mais disperso (GOTTWALD et al., 2002). Tal doenga é causada pela bactéria
Gram-negativa Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) (SCHAAD et al.,, 2006) e é
caracterizada pelo aparecimento de sintomas tipicos, como o surgimento de lesées
necroticas, que mancham folhas, frutos e galhos jovens de plantas suscetiveis,
podendo afetar todos os tecidos aéreos vegetais. A infecgdo bacteriana prolongada
leva a queda prematura dos frutos, perda das folhas e deterioragdo dos brotos,
debilitando a planta e provocando uma reduc¢ao direta na qualidade dos frutos e seu
rendimento. Além disso, a imposig¢ao de restricdes em exportagdes e quarentena nas
areas afetadas, gera grande impacto socioecondémico e politico, devido ao padrao de
qualidade que demanda o mercado e pela possibilidade de transmissao de indculos
da bactéria (GOTTWALD et al., 2002; GRAHAM et al., 2004)

A infecgao por X. citri ocorre com a invasédo do patogeno pelos estdmatos ou
através de ferimentos provocados na planta (GOTTWALD & GRAHAM, 1992;
GRAHAM et al., 2004). A bactéria se propaga nos tecidos e, com a presenga de
umidade na regiao lesionada, é exsudada, possibilitando sua dispersdo (GOTTWALD
et al., 2002; FAVARO et al., 2017). Fatores ecolégicos como chuvas e ventos, podem
agravar a infecgdo, uma vez que, carregam a bactéria a curtas/médias distancias,
sendo que a dispersdo regional da doenga geralmente envolve movimentagao
humana de material vegetal e equipamento contaminado (GRAHAM et al., 2004).

Quando se encontra em novo hospedeiro, X. citri multiplica-se sobre as superficies



(epifiticamente), formando um biofilme, processo este precede a colonizagdo dos
tecidos vegetais (RIGANO et al., 2007; FAVARO et al., 2014). No desenvolvimento da
doenga, ha uma alteragdo na transcricdo de varios genes vegetais associados a
divisdo e crescimento celular, biossintese de ribossomos, formacao da parede celular
vegetal, transporte de vesiculas, além da biossintese e mobilizagcdo de horménios
vegetais (CERNADAS et al., 2008). Tais alteragdes transcricionais levam a hiperplasia
e hipertrofia das células vegetais, acdo atribuida a proteina PthA. Esta proteina
pertence a familia AvrBs3/PthA (efetores TAL) e é translocada pelo sistema de
secrecéo do tipo Il bacteriano para a célula vegetal hospedeira. Na célula vegetal ela
age como um ativador transcricional provocando a formagao do cancro (DOMINGUES
et al., 2010).

O agente causal do cancro foi identificado em 1957 na regido de Presidente
Prudente, SP (BITANCOURT, 1957). Desde entao, para evitar o estabelecimento e
reduzir os danos causados pela doenga em diferentes regides do estado, estratégias
de controle se baseavam na eliminacdo de X. citri através do uso de diferentes
protocolos de erradicagdo das arvores infectadas. O programa de erradicagao de
plantas aplicado no estado de Sao Paulo entre os anos de 1999 a 2009, é considerado
ainda o método de controle que foi 0 mais eficaz para se conter o avango da doenca.
Neste periodo, a legislagéo ditava que a totalidade de plantas presentes em um talhdo,
deveria ser removida caso a incidéncia de contaminagao pela bactéria fosse superior
a 0,5% (BELASQUE JUNIOR et al., 2010; BEHLAU et al., 2016). Tal método foi
importante no controle do cancro apds a introdugdo da larva minadora dos citros
(Phyllocnistis citrella) que provoca lesbes nos tecidos vegetais e favorecia a
colonizacao por Xanthomonas (CHAGAS et al., 2001)

A partir de 2009 a legislagéo no estado foi alterada, havendo um abrandamento
no programa de erradicacao. A obrigatoriedade de se erradicar a totalidade de plantas
do talhdo foi abandonada e a remogéao deixou de considerar o indice de incidéncia da
doenca. Passou-se a adotar um raio de 30 metros como parametro para a erradicagao
das plantas a partir da contaminagcdo. Mais uma vez no final de 2013 houve um novo
relaxamento na lei, que passou a exigir apenas a remogéao de plantas sintomaticas no
entorno do foco da doenga (e ndo mais incluia a remogéao das plantas assintomaticas).
Os sucessivos abrandamentos no programa acarretaram em um aumento da
incidéncia do cancro (BELASQUE JUNIOR et al.,, 2010; BEHLAU et al., 2016).
Segundo BEHLAU et al. (2016), a metodologia de erradicagao cumpriu seu papel na
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protecao dos interesses econdmicos associados ao cultivo no estado de Sdo Paulo e
sua manutencdo nao é mais uma opcao viavel devido ao constante aumento na
incidéncia do cancro. Desde 2017 foi adotado em areas endémicas da doencga o
sistema de controle por manejo integrado. Tal método inclui uso de barreiras de
quebra-vento, plantio de cultivares mais resistentes, tratamentos com inseticidas para
a reducao dos danos da larva mineradora e aplicacbes de compostos bactericidas a
base de cobre (LEITE & MOHAN, 1990; SILVA et al., 2013; FERENCE et al., 2018)

Em 6 de margo de 2017, entrou em vigor a nova instrugao normativa (MAPA
[.N. n° 37 de 5 de setembro de 2016) sobre o controle da doenga no Brasil, na qual o
Ministério de Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) permite que as Unidades
Federativas definam, dentre quatro meétodos, quais dos procedimentos serdo
seguidos. No estado de S&o Paulo o Sistema de Mitigacdo de Risco (SMR) ja foi
oficializado e tem como objetivos: (i) a redugéo potencial de inéculo em areas sem a
ocorréncia da praga; (ii) a permissao do transito para outros estados de frutos vindos
de areas de ocorréncia da praga e (iii) permitir a exportagao de frutos citricos de areas
afetadas para paises que reconhecam o SMR como medida fitossanitaria. A normativa
prevé meétodos como o uso de cultivares menos suscetiveis; destruicdo de frutos
contaminados; tratamentos fitossanitarios preventivos; manejo da larva minadora;
desinfeccdo de ferramentas e maquinas e o uso de quebra ventos, tais quais as ja
utilizadas nas areas endémicas. Em junho de 2018 a IN n® 21 revogou a IN n° 37 de
2016, mantendo as categorias (area com praga ausente, area livre de praga, area sob
SMR e éarea sob erradicagdo, porém traz mudangas para o SMR e as areas de
erradicacao). Nas areas cadastradas sob o sistema de mitigagao, fica permitido que
os frutos com cancro colhidos em talhdes de até 1% de frutos sintomaticos, possam
ser removidos na packing house e destinados a industria de suco. Fica permitido
também que os frutos produzidos em areas de SMR possam ser processados em
estados vizinho, desde que adote o mesmo sistema. Ainda, podem ser reconhecidas
propriedades sem cancro citrico dentro do SMR, mas que ainda necessitam adotar as
medidas integradas. Para as areas sob o sistema de erradicagao, ficam disponiveis
duas acdes possiveis: eliminar as plantas doentes e pulverizar cobre em um raio de
30 metros, com a exigéncia de inspegdes mensais, ou ainda, erradicar a planta doente
e todas plantas no raio de 30 metros, com inspe¢des a cada 60 dias. (FUNDECITRUS,
2018).
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No manejo integrado, os custos para o controle da doenga s&o elevados, ja que
diferentes frentes devem ser trabalhadas para prevenir a expansao de Xac. Fica claro
que estratégias alternativas de controle sdo uma importante demanda para manter a
citricultura brasileira competitiva.

Nesse contexto, novas alternativas ja vém sendo estudadas como forma de
minimizar os prejuizos. A resisténcia sistémica adquirida em plantas € uma opc¢ao para
outras doencgas bacterianas em algumas espécies vegetais (LOUWS et al., 2001;
OBRADOVIC et al., 2004; PRADHANANG et al., 2005) porém nao mostrou-se efetiva
no controle do cancro citrico (GRAHAM & LEITE, 2004). Ainda, estudos como o de
BALOGH et al. (2008) vem considerando o controle da doenca através do uso de
bacteridfagos, porém sua eficiéncia € mais baixa quando comparada a aplicacéo de
cobre e sua viabilidade comercial também precisa ser melhor avaliada. A busca por
compostos alternativos eficientes tem mostrado resultados promissores, como
mostram os estudos e colaboragbes do nosso grupo na avaliagdo da agao anti-Xac
dos compostos sintéticos de galatos alquila (SILVA et al., 2013; KROL et al., 2015).
Sendo assim, o presente trabalho visou avaliar a agdo de compostos de interesse ao
Nosso grupo de pesquisa, frente a Xanthomonas, na busca de novas alternativas para

o controle do cancro citrico.

1.1 Atividade Antibacteriana dos hibridos de pirazinamida-chalcona, ésteres do

acido vanilico e constituintes de 6leos essenciais.

1.1.1 Hibridos de pirazinamida-chalcona

A pirazinamida é uma molécula que possui uma atividade biologica
antibacteriana e € atualmente utilizada como um dos medicamentos na agao contra o
bacilo Mycobacterium tuberculosis. A substancia é utilizada em conjunto com outros
antibiéticos no tratamento da tuberculose, pois seu uso isolado leva ao rapido
desenvolvimento de resisténcia. Acredita-se que a ag¢ao da pirazinamida se dé pela
conversao da molécula em acido pirazinoico pela ativacdo de uma amidase especifica
em organismos suscetiveis. Os ésteres derivados mostram grande atividade contra
uma variedade de organismos do género Mycobacterium e sado considerados
potenciais pro-farmacos (SEITZ et al., 2002).
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As chalconas s&o precursores na sintese dos flavonoides, pigmentos
encontrados em plantas e que constituem uma importante classe de compostos
naturais organicos heterociclicos. Tal grupo possui diversos efeitos biologicos,
podendo agindo na inibicdo de enzimas virais, como bactericidas e antiprotozoarios
(HAVSTEEN, 2002). A estrutura da molécula de chalcona tem gerado interesse no
desenvolvimento de novas substéncias com atividades biolégicas. A estruturagédo de
compostos baseada em chalconas vem mostrando uma gama de agdes bioldgicas,
incluindo atividades antimicrobianas em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(Staphylococcus areus e Helicobacter pylori, respectivamente) (NIELSEN et al., 2004;
CUSHNIE & LAMB, 2011).

1.1.2 Esteres do Acido Vanilico

Os acidos fendlicos sdo metabdlitos secundarios que ocorrem naturalmente na
maioria dos organismos vegetais e os efeitos biolégicos como de acdo anti-
inflamatoria, antioxidante, antiviral, anti-aterogénese, antibacteriana e anti-
carcinogénica, ja foram reportadas (MERKL et al., 2010). O acido vanilico € uma
substancia que possui tal estrutura, de um acido monofendlico, com um grupo
metoxila presente na posicao meta do anel aromatico. CUVELIER et al. (1992)
descreve que ha uma relagao entre a estrutura molecular e atividade antioxidante dos
acidos fendlicos. Ainda, o estudo mostra que ha um aumento na atividade antioxidante
dos acidos que possuem um segundo grupo hidroxila no anel aromatico e, para os
acidos monofendlicos, a presenca de um ou dois radicais metoxilas contribui
consideravelmente para tal aumento.

Considerando a diversa gama de atividade biologicas que essas substancias
tém mostrado, possuem o potencial de atuagdo como compostos antimicrobianos
frente a Xanthomonas. A esterificagao e alteragao no tamanho das cadeias laterais &
um fator interessante para ser avaliado, pois pode alterar o nivel de atividade dos
derivados destes acidos (MERKL et al., 2010).

1.1.3 Constituintes de 6leos essenciais

Os Odleos essenciais tém em sua composicdo uma mistura complexa de

compostos oleosos obtidos a partir de material vegetal como flores, brotos, folhas,
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sementes, galhos, frutas e raizes, a partir, principalmente da técnica de arraste a
vapor (BURT, 2004; BIZZO et al., 2009). As principais substancias encontradas sao
geralmente mono e sesquiterpenos (com 10 e 15 carbonos, respectivamente)
compostos apenas por carbono e hidrogénio, assim como fenilpropandides (BIZZO et
al., 2009).

Tais Oleos sdo empregados na industria como aromatizantes, fixadores de
fragrancias e medicamentos (CRAVEIRO & QUEIROZ, 1993) e suas propriedades
antimicrobianas tem sido exploradas em diversas formulagbes comerciais,
principalmente na suplementagéo de alimentos visando sua conservagao (BAJPAI et
al., 2011).

As espécies vegetais Origanum vulgare L. (orégano) e Thymus vulgaris L.
(tomilho) possuem dleos essenciais com potencial antimicrobiano testado frente a
diversas espécies de microrganismos, como mostram os trabalhos de BHASKARA
REDDY et al. (1998) para tomilho e como o de (KOTAN et al., 2010) que mostra a
acgao antimicrobiana dos principais compostos encontrados no 6leos do orégano e do
tomilho. Apesar mostrar o potencial dos compostos como o timol e o carvacrol quanto
sua acgéo frente a diversas espécies do género Xanthomonas, o trabalho néo inclui a
bactéria causadora do cancro citrico asiatico: Xanthomonas citri subps. citri. (Xac).
Ainda, um estudo realizado por SHIMADA et al. (2014), sugere que a resisténcia de
diversas plantas citricas a Xac pode estar relacionada com a maior produgao de
linalol, principal componente do 6leo essencial extraido de citros. Desse modo, os
constituintes dos oleos essenciais podem ser potenciais fontes para a obtencao de

compostos com agao anti-Xac.

OBJETIVOS

Avaliar a agao anti-Xanthomonas citri subsp. citri e potencial uso compostos

sintéticos e derivados naturais no controle do cancro citrico.

2, MATERIAL E METODOS

2.1  Sintese dos hibridos de pirazinamida-chalcona
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Os compostos hibridos de pirazinamida-chalcona foram cedidos pelo Professor
Dr. Luis Octavio Regasini do Laboratério de Quimica Verde e Medicinal,
Departamento de Quimica e Ciéncias Ambientais, Instituto de Biociéncias, Letras e
Ciéncias Exatas, UNESP, S&o José do Rio Preto, SP. Tais compostos foram
sintetizados de acordo com a metodologia que segue:

A sintese dos hibridos pirazinamida-chalcona (PZA-CHA) foi realizada em trés
etapas; (4.1.1) preparacdo da hidrazida dos &cido pirazinoico (etapa i); (4.1.2)
preparacao de chalconas (etapa ii) e (4.1.3) preparagao dos hibridos, por meio da

reagao entre a hidrazida dos acido pirazinoico (etapa i) e as chalconas (etapa ii).

2.2  Preparacdo de Hidrazida do Acido Pirazinoico

A hidrazida do acido pirazinoico foi preparada em duas etapas, (i) esterificagao
do acido pirazinoico, e (ii) hidrazindlise do éster metilico, na presenga de hidrato de
hidrazina (Figura 1) (GROVER & KINI, 2006).

Figura 1 - Etapas na sintese da hidrazida do acido pirazinoico

Etapa i Etapa ji
(o]
o o N N.

N MeOH, sto,, NH,NH,. H, 7N

| \ OH —_— | _ I!I
P refluxo EtOH N
N
acido éster do acido hidrazida do acdo
pirazinoico pirazinoico pirazinoico

Fonte: Elaborado no software ChemDraw

2.2.1 Preparagédo de Chalconas

A preparagao das chalconas foi realizada por meio da condensagao de Claisen-
Schmidt (BUKHARI et al., 2013) e foram utilizados derivados acetofendnicos e
derivados benzaldeidicos como materiais de partida, bem como hidroxido de sédio e

etanol como catalisador e solvente, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2 - Sintese das chalconas a partir de derivados acetofendnicos.

O god
EtOH R4
RS

chalconas

Fonte: Elaborado no software ChemDraw
2.2.2 Preparacao dos Hibridos PZA-CHA

A preparacéo dos hibridos PZA-CHA foi realizada pela rea¢ao entre a hidrazida
do acido pirazinoico (etapa i) e as chalconas (etapa ii) em acido acético glacial sob
refluxo (Figura 3) (YUSUF & JAIN, 2014).

Figura 3 - Reacdo entre a hidrazida do acido pirazinoico preparado na etapa A e as
chalconas, preparadas na etapa B, para a formagao dos hibridos de pirazinamida-chalcona.

R R? N i R®
L q j)LNHNHZ AcOH
R! R* Z
RZ O RS N
chalconas hidrazida do j/g
acido pirazinoico I:

hibridos pirazinamida-chalcona

Fonte: Elaborado no software ChemDraw (PZA-CHA)

2.2.3 Estruturas dos Hibridos Pirazinamida-Chalcona

Os compostos obtidos seguiram o seguinte cédigo e substituicao de radicais
(Tabela 1 e Figura 4):
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Tabela 1 - Substituintes e posigdes (R, R', R?, R3, R* R®) dos radicais nos hibridos de
pirazinamida-chalcona e seus respectivos cédigos

R R3
R' X ‘ R
R? I\! RS
SNH

N <o

Compostos R R’ R2 RS R4 R>
LR25 H H H H H H
LR24 CH, H H H H H
LR23 O-CH, H H H H H
LR20 H H H CH, H H
LR22 H H H O-CH, H H
LR26 H H H Cl H H
LR29 H H H Cl Cl H
LR35 H OH H H H H
LR36 OH H H
LR41 H H OH
LR37 H H H OH H H

R : Radicais substituidos

2.3 Sintese dos ésteres do Acido Vanilico

A sintese dos ésteres do Acido vanilico (Acido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico) foi
realizada pelo método de esterificacdo de Fischer, utilizando-se do acido vanilico e os
respectivos alcoois (Figura 5), para obtengdo de cadeias laterais de diferentes
tamanhos (Tabela 2). Com isso visamos aumentar a hidrofobicidade do composto, o
que possivelmente, potencializaria sua capacidade de ser assimilado pela membrana
celular. Para tanto, 1 g do Acido vanilico (Sigma Aldrich®) foi dissolvido em 5 mL dos
respectivos alcoois alquilicos em um baldo volumétrico sob agitacdo constante. Apds
a completa solubilizagdo do meio reacional, foi adicionado acido sulfurico (de 1 a 3
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gotas) como catalisador. As reagbes foram mantidas sob refluxo em temperaturas
entre 65-90°C. A conversdo dos reagentes em produtos foi acompanhada por
Cromatografia de Camada Delgada Analitica (CCDA) com as placas reveladas em luz
ultravioleta (254 nm). Uma vez que houve a total conversao do &alcool, o meio foi
diluido em acetato de etila e conduzido para uma particao liquido-liquido. A particao
foi realizada com trés aliquotas de 25 mL de agua destilada, seguida por trés aliquotas
de 25 mL de uma solucgéo de bicarbonato de sddio 1 mol/L, afim de neutralizar o meio.

A fase organica restante foi seca em um evaporador rotativo.

Tabela 2 — Reagao de esterificagdo do acido vanilico para a adigao de cadeias laterais (R) de
diferentes tamanhos e os ésteres obtidos com os respectivos alcoois utilizados na reacéo.

o}
e}

o /O R
H,C ~ OH + R — OH sto4 e o
refluxo
HO
HO
Composto (Codigo) Alcool Cadeia lateral
Vanilato de etila (VA2) Etanol - CH2-CHs
Vanilato de butila (VA4) Butanol - (CH2)3-CHs
Vanilato de pentia (VA5) Pentanol - (CH2)4-CHs3
Vanilato de hexila (VAB) Hexanol - (CH2)s-CHs
Vanilato de heptila (VA7) Heptanol - (CH2)6-CHs3
Vanilato de octila (VA8) Octanol - (CH2)7-CHs
Vanilato de decila (VA10) Decanol - (CH2)e-CHs3

Apos a sintese, os compostos passaram por uma coluna cromatografica de
fase normal (CC-FN) para reter o excesso de alcool e eventuais impurezas e, entao,
foram cristalizados com a adicdo de hexano em baixas temperaturas. Uma vez
cristalizados, os compostos foram analisados em Ressonéncia Magnética Nuclear de
Hidrogénio e Carbono (RMN de 'H e '3C) quanto a sua pureza e confirmagao

estrutural.
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24 Constituintes de 6leos essenciais

Os compostos: Timol 98.5% - Sigma-Aldrich®; Carvacrol 98% - Sigma-Aldrich®:
e Linalol 97% - Sigma-Aldrich®, foram utilizados para os ensaios antimicrobianos, afim
de garantir a maior pureza de compostos isolados, dentre os que sdo encontrados nos

6leos essencias de interesse.

2.5 Linhagens celulares e condigbes de crescimento

A linhagem bacteriana selvagem de Xanthomonas citri subsp.citri (IBSBF-
1594) foi cultivada a 29 °C em meio NYG sélido e quando em meio liquido, sob rotagao
de 200 rpm.

2.6 Avaliacdo da inibicdo do crescimento bacteriano pelo método Resazurin
Microtiter Assay (REMA) Plate e determinagao da porcentagem de inibigéo de

células

A avaliagdo da inibicdo do crescimento bacteriano foi feita através do método
Resazurin Microtiter Assay (REMA) Plate descrito por PALOMINO et al. (2002) com
algumas modificagdes (SILVA et al., 2013). Uma solugao estoque foi preparada pela
diluicdo dos compostos em DMSO 100%. As solugdes estoque foram diluidas em
meio de cultura em microplacas multipogos (96 pogos; volume final de 100 uL/pogo),
de modo que, apo6s a diluicdo seriada, a amostra mais concentrada possuisse a
concentragdo maxima de 400 pug.mL" de composto e 1% de DMSO. Posteriormente,
o inéculo de Xanthomonas citri foi realizado para uma concentragdo final de 10°
UFC/pocgo. O controle negativo foi composto por 90 uL de meio e 10 uL de indculo,
sem tratamento; o controle positivo foi composto pelo inéculo e por 20 ug.mL" de
canamicina, enquanto o controle de veiculo foi realizado com o inoculo e DMSO a 1%
(v/v). As microplacas multipogos foram, entdo, incubadas a 29 °C, durante 16 horas.
Apés isso, 15 pL de resazurina 0,01% (w/v) foram adicionados e a microplaca
incubada por duas horas a 29 °C. Seguido a reacgdo, a fluorescéncia foi medida
utilizando-se um scanner de fluorescéncia - nos comprimentos de onda de 530 nm e

590nm. A mudancga de coloragdo do meio (de azul para rosa) indicou que houve a
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redugdo da resazurina na presenga de NADH (célula respirando), sendo possivel
determinar, por essa relagéo, a porcentagem de células inibidas (Cl) pelo composto.
Média das UAF® do CN® - Média das UAF do teste

Células inibidas (%) = Viodia dos UAF do CN X100

@ Unidades arbitrarias de fluorescéncia

® Controle negativo
A porcentagem de inibicdo de células dos tratamentos em relagéo ao controle negativo
foi calculada segundo a equacao:

Todos os testes foram realizados em ftriplicatas técnicas, com trés repeticdes
para cada compostos nas microplacas, e em trés eventos independentes (triplicatas
bioldgicas). Para calcular as concentragdes inibitérias minimas para 90% (Clgo) € 50%
(Clso) das células, os resultados foram submetidos ao teste nao-paramétrico de
Kruskal-Wallis, seguido do teste de comparagdes multiplas de Dunn. Para o calculo
tedrico da concentragao inibitéria minima para 90% (Clgo) e 50% (Clso) das células,
uma curva de porcentagem de inibicdo celular pela concentragdo dos compostos foi
ajustada de acordo com o modelo logistico, descrito pela equagao:

A2 + (A1 —A2)

(1+ o))

A Clso foi definida como a concentragao inibitéria minima na qual 50% das

IC(x) =

células se mostraram inibidas pelos compostos. A Clgo foi definida como a

concentracdo minima na qual 90% das células foram inibidas.

2.7 Avaliagao do efeito bactericida dos compostos

Para a avaliacao do potencial bactericida/bacteriostatico dos compostos um
ensaio de MBC (Minimum Bactericidal Concentration) foi realizado. Uma fracado do
teste de REMA foi inoculada em meio sélido, com os inéculos transferidos por meio
de um replicador de microplaca, e as placas incubadas em B.O.D. a 29 °C durante 48
horas. Apds um periodo de 48 horas de incubacéo foi avaliado se houve crescimento
bacteriano em meio NYG sélido, livre de quaisquer compostos.
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2.8 Modo de agao de Timol e Carvacrol contra Xanthomonas citri subsp. citri

2.8.1 Ativacao da resposta SOS em Pseudomonas aeruginosa PAO1

O sistema de resposta SOS € um mecanismo utilizado por bactérias que é
ativado em células que possuem danos no DNA, na tentativa de reparar lesdes
(JANION, 2008). Compostos antimicrobianos podem causar diversas mudancas
genéticas envolvendo uma variedade de vias metabdlicas, uma delas € a inducao de
polimerases, que sdo propensas ao erro, mediada pelo sistema de resposta SOS
(BLASQUEZ et al., 2012; RODRIGUEZ-ROJAS et al., 2013).

Afim de verificar potencial agdo dos compostos sobre o DNA bacteriano, foi
realizado um ensaio utilizando um mutante de Pseudomonas aeruginosa PAO1 com
um reporter PrecA-lux cromossomal (linhagem mutante atfTn7::PrecA-lux). A indugéo
da resposta SOS ¢é evidenciada através da co-expressdo de RecA e luciferase
(gerando luminescéncia).

Culturas saturadas do mutante foram diluidas 10.000x em meio MH e
incubadas a 37 °C, sob agitagdo constante, até a D.O.e00o ~ 0.3. Logo apds os
compostos foram adicionados ao meio na concentragdo de Clgo. Como controle
negativo, nenhum composto foi adicionado as culturas. Para o controle positivo,
ciprofloxacina (CIP), antibiético conhecido por induzir a resposta SOS, foi adicionado
na concentragdo de 0,03 pug.mL™".

Aligquotas de 100 pl foram coletadas apds 0, 1 e 2 h de tratamento e a DOsoo,
bem como a luminescéncia, foram medidas com o leitor de microplacas GloMax-
Multi+. Os dados de luminescéncia obtidos foram normalizados pela absorbancia
aferida em cada tempo, correlacionando a expressao de recA e indugao da resposta
SOS (modificado de: VALENCIA, et al., 2017).
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2.8.2 Microscopia celular

2.8.2.1 Analise morfologica

Uma analise morfoldgica foi realizada com os compostos que mostraram um
efeito de inibigdo de 90% (Clgo) nos testes de REMA. As células foram observadas por
microscopia de contrastes de fase, afim de verificar possiveis alteragdes provocadas
na forma celular. O cultivo ocorreu a 29 °C e a observacéo foi feita em D.O.e00 ~ 0,4,
em uma diluicao de 1:10, apds imobilizagdo em Iaminas de agarose 0,85% (w/v) em
salina 0,85% (w/v) (modificado de: MARTINS et al., 2010). Para tanto, cerca de 1 mL
da solugédo contendo agarose foi vertida sobre as laminas de microscopia, as quais
outras laminas foram posicionadas sobre de modo a permitir a formag¢ao de um fino
gel de altura homogénea. Para a observacdo, as laminas foram abertas e uma
suspensao de células foi fixada no gel para observagao.

As células de Xanthomonas citri subsp. citri passaram por tratamentos de 15 e
30 minutos de contato com compostos na concentracdo de Cloo. Tal periodo de
exposicao foi definido de modo a n&o ultrapassar o tempo de duplicagdo celular do
microrganismo (120 minutos). Apds esse tempo de exposi¢cao, as amostras foram
diluidas 1:10 com solugéo salina 0,85% (w/v), afim de minimizar a agdo dos
compostos sobre a bactéria. Logo apoés a diluicdo, a amostra foi centrifugada a 4.000
x.g por 1 minuto e o sobrenadante descartado. As células foram ressuspendidas em
solugao salina 0,85 (w/v) e 10 pyL foram vertidos na lamina com agarose. Como
controle positivo, foi realizado um tratamento de calor (MORAO et al., 2015), com as
células incubadas por 30 minutos a 55 °C. Os experimentos foram realizados em trés
eventos independentes.

A observagao das células (n=200) foi realizada no microscopio Olympus BX61,
equipado com camera monocromatica OrcaFlase 2.8 (Hamamatsu) e as analises de

imagem foram feitas com o software Fiji ImageJ.
2.8.2.2 Permeabilidade da membrana celular de Xanthomonas citri subsp. citri
Para avaliar os efeitos dos compostos Timol e Carvacrol sobre a integridade da

membrana celular de Xac foi utilizado uma mistura dos corantes para acidos nucleicos

DAPI (permeavel por membranas) e iodeto de propideo (IP) (permeavel em
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membranas corrompidas), uma vez que tais corantes auxiliam na visualizagado de
células com a membrana intacta e comprometida, respectivamente (MORAO et al.,
2018).

As laminas e os tratamentos foram preparados de acordo com o descrito no
item 4.7.1. Apds a centrifugacdo, as células foram ressuspendidas em 100 pL de
solugéo salina 0,85% (w/v) adicionada de 6 pL de DAPI (1 mg/mL) e 2 yL de IP (1
mg/mL) e incubadas no escuro, em temperatura ambiente, por 15 minutos. Apds
incubacédo, as amostras foram novamente centrifugadas, o sobrenadante descartado
e as células resuspendidas em 10 uL de solugao salina 0,85% (w/v) para observagao

no microscopio.

29 Ensaio de fitotoxicidade

Para determinar o potencial ecotoxico dos compostos, um teste de
fitotoxicidade aguda foi realizado para Timol e Carvacrol. Sementes de alface (Lactuca
sativa) foram utilizadas como indicador de toxicidade, uma vez que é uma espécie
altamente sensivel e recomendada para uso em testes de fitotoxicidade (MORAES &
BIDOIA, 2015).

Sementes da marca ISLA® (lote:14713-G8) foram selecionadas por nao
possuirem nenhum defensivo que poderia influenciar os resultados do experimento e
o teste foi conduzido de acordo com ARAUJO & MONTEIRO (2005), com
modificacdes.

Os compostos foram solubilizados em etanol e diluidos em agua destilada
estéril nas concentragdes de 50, 100 e 200 yg.mL"', de modo que a concentragéo
maxima de etanol fosse 1% (v/v) na concentragdo maxima testada de composto. O
controle negativo foi realizado com uma solugéo de etanol 1% (v/v) em agua destilada
estéril. Como controle positivo, um solugao de sulfato de zinco (ZnSO4 — 0.05 M) foi
utilizada, uma vez que trata-se de um composto toxico que nao permite a germinagao
das sementes (ARAUJO & MONTEIRO, 2005). Os tratamentos foram realizados com
20 sementes posicionadas sobre papel filtro estéril em placas de Petri e 3 mL de cada
solucao foi adicionado. As placas foram seladas com plastico filme, afim de impedir a
evaporacgao e cobertas com papel aluminio, para evitar a entrada de luz. As amostras
foram incubadas em B.O.D. durante 72 horas, £+ 21 °C no escuro. Todos os

tratamentos foram realizados em duplicatas.
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Apos o periodo de incubagao, o numero de sementes germinadas foi avaliado
e as raizes foram medidas para calcular o indice de germinagcdo de sementes e a
elongacéo radicular relativa, de acordo com as equagdes (ARAUJO & MONTEIRO,
2005):

L ] numero de sementes germinadas nos tratamentos
Germinagé&o relativa (%) = - - - X100 (1)
numero de sementes germinadas no controle negativo

(2)

média da elongag&o no controle

média da elongacép nos tratamentos
Elongacao radicular relativa (%) = < 9959p > X100

germinacéo relativa (%) X elongacao radicular relativa (%)
100

indice de germinacdo(%) =

@)

2.10 Potencial protetivo de Timol e Carvacrol contra o cancro citrico

Afim de verificar a eficacia na protecdo contra o cancro citrico, os compostos
Timol e Carvacrol foram aspergidos na concentragao de 1 mg/mL em brotos jovens,
em estagio de desenvolvimento V4 a V5 (FUNDECITRUS), de Citrus sinensis. A
aspersao ocorreu até o ponto de escorrimento (cerca de 20 — 30 mL de solugao por
planta). Como controle positivo foi utilizado o oxicloreto de cobre (Difere®, Oxiquimica)
na concentragdo recomendada pela bula - 0,525 ug.mL"' equivalente em cobre
metalico. Para o controle de veiculo, foi utilizado etanol 1% (v/v). Apdés 24 horas, as
plantas foram aspergidas com suspensdo de Xac em salina 0,85% (m/v) em um
concentragédo de 108 células.mL" (LI & WANG, 2012; LI & WANG, 2014) até o ponto
de escorrimento (cerca de 20 — 30 mL de suspenséo por planta). O desenvolvimento
dos sintomas foi avaliado ao longo de um periodo de 45 dias e o percentual de folhas
sintomaticas foi registrado. Todos os testes foram realizados com o uso de trés plantas
por tratamento e o teste de ANOVA, seguido do teste de comparagdes multiplas de
Tukey foi utilizado para avaliar se houve diferengas significativas entre o percentual
de folhas sintomaticas para cada tratamento.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 A Inibicdo do crescimento bacteriano pelos compostos hibridos de

pirazinamida-chalcona

Os compostos hibridos de pirazinamida-chalcona foram testados quanto sua
atuacao na inibicao de Xac, porém, apesar do pontecial antimicrobiano associado as
chalconas e a pirazinamida, em nenhum dos eventos houve qualquer tipo de inibigcao
promovida pelo contato com os hibridos contra o fitopatégeno. Por conta disso,
buscamos novos compostos promissores para serem investigados quanto sua agéo

antimicrobiana frente a Xac.

3.2 Esteres do acido vanilico inibem o crescimento de Xanthomonas citri subsp.

citri

Os ésteres do acido vanilico compostos por cadeias laterais de numero pair,
impar, bem como o préprio Acido vanilico, foram testados quanto sua atividade
antibacteriana para Xanthomonas citri subps. citri (Xac). Os compostos VA5, VAG,
VA7 e VA8 (com 5, 6, 7 e 8 carbonos na cadeia lateral, respectivamente) mostraram
acao inibitéria contra Xac (Figura 6). Para VA6 e VA8 (compostos de cadeia lateral
par), a inibigdo maxima ocorreu na maior concentragdo (400 ug.mL"), com uma taxa
de inibigao celular entre 70 e 80% - ainda abaixo do controle com canamicina que
apresentou 90% de inibicdo — e diminuiu conforme a concentragao de vanilato no meio
também foi diminuida. No caso de VA7, a inibicgdo manteve-se praticamente constante
nas doses de 400 pug.mL" até 100 ug.mL', com uma queda apenas a partir de 50
ug.mL" Para VA7, taxa de inibigdo maxima foi de 60%. O vanilato de pentila (VA5),
mostrou inibicdo na maior concentragao testada — por volta de 89% — porém com uma
queda acentuada na resposta, fato que pode sugerir uma inibigdo por perturbacoes
osmoticas na celula. O acido vanilico e os compostos VA2, VA4 e VA10 néao
mostraram nenhuma atividade contra Xac nos ensaios realizados. Para os vanilatos
testados, a Clgo ndo pode ser definida empiricamente, pois na concentragcdo maxima
testada (400 pug.mL") a inibigdo sempre foi menor do que 90% (Figura 7).
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Figura 4 — Porcentagem de células de Xanthomonas citri subp. citri inibidas nas diferentes
concentracdes testadas para os ésteres do acido vanilico. (A) VAS; (B) VAG, (C) VA7 e (D)
VAS8. O controle de veiculo (CV) foi realizado com DMSO 1% (v/v) e o controle positivo (CP)
com canamicina (20 pg.mL"). As barras indicam o desvio padrdo entre as triplicatas
realizadas.
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Tabela 3 — Atividade anti-Xanthomonas citri do acido vanilico e dos vanilatos sintetizados.

Composto (Cédigo) Clso MBC (48 h)

Acao

26

Acido vanilico - -
Vanilato de etila (VA2) - )

Vanilato de butila (VA4) - -

Vanilato de pentila (VA5) 224 yg.mL"  >400 ug.mL""
Vanilato de hexila (VA6) 74 uyg.mL'  >400 pg.mL"’
Vanilato de heptila (VA7) 40 uyg.mL"'  >400 pg.mL""
Vanilato de octila (VA8) 38 ug.mL"  >400 pyg.mL"’

Vanilato de decila (VA10) - -

Sem Atividade
Sem Atividade

Sem Atividade

Bacteriostatica

Bacteriostatica

Bacteriostatica

Bacteriostatica

Sem Atividade

Clso : concentragéao inibitéria para 50% da células

MBC (48 h): concentragéo bactericida/bacteriostatica apos 48 h de incubagao
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Figura 5 - Curva de inibicao do crescimento celular de Xanthomonas citri subsp. citri pelos
compostos (A) VA-5, (B) VA-6, (C) VA-7 e (D) VA-8. O ajuste da curva foi realizado pela
funcgéo logistica IC(x) = A2 + (A1-A2)/(1 + (x/x0)*p) para a obtengao dos valores tedricos das

concentracdes inibitérias (Clso).
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3.3 Atividade antimicrobiana dos vanilatos contra Xanthomonas citri subps. citri

Para caracterizar se os compostos aos quais a bactéria Xanthomonas foi
susceptivel possuiam uma ag¢ao bactericida ou bacteriostatica, um ensaio de MBC foi
realizado logo apos cada tratamento nos testes de REMA. A concentrag&o bactericida
minima foi considerada como aquela onde ndo houve crescimento visivel de col6nias
apds 48h de incubagdo. Caso observado crescimento bacteriano o composto foi

considerado bacteriostatico.
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E possivel observar para VA6 uma inibigdo gradativa no crescimento nas
primeiras 24 h. Apds 48 h, ha uma retomada no crescimento bacteriano, evidenciado
pelo surgimento e aumento das colbnias em todas as concentragdes. No caso de VA8
e VA7, as primeiras 24h de incubagédo ja foram suficientes para o crescimento de
Xanthomonas, ndo sendo observada uma inibicdo completa. Para VA5, ha uma
grande inibigdo apenas na concentragdo de 400 ug.mL" — assim como mostra a taxa
de inibigao celular no teste de REMA — nas primeiras 24h de incubacéo. Apos as 48h,

a bactéria retomou seu crescimento (Figura 8).

Figura 6 — Crescimento de Xanthomonas citri subps. citri em meio NYG, em ftriplicata, apos
incubacdo de 24h e 48h. As células passaram previamente pelo tratamento com os
compostos (VA5: VA7: VA6 e VA8) no ensaio de REMA.

VAS VA7 VAS VA7

400 pg.mlL'

200 pg.mL'

100 pgml. !

50 pg.mL’

25 pg.ml’

12.5 pg.mlL’

6.25 pg.mL”

3.125 pgmL’

24h 48h
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100 ug.mL*

50 pgml*

3.125 ugml’

Visto que todos os compostos, apds 48h de incubacdo, ndo foram capazes de
inibir completamente o desenvolvimento da bactéria, todos ésteres que exibiram
inibicao no teste de REMA foram considerados bacteriostaticos nas concentragdes
testadas (Tabela 3)

3.4  Timol e Carvarol foram ativos contra Xanthomonas citri subsp. citri

Os compostos constituintes de 6leos essenciais foram testados afim de
avaliar sua agao antimicrobiana contra Xanthomonas citri subsp. citri (Xac). Os
isdbmeros Timol e Carvacrol apresentaram atividade contra Xac (Figura 8) enquanto o

Linalol nao foi efetivo nas concentracdes testadas.
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Figura 7 - Porcentagem de células de Xanthomonas citri subp. citri inibidas nas diferentes
concentragdes testadas para (A) Timol e (B) Carvacrol. O controle de veiculo (CV) foi
realizado com etanol 1% (v/v) e o controle positivo (CP) com canamicina (20 ug.mL™"). As
linhas indicam o desvio padrao entre as triplicatas realizadas.

A B
100+ 100+ -
N l l
60-
40
S 204 :
0l—v— . . .

H O 9 ©
2 2 °

Inibigao Celular (%)
N
<

Inibigao Celular (%)

o

e 5D 0B S SSSRAD
R o Q@@Cg 3 ,5'.3'63'0""""&’19@60

Concentragao (ug/mL) Concentragao (ug/mL)

A Clso e a Clop para os compostos ativos estdao apresentadas na Tabela 4. A
Clgo para o Carvacrol foi calculada como 100 ug.mL', enquanto que para o Timol a
Clgo foi de 118 ug.mL™" frente a Xac (Figura 9). Nao observamos uma dose reposta
clara para o compostos, uma vez que ha um aumento abrupto na inibicdo a partir de
50 ug.mL™". Os terpendides como Timol e Carvacrol, sdo compostos que passam por
modificagdes enzimaticas que adicionam moleculas de oxigénio e movem ou
removem grupos metila dos terpenos, no metabolismo vegetal e tais grupos parecem
ter importancia na atividade microbiana de ambos compostos. Timol possui uma
estrutura muito similar ao Carvacrol e os grupos hidroxila parecem estar envolvidas
em sua atividade microbiana e o0 modo de acdo parace ser similar para estes
terpendides (HYLDGAARD et al., 2012). No estudo de Kotan et al. (2010), as
concentracdes inibitorias minimas para Carvacrol e Timol foram avaliadas pelo
método de difusdo em &agar, contra véarias espécies do género Xanthomonas. O
composto carvacrol mostrou uma concentragéo inibitoria de 15,63 ug.mL™"' para a
maioria das linhagens testadas enquanto o Timol exibiu uma MIC de 20 pyg.mL™"
porém neste estudo nenhuma linhagem de Xac foi avaliada. Em nosso trabalho, as
concentragdes inibitorias definidas pelo método de REMA foram mais elevadas se
comparadas as avaliadas por Kotan et al. (2010) contra outras espécies de
Xanthomonas, fato que pode ser devido a uma diferengca na sensibilidade dos
métodos utilizados, ja que no REMA a indicagdo de inibigdo celular € obtida a partir
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da flourenscéncia mesurada pela oxidagdo da resazurina no metabolismo celular e
nao depende da formagédo de um halo de inibicado (como no método de difuséo por
agar). Outro fator envolvido pode estar relacionado com uma maior resisténcia de Xac

frente aos compostos.

3.5 Timol e Carvacrol possuem atividade bactericida contra Xanthomonas citri
subps. citri

A atividade bactericida ou bacteriostatica frente a Xanthomonas citri subsp. citri
foi definida pelo ensaio de MBC. Para ambos os compostos, foi constatado uma
atividade bactericida a partir de 200 ug.mL"' (Tabela 4) (Figura 10) apdés uma
incubacao de 48h. No periodo de 24h de crescimento, Carvacrol e Timol mostram-se
bacteriostaticos em 100 ug.mL-', uma vez que ha inibigdo no crescimento das col6nias
nas primeiras horas de incubagao, porém o desenvolvimento ocorre normalmente
apods as 48h. Na Clgo as células de Xac que restam parecem ser capazes de retomar
seu desenvolvimento normalmente e em concentragdes mais altas, ocorre a completa

inibicao.

Tabela 4 — Atividade anti-Xanthomonas citri para os compostos Linalol, Timol e Carvacrol.

Composto Clso Clso MBC (48h) Acao
Linalol - - - Sem atividade
Timol 77 yg.mL™ 118 pg.mL™’ 200 pg.mL™ Bactericida

Carvacrol 55 ug.mL™" 100 pg.mL™ 200 pg.mL™ Bactericida

Clso : concentragéao inibitéria para 50% da células
Cloo : concentragéo inibitéria paa 90% da células

MBC (48 h): concentragéo bactericida/bacteriostatica apos 48 h de incubagao
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Figura 9 - Curva de inibigdo do crescimento celular de Xanthomonas citri subsp. citri pelos
compostos (A) Timol e (B) Carvacrol. O ajuste da curva foi realizado pela fungéo logistica IC(x)
= A2 + (A1-A2)/(1 + (x/x0)*p) para a obtengéo dos valores tedricos das concentragdes inibitorias
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Figura 8 - Crescimento de Xanthomonas citri subps. citri em meio NYG, em triplicata, apos
incubacdo de 24h e 48h. As células passaram previamente pelo tratamento com os
compostos Carvacrol e Timol, em diferentes concentragdes, no ensaio de REMA.

Carvacrol

400 pg.mL"

200 pg.mL’

100 pg.mL"'

50 pg.mL"

25 pg.mL"’

12.50 pg.mL"'

6.25 pg.mL"’

3.125 pg.mL"'

48h

24h
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Timol

400 pg.mL"*

200 pg.mL"’

100 pg.mL'

50 ug.mL"'

25 pg.mL"!

12.50 pg.mL"'

6.25 ug.mL"'

3.125 pyg.mL"'

24h 48h

3.6 Investigando o modo de acao de Timol e Carvacrol contra Xanthomonas citri

subsp. citri

3.6.1 Nao ha ativagédo da resposta SOS em Pseudomonas aeruginosa PAO1 pelos
compostos Timol e Carvacrol

Nos ensaios realizados para verificar danos ao DNA bacteriano potencialmente
provocados pelos compostos Timol e Carvacrol, foi observado que ndao houve uma
inducdo na resposta SOS. E possivel observar na Figura 11 que ha ativagdo do
sistema de reparo no controle positivo realizado com o antibiético Ciprofloxacina ao
decorrer do tempo, o que é evidenciado pelo aumento de luminescéncia, fato que nao
ocorreu com nenhum dos compostos testados, corroborando com o controle negativo
(sem tratamento algum). Isso sugere que n&o ocorrem alteragdes genéticas ou danos
ao DNA causados pela atuagado de ambos compostos, uma vez que a luminescéncia

aferida nos tratamentos — o que indica a expressao da proteina luciferase, que, por
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sua vez, reporta a ativagdo do gene recA envolvido diretamente na resposta SOS —
nao teve aumento.

Figura 10 — Relag&o entre a emiss&o de luminescéncia e o crescimento celular, indicada pelas
barras (Lum/D.0O.s00), do mutante PrecA-lux de Pseudomonas aeruginosa PAO1 apds contato
com os compostos (A) Timol e (B) Carvacrol na Clg. A Ciprofloxacina (CIP) foi usada como
controle positivo. O controle negativo (CN) n&o possui nenhum tratamento com
antimicrobianos. A linhas pontilhadas indicam o crescimento bacteriano pela densidade optica
(D.0O.600) durante o difentes tempos de contato (h) com os compostos.
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3.6.2 Microscopia Celular

3.6.2.1 Os compostos Timol e Carvacrol ndo alteram a morfolégia de Xanthomonas

citri subsp. citri

Nas analises morfolégicas por contraste de fase das células de Xanthomonas
citri subsp. citri, optamos por seguir com os compostos Carvacrol e Timol, pois
mostraram uma maior inibigao nos testes anteriores. Os tratamentos foram realizados
na Clgo dos compostos e o controle negativo (sem tratamento). Uma média de 100
células em diferentes campos da lamina foi mensurada quanto a seu comprimento
(Tabela 5). Nao foi possivel observar diferengas com relagado ao controle negativo e
as células apresentaram medidas dentro do comprimento celular médio para a
espécie (de 1,5 a 1,8 ym) (Figura 10). Outras caracteristicas relacionadas ao
comprimento médio mensurado como alongamento das células ou caracteristicas
morfologicas, como varias células ainda ligadas sem constricdo completa, podem
sugerir alteragdes na divisao celular e/ou segregacgao. Tais caracteristicas ndo foram
encontradas nos testes. Estes resultados, aliados as evidéncias de que os compostos
nao ativam o sistema de repostas SOS no modelo estudado, indicam que os alvos de
atuagao dos compostos possivelmente ndo se relacionam com a diviséo e segregagao
celular. Algumas evidéncias apontam para a agdo dos compostos Timol e Carvacrol
nas membranas celulares (HYLDGAARD et al., 2012), porém nenhum trabalho foi

relatado para a espécie Xac com relacdo ao modo de acdo dos compostos.

Tabela 5 - Comprimento celular médio (um) de Xanthomonas citri subsp. citri nos tratamentos
com Carvacrol e Timol na Clg. Os tempos de incubagio foram de 15 e 30 minutos e o desvio

padrao entre as repeticdes é indicado ().

Comprimento celular médio (um) (n = 200)

15 minutos 30 minutos
Controle negativo 1,59+ 0,35 1,48 £ 0,39
Carvacrol 1,61 +0,36 1.59+0,43

Timol 1,84 £ 0,35 1.61+0,34
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Figura 11 - Morfologia celular de Xanthomonas citri subsp. citri apés 15 e 30 minutos de
contato com os compostos Carvacrol e Timol nas concentragdes definidas como Clg. E
possivel observar o processo de divisdo celular ocorrendo nas células tratadas com os
compostos (setas). O controle negativo (CN) ndo recebeu qualquer tipo de tratamento.
Aumento 100x.

15 min.

30 min.

3.6.2.2 Timol e Carvacrol atuam na permeabilizacdo da membrana celular de

Xanthomonas citri subsp. citri

Os compostos Timol e Carvacrol ndo apresentaram acdo na ativacao do
sistema de reposta SOS (item 3.6.1) e na alteragao morfolégica das células de Xac
(item 3.6.2.1), sugerindo que a principal acdo de ambos, nao esté relacionada com
alteragbes na divisdo/segregacao celular ou provocando danos no DNA microbiano.
Quando as células tratadas com os compostos em sua ICg foram avaliadas quanto a
acao na permeabilizacdo da membrana de Xac, foi possivel identificar que ocorreram
perturbacdes a partir de 15 minutos de contato com os compostos (Tabela 6 e Figura
12).

]
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Tabela 6 — Porcentagem de células de Xanthomonas citri subsp. citri com a membrana
permeabilizada. Timol e Carvacrol foram testadas em sua ICg € n = 200 células foram
avaliadas em cada experimento. Controle negativo: células nao tratadas e Controle positivo:
células exposta a temperatura elevada (55 °C)

Tratamento
Controle Controle
. . N Timol Carvacrol
Tempo (min) Negativo Positivo
15 16,7 £ 0,94 - 87,62 + 0,91 70,27 + 0,31

30 - 100 90,37 + 5,09 84,49 +0,75
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Figura 12 — Permeabilidade da membrana celular de Xanthomonas citri subps. citri. O controle
negativo (CN) ndo recebeu nenhum tipo de tratamento. Como controle positivo (CP) as células
foram incubadas durante 30 minutos a 55 °C. Os tratamentos com Timol e Carvacrol ocorreram
na Clgo com tempo de contato de 15 minutos (TIM 15 e CAR 15, respectivamente) e 30 minutos
(TIM 30 e CAR 30, respectivamente). Em azul, células com a membrana intacta coradas pelo
coante DAPI. Em vermelho, células as quais a membrana foi perturbada, permitindo a entrada
do corante iodeto de propideo, indicando morte celular.
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Espera-se que a atuacdo de compostos fendlicos, como Timol e Carvacrol,
cause danos estruturais e funcionais as membranas plasmaticas (SIKKEMA et al.,
1995). O modo de agao primario do Timol ainda ndo esta completamente elucidado,
porém existem evidéncias de que atue na disrup¢do da membrana interna — causando
perda do potencial de membrana e integrando-se na regido das cabecgas polares da
bicamada lipidica - e na interagdo com proteinas de membrana e alvos intracelulares
(HYLDGAARD et al.,, 2012). Carvacrol parece ter uma atuacdo similar, tendo a
capacidade de se posicionar entre os lipideos da membrana e aumentar a
permeabilidade, afetando a fluidez da membrana (DI PASQUA et al., 2007;
HYLDGAARD et al., 2012). Nos bioensaios de microscopia celular, o mecanismo de
acao sobre as membranas celulares foi constatado para ambos compostos também
em Xanthomonas citri subsp. citri, ndo havendo evidéncias da agdo em alvos

intracelulares envolvidos na divisdo/segregagéao celular neste caso.

3.7 Os compostos Timol e Carvacrol atuam sobre a germinacao de Lactuca

sativa em concentragées maiores do que a Clgo

Os terpendides nado apresentam diferencas, frente ao controle, quanto ao
numero de sementes de alface (Lactuca sativa) germinadas, até a concentracao de
100 pg.mL' — préxima das concentragdes definidas como Clgy para ambos
compostos. Uma pequena redugao no indice de germinagéo (por volta de 15%) ja
pode ser identificada para Timol e Carvacrol a partir da concentragdo de 50 pug.mL™".
Isso se deve ao fato de que, apesar do numero de sementes germinadas ter se
mantido indiferente entre eles, e com relagdo ao controle, houveram pequenas
diferengas no comprimento das raizes. Para o caso do Timol, o indice de germinagéo
teve uma grande queda (cerca da metade) na concentragdo de 100 pug.mL". Isto
ocorreu devido a uma diminuigdo no comprimento das raizes, causada pela presenca
do composto, apesar do numero de sementes germinadas ter se mantido. A partir de
150 pg.mL"' (concentragdo proxima daquela definida como bactericida para Timol e
Carvacrol) ndo houveram sementes germinadas, o que leva o indice de germinagao
a zero (Figura 14).

Muitos 6leos essenciais e seus constituintes parecem possuir algum grau de
fitotocixidade e influéncia na germinagao de muitas plantas (AMRI et al., 2013) devido

seus efeito alelopaticos, uma vez que muitos componentes dos 6leos podem estar
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relacionados com mecanimos de defesa/competicdo na planta. A fitotoxicidade foi

evidenciado pelos testes em Lactuca sativa neste bioensaio.

Figura 13 - indice de germinagéo para as sementes de Lactuca sativa tratadas com (A) Timol
e (B) Carvacrol.
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3.8 Timol e Carvacrol nao atuam na prote¢ao contra o cancro citrico

O composto a base de cobre, Difere®, foi capaz de inibir a colonizagéo das
folhas de Citrus sinensis pela bacteria Xanthomonas citri subps. citri, atuando na
protecdo das plantas. Tal efeito protetivo é evidenciado por uma redugdo no
percentual de folhas sintomaticas em relagao ao controle negativo nao tratado (Figura
15). No caso dos compostos Timol e Carvacrol, ndo ocorreu redugao nos sintomas do
cancro citrico nas concentracdes testadas (10X Clgo) (Figura 16), com o percentual de
folhas sintomaticas se mantendo semelhante ao dos controles sem tratamento. Além
disso, algumas folhas apresentaram manchas ap6s o contato com Carvacrol.

A aplicagdo de compostos cupricos é ainda essencial no manejo do cancro
citrico como forma de prevencao a doencga. A aplicacao € realizada durante os meses
da primavera e verdo, quando as condi¢cdes climaticas sdo mais favoraveis para
infeccdo por Xac, e ocorre a presenga de tecido vegetal jovem com o crescimento das
plantas (FERENCE et al., 2018). O cobre age reduzindo a expansao do indculo do
microrganismo nos brotos imaturos e protege a superficie de frutos e folhas da
infeccao ((BEHLAU et al., 2008; BEHLAU et al., 2010). As formulagdes mais utilizadas
sdo aquelas que possuem cobre na forma insoluvel ou fixada como hidroxido de

cobre, oxicloreto de coreto (no caso do Difere®) e 6xido de cobre. A fitotoxicidade é
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reduzida, pois acredita-se que ocorra uma liberacdo lenta dos ions de cobre nestas
formas, atigindo um efeito residual que auxila na protegédo a meédio prazo (FERENCE
et al., 2018). Além disso, o tratamento das plantas com formulagdes contendo cobre
insoluvel/fixado confere a formacao de um filme protetivo na superficie das folhas,
aliado com a liberacido lenta dos ions, atua como uma protegao fisica e quimica,
impedindo a entrada de Xac nos tecidos susceptiveis e diminuindo a quantidade de
indculo por seu efeito bactericida (GRAHAM et al., 2010; FERENCE et al., 2018). Por
conta da formulagéo e, principalmente sua protecao fisica, o cobre ainda € muito
eficiente no manejo do cancro. Os compostos Timol e Carvacrol, apesar de
apresentarem uma agao bactericida contra Xac nos testes in vitro, quando aplicados
nas plantas em uma concentracdo cinco vezes maior do que a definida como
bactericida, ndo foram capazes de proteger as folhas da infeccdo por Xac. Tal
ineficiéncia na protecao pode estar relacionada com o modo de aplicacdo destes
compostos, sem nenhuma formulacao especifica, que pode ter acarretado em uma
perda dos agentes na superficie das folhas e, consequentemente, efeito reduzido
sobre o inoculo de Xac. Alguns trabalhos reportam o sucesso do uso de Timol e
Carvacrol na protegdo de alimentos (GUARDA et al, 2011; HERNANDEZ-
HERNANDEZ et al., 2014), ou ainda para o uso na aquicultura (TOMAZELLI JUNIOR
et al., 2018), através da microencapsulagao dos compostos para a formagao de filmes
e para liberagdo lenta e especifica dos agentes antimicrobianos. Ainda, o uso dos
compostos juntos em uma mesma formulagdo, mostra um efeito sinérgico em sua
acgao antimicrobiana (GUARDA et al., 2011). A lenta liberagao do Timol e Carvacrol é
interessante para reduzir os danos causados as folhas (como no caso do Carvacrol)
e propiciar uma atividade residual, uma vez que existem evidencias de que tais
compostos possuem atividade bactericida contra Xac. Além disso, a formacéo de uma
camada/filme nas folhas é um fator protetivo importante que atua como barreira fisica
para a entrada do inoculo de Xanthomonas. Apesar da alta concentragao e do efeito
protetivo n&o ter sido evidenciado pelos bioensaios realizados, considerando possivel
modificagdes quimicas na estrutura simples dos compostos naturais, a atividade pode
ser potencializada. O trabalho de (MORAO et al., 2018) desenvolvido por nosso grupo
de pesquisa, mostra como modificacdes simples em uma molécula natural pode
acarretar em um aumento na eficiéncia e espectro de acéo. Além disso, considerando
os fatores no desenvolvimento de formulagbes mais eficazes, Timol e Carvacrol

podem ser compostos interessantes para serem explorados no combate ao cancro, ja
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que sao ativos contra Xanthomonas e ja vém sendo utilizados como antimicrobianos

na protecéo de alimentos.

Figura 14 - Folhas de Citrus sinensis tratadas com Carvacrol (10X Clso). (A) Viséo adaxial das
folhas; (B) Visdo abaxial das folhas. E possivel observar a formagédo de manchas/lesées
causadas pelo contato do composto com as folhas.
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Figura 15 — Folhas sintomaticas nos testes protetivos. (A) Pecentual de folhas com sintomas
de cancro nas mudas de Citrus sinensis. O controle negativo foi realizado com aspersao de
agua e o oxicloreto de cobre utilizado comercialmente (Difere) como comparativo. Timol e
Carvacrol foram testados na concentragdo equivalente a 10x a ICg (1 mg.mL™"). No gréafico
letras iguais indicam que nao houve diferenga estatistica significativa entre os tratamentos (p
> 0.05). As barras indicam o desvio padréo entre as repeti¢cdes. (B) Folhas representativas do
numero de lesdes observadas nos ensaios.
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4, CONCLUSAO

Os hibridos de pirazinamida-chalcona sintetizados, apesar de apresentarem
potencial como antimicrobianos, ndo foram ativos contra Xanthomonas citri subsp.
citri. No caso do vanilatos, a agao anti-Xac foi identificada para os ésteres a partir de
cinco até oito carbonos na cadeia lateral, porém todos os compostos ativos
apresentaram baixa atividade e de ag¢ao bacteriostatica. Para os constituintes dos
Oleos essenciais, Timol e Carvacrol mostraram-se promissores exibindo ag&do anti-
Xac. Tais compostos apresentaram uma atividade de permeabilizagdo da membana
bacteriana e baixa fitotoxicidade na Clgo. Entretanto, os testes protetivos nao
evidenciaram o potencial de uso de Timol e Carvacrol por aspersao diretamente nas
plantas, ja que n&o houve efetividade na protegdo contra o cancro quando
comparados ao produto comercial a base de cobre.
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RESUMO

De acordo com a mais recente legislagdo, publicado em 2018, areas ou estados do
Brasil onde o cancro citrico é endémico ndo sdo mais obrigados a erradicar os citros
afetados pela doengca como nos ultimos 60 anos. Em vez disso, os produtores tém
que adotar um conjunto de medidas de controle, como sprays de cobre, uso de
quebra-vento, controle da larva minadora do citros, para minimizar o impacto da
doenca na qualidade e produtividade dos frutos. Outra mudancga importante foi que
todas as frutas frescas comercializadas fora do estado de origem e para outros paises
tém que ser higienizadas com hipoclorito de sédio contra a bactéria causadora de
cancro Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri). O hipoclorito de sédio (NaOCI) é o unico
produto permitido no Brasil pela referida legislacéo. Apesar de eficaz, pode danificar
a pele dos frutos, causar corrosdo nos equipamentos da casa de embalagem e reagir
com a matéria organica, que gera subprodutos nocivos. No presente trabalho,
avaliamos um produto alternativo ao NaOCI conhecido como PosFruit. O PosFruit é
uma formulacdo composta por acidos orgénicos e 6leos essenciais a base de
vegetais, que foram inicialmente desenvolvidos para serem utilizados como fortificante
de plantas. Nés mostramos que o PosFruit foi tdo eficaz quanto o NaOCI para eliminar
o X. citri de frutas citricas contaminadas artificialmente com a bactéria. Em uma linha
de sanitizagao piloto, o tratamento com 2% de PFruit reduziu a populagao de X. citri
em frutos contaminados em 4 log10 UFC / mL. Por fim, ndo detectamos resisténcia
natural de X. citri a PosFruit nem a persisténcia da bactéria apds exposi¢cao
progressiva ao produto, o que indica que o produto possui agao multialvos. O PosFruit
€ uma alternativa adequada ao NaOCI para desinfeccédo pos-colheita de citros contra
X. citri.

Palavras-chave: Cancro citrico. Fruta fresca. Sanitizagao.
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ABSTRACT

According to the most recent regulation, published in 2018, areas or states of Brazil
where citrus canker is endemic are no longer obliged to eradicate citrus trees affected
by the disease as in the past 60 years. Instead, growers have to adopt a set of control
measures, such as copper sprays, windbreaks, control of the citrus leaf miner to
minimize the impact of the disease on fruit quality and yield. Another important change
was that all fresh fruit commercialized out of the state of origin and to other countries
have to be sanitized with sodium hypochlorite against the canker-causing bacterium
Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri). Sodium hypochlorite (NaOCI) is the only
product allowed in Brazil by the referred legislation. Although effective, it may damage
fruit skin, cause corrosion of packing house equipment and react with organic matter,
which generates noxious byproducts. Here, we evaluated an alternative product to
NaOCI known as PosFruit. PosFruit is a formulation composed of organic acids and
essential vegetable-based oils, which had been initially developed to be used as a
plant fortifier. We show that PosFruit was as effective as NaOCI to eliminate X. citri
from citrus fruit artificially contaminated with the bacterium. In a pilot sanitization line,
treatment with 2% PosFruit reduced the X. citri population on contaminated fruit by 4
log1o CFU/mL. Finally, we did not detect natural resistance of X. citri to PosFruit nor
the persistence of the bacterium following progressive exposure to the product, which
indicate that the product has multi-target action. PosFruit is a suitable alternative to
NaOCI for post-harvest disinfection of citrus fruit against X. citri.

Keywords: Citrus canker. fresh fruit. Sanitization.
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1. INTRODUCTION

The most profitable market within the citrus business is that of the fresh fruit,
which has a higher aggregated value compared to fruit used for the production of juice.
However, there are important limitations to be addressed concerning the quality of the
fruit, which is constantly threatened by diseases and insects. Amongst them, a great
focus has been given to citrus canker, a disease caused by the Gram-negative
bacterium Xanthomonas citri subsp. citri (X. citri). Citrus canker affects all the
commercial citrus cultivars at different levels, and the only viable option to control the
disease is to apply concomitantly a set of agricultural management measures
(GOTTWALD et al., 2002; FERENCE et al., 2018). This disease has a great dispersion
potential through the combined action of wind and rain. It can also be introduced into
new areas by contaminated vegetal parts and fruit. Therefore, the post-harvest
sanitization of citrus fruit before their distribution is extremely important to avoid the
dissemination of the pathogen.

Based on the most recent Brazilian regulation, known as Normative Instruction
21 (IN21), published by the Ministry of Agriculture Livestock and Supply (MAPA) on
April 25th, 2018 (Brazil, 2018), areas or states where citrus canker is endemic are no
longer obliged to eradicate canker-affected or suspect trees as before (Behlau et al.,
2016). Instead, growers have to adopt a set of control measures, such as copper
sprays, windbreaks, control of the citrus leaf miner to minimize the impact of the
disease on fruit quality and yield. Another important change was that all fresh fruit
commercialized out of the state of origin and to other countries have to be sanitized
with sodium hypochlorite. Upon arrival in the packing house, fruit harvested from
orchards where citrus canker is present should be immersed in a 200 ppm (0,2% v/v)
sodium hypochlorite solution at pH 7.0 for 2 minutes.

Sodium hypochlorite is the only product allowed in Brazil by the referred
legislation. That is likely due to a high number of studies that demonstrate its efficacy
and low cost. Although it is considered generally safe and has been used for nearly a
century as a disinfectant for water supplies (MISHRA et al., 2018), sodium hypochlorite
has some important disadvantages. The chlorine dissociated from sodium hypochlorite
is a volatile element that loses its effectiveness upon binding to the organic matter,
which makes necessary to constantly adjust its concentration in solution (topping off)

during the sanitization process. Moreover, chlorine is corrosive to industrial equipment
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and may also damage the fruit skin. Chlorine-based products are not friendly to the
environment and to packing-house workers as it can cause injuries to eyes and skin
(MORETTI, 2007; GIL et al., 2009; MISHRA et al., 2018). Finally, some concerns are
associated with the use of hypochlorite solutions as they may result in the formation of
trihalomethanes that are considered carcinogens, as well as other byproducts due to
its reaction with the organic matter (RICHARDSON et al., 2000). Therefore, some
European countries have already imposed restrictions for the use of chlorine-based
disinfectants of fruit and vegetables (European Union Commission of Health and Food
Safety).

Although the Brazilian legislation has pointed sodium hypochlorite as the only
bactericide for post-harvest sanitization of citrus fruit, it also allows the recognition of
alternative fruit disinfectants, provided that their efficacy and safety are scientifically
demonstrated. A number of sanitizing products are known and allowed to be safely
used in other countries. For instance, in the United States, the Food and Drug
Administration (FDA) approved the use of chlorine dioxide, hydrogen peroxide,
peracetic acid and ozone, beyond sodium hypochlorite, for the sanitization of fruit and
vegetables in post-harvest. In addition, several studies have suggested the use of
formulations containing essential oils as sanitizers due to their antimicrobial potential
(LIS et al., 2017; SAKKAS & PAPADOPOULOU, 2017; UMA et al., 2017; ZHAO et al.,
2017).

Thus, in this work we evaluated the use of a formulation of essential oils and
organic acids known as PosFruit as a post-harvest sanitizer of citrus fruit as an
alternative to sodium hypochlorite. We showed that PosFruit has bactericidal action
against X. citri, and it is as effective as sodium hypochlorite to sanitize citrus fruit
artificially contaminated with X. citri. Using an pilot processing line, we also
demonstrated that PosFruit is able to reduce the X. citri population on contaminated
fruit by 4 log1o in CFU/mL.
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2. MATERIAL AND METHODS

2.1 Sanitizing agents

The agricultural adjuvant PosFruit (Arvensis; Zaragoza, Spain) was evaluated
as a sanitizer of citrus fruit against X. citri. According to the manufacturer, PosFruit is
a mixture of organic acids and vegetable oils. The formulation was obtained from
Aurora Agroespecialidades LTDA (Paulinia, Sdo Paulo — Brazil, Lot number 3690006).
Pluron 444A (Catanduva, Sdo Paulo, Brazil - Lot 2138), containing sodium
hypochlorite, was used as a positive control for fruit disinfection. All experiments were
performed from February to August 2018.

2.2  Bacterial strain and growth conditions

The X. citri strain used for the sanitization tests was the isolate 306 (IBSBF
1594) (SCHAAD et al., 2006). Before being exposed to the sanitizing agents, bacteria
were cultivated for 16 h in NYG/NYG-agar medium (nitrogen-yeast-glycerol: 5 g/L of
peptone, 3 g/L of yeast extract, 2% glycerol; for solid medium bacterial agar was added
to 15 g/L) at 29 °C.

2.3  Sensitivity assays

Bacterial liquid cultures had their Optical Densities (O.D. 600 nm) adjusted to
0.3 using fresh NYG medium. Subsequently, cell suspensions were diluted 100x with
fresh medium to make test cultures of 5 mL containing 106 CFU/mL. PosFruit was
added to the bacterial cultures at the final concentrations of 0.0625%, 0.125%, 0.25%,
0.5%, and 1% (v/v). As positive control, cells were exposed to Kanamycin at 20 pg/mL.
All treatments were kept at 29 °C for 4 hours and 200 rpm. After incubation, samples
of 100 pL of each treatment were diluted (10 to 108-fold) and spread onto NYG-agar
plates for CFU counting. The absence of growth after 72 h incubation indicated
bactericidal activity. The minimal inhibitory concentration (MIC) was defined as the
lowest concentration of the compound which completely prevented growth of X. citri.
Experiments were performed in triplicates, and repeated three times.
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2.4  Sanitizing tests

2.4.1 Preparation of the bacterial suspension and fruit

Bacteria were inoculated from plate in 250 mL Erlenmeyer flasks containing 100
mL of NYG and incubated at 29 °C under shaking (200 rpm) until cultures reached the
O.D. 600 nm of 0.3 (108 CFU/mL). After incubation, the cultures were centrifuged at
6000 xg for 7 minutes and the supernatant discarded. Cells were resuspended in
phosphate buffer (1X PBS; 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM Na:HPO4, 1.8 mM
KH2PO4; pH 7.4) and the O.D. 600 nm was again adjusted to 0.3. In this study we used
Tahiti limes (Citrus latifolia) taking into account its importance for the national and
international market of fresh fruit and also for being smaller and easier to manipulate
than other citrus fruit. The limes had approximately 5 cm in diameter measured in the

cross-section perpendicular to the longer axis of the fruit.

2.4.2 Evaluation of PosFruit as a sanitizer

Before being exposed to the bactericides, fruit were washed with 5% Wash Fruit
33 soap (Arua, Matao, Brazil), in order to remove dust and debris from the field. After
washing, fruit were dried overnight at room temperature. A total of 15 Tahiti limes,
divided in 5 groups (replicates) were spray-contaminated until the run-off point using
the X. citri cell suspension mentioned in 2.4.1, and let to dry at room temperature (~21
°C) for approximately 6 h. PosFruit was assessed at 1%, 2% and 5% by spraying the
fruit with a handgun sprayer until the run-off point. The fruit were exposed to the
product for 2 minutes, followed by the removal of the excess using an air drier (without
heat) for 30 seconds. Sodium hypochlorite at 0.2% and 1X PBS were used as positive

and negative controls, respectively, in place of PosFruit.
2.4.3 Efficacy of PosFruit in a pilot packing line
Fruit used in these tests were not pre-washed before passing through the

automated sanitization line. During the process, fruit were sprayed with PosFruit at 2%
in water (v/v), and exposed to the product for 2 minutes. Fruit washed with tap water
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only were used as negative control. For each treatment, 15 limes, divided into 5 groups
of 3 limes each (replicates), were labeled using a permanent marker for identification,
contaminated with X. citri as described in section 2.4.2, and then mixed with other limes
added to give flow of fruit throughout the sanitizing line. Each of the five repetitions
passed through the sanitizing line separately. Marked fruit were collected at the end of

the line and allowed to dry at room temperature

2.4.4 Assessment of the sanitization efficiency

After the treatments, fruit were placed into plastic bags and washed manually
using 100 mL of 1X PBS during 5 minutes. The washes were collected in 50 mL
polypropylene tubes and centrifuged at 6000 xg for 7 minutes and the supernatant
discarded. Cells were resuspended in 3 mL of 1X PBS and 100 pyL were spread onto
semi-selective MGY-KCC medium (16 pg/mL Kasugamycin, 16 pg/mL Cephalexin,
and 50 pg/mL Cycloheximide) (BEHLAU et al., 2012). Colony growth was evaluated
after 72 h of incubation at 29 °C. To confirm the identity of X. citri colonies we performed
diagnostic PCR following the procedure described by COLETTA-FILHO et al. (2006).

25 Induction of X. citri resistance

The probability that X. citri developed resistance against PosFruit was evaluated
as previously described (OZ et al., 2014), with modifications. Starting cultures of 5 mL
at 10® CFU/mL were exposed to PosFruit at 1x/8 of the MIC (MIC= 0.125%; section
3.1) and incubated for 24 h at 29 °C and 200 rpm. Following, 100 pL of the bacterial
suspension were plated on NYG-agar and incubated for 72 h at 29 °C for CFU
counting. This process was repeated until the maximum concentration of PosFruit
reached 4x the MIC. In each step, 500 uL of the previous culture were used as inocula
and transferred to fresh 5 mL cultures (identical to the starting cultures) Experiments
were conducted in triplicates, and repeated three times.

2.6 Assessment of X. citri persistence
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Firstly, X. citri was inoculated into 5 mL of NYG to a final concentration of 108
CFU/mL, followed by the addition of PosFruit at 0.9x the MIC (MIC= 0.125%; section
3.1). The bacterial suspension was exposed to the product for 4 h at 29 °C under
shaking (200 rpm). After incubation, 100 uL of the liquid culture were spread onto NYG-
agar for the recovery of X. citri. Colonies that were able to grow were inoculated into
fresh liquid NYG medium, now containing PosFruit at 1x the MIC, and incubated as
before. Aliquots of 100 uL were spread onto solid media following exposure to the
product for 4 h, 4.5 h (half an hour beyond the incubation period used to define the
MIC) and 24 h. Plates were incubated for up to 72 h before assessing the recovery of
persistent colonies of X. citri.

3. RESULTS

3.1 PosFruit has bactericidal action against X. citri

The efficacy of PosFruit to inhibit growth of X. citri was evaluated by exposing
bacterial cultures to various dilutions of the product prepared directly into the culture
medium. PosFruit was able to inhibit X. citri growth in liquid medium at 0.125% after 4
h of exposure. In addition, no colonies from this treatment were recovered after plating
samples of the cultures on NYG-agar (Fig. 1, C). These results were similar to the
positive control, kanamycin, which has bactericidal action against X. citri at 20 ug/mL
(Fig. 1, B). By decreasing the concentration of PosFruit to 0.06%, there was still a
significant inhibition of bacterial growth reflected as a reduced cell turbidity in the
culture (not shown). However, upon plating samples of this culture on solid medium, a
significant amount of X. citri colonies were able to grow (Fig. 1, compare D with our
negative and positive controls, A and B, respectively). Based on that, 0.125% was

defined as the Minimal Inhibitory Concentration (MIC) of PosFruit against X. citri.
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Figure.1.- Sensitivity of X. citri to PosFruit. Bacterial suspention was exposed to different
concentrations of PosFruit for a period of 4 h and plated on NYG-agar after serial dilutions (from
10" to 10°®) for CFU counting. A) negative control (sterilized tap water); B) 20 [1g/mL kanamycin;
C) 0.0625% PosFruit, and D) 0.125% PosFruit.

3.2 PosFruit was efficient to sanitize X. citri under laboratory conditions

The efficiency of PosFruit to sanitize Tahiti limes was evaluated by artificially
contaminating fruit with X. citri followed by their exposure for 2 minutes to three
concentrations of the product (Fig. 2). Treatments with PosFruit at 1% showed a
reduction of approximately 2 log1o in the number of X. citri CFU/mL recovered on agar
plates (Fig. 2; compare panels A-1 and A-3; B). By further increasing the concentration
of the product to 2% we detected a reduction of 3 logio in the number of recovered
CFU/mL. At this concentration the efficacy of PosFruit was comparable to sodium
hypochlorite at 0.2% used as the positive control (Fig. 2; compare panels A-1, A-2, and
A-4; B). Besides some typical X. citri colonies, other yellowish epiphytic bacteria were
also recovered after fruit sanitization with PosFruit at 2% (Fig. 2, A-4). These
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contaminants were disregarded for being false positive colonies based on PCR
analysis for X. citri. Finally, exposure of Tahiti limes to PosFruit at 5% completely
eliminated all the bacteria, as no colonies could be recovered on NYG-agar plates (Fig.
2, A-5).
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Figure 2.- Efficiency of PosFruit as a sanitizer of Tahiti limes against X. citri under laboratory
conditions. Tahiti limes were spray-contaminated with X. citri and then manually exposed to 1, 2 and
5% PosFruit for 2 min. Following treatment, limes were washed and the recovery of X. citri was assessed
on MGY-KCC agar plates after 72 h. (A) Recovery of X. citri on agar plates: 1, 1X PBS (negative control);
2, 0.2% sodium hypochlorite (NaOCI) (positive control); 3, 1% PosFruit; 4, 2% PosFruit; 5, 5% PosFruit.
(B) X. citri recovered after treatment as logio colony forming units (CFU)/mL. Whiskers indicate the
standard error of the mean of three independent experiments

A

log CFU.mL"

r

1X 0.2% 2 min 1% 2 min 2% 2 min 5% 2 min
PBS hypochlorite

PosFruit
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3.3 PosFruit was efficient to sanitize X. citri in a packing line

The efficiency of 2% PosFruit to sanitize Tahiti limes against X. citri was
subsequently evaluated using a pilot processing line (Fig. 3, A). Untreated control fruit,
washed with water only, led to the recovery of 4 log1o CFU/mL (Fig. 3, B, and C-1, red
circles). The identity of X. citri isolates was checked by PCR. A substantial amount of
non-X. citri colonies was also recovered, and this was probably due to the fact that
limes were washed only with tap water (not soap) before PosFruit application.
However, when fruit were exposed to PosFruit at 2% using the pilot processing line,
we observed a complete elimination of X. citri (Fig. 3, B, and C-2). Therefore, the
reduction of the X. citri population on fruit exposed to this treatment was equivalent to
4 log1o CFU/mL when compared with the untreated fruit.
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Fig. 3. Efficiency of PosFruit as a sanitizer of Tahiti limes against X. citri in a pilot
processing line. Marked fruit were contaminated with X. citri, and loaded on the pilot line (A): 1,
fruit drop point; 2, rollers; 3, water spray lines; 4, product (PosFruit) spray line, and 5, fruit collection
point. Following treatment with PosFrui at 2% for 2 min, limes were washed and the recovery of
X. citri was assessed on MGY-KCC agar plates after 72 h. B) X. citri recovered after treatment as
log1o colony forming units (CFU)/mL. Tap water was used as negative control. Whiskers indicate
the standard error of the mean of three independent experiments. C) Plates from a representative
experiment: 1) negative control, limes washed with water only (X. citri colonies are labeled using
red circles), and 2) plate inoculated with washes from limes exposed to PosFruit at 2

log CFU.mL-

Water Posi=ruit

34 Resistance and persistence of X. citri against PosFruit

X. citri cells were exposed to PosFruit at the MIC (0.125%) for 4 h, 4.5 h, and
24 h, before culture samples were spread onto NYG-agar in order to allow growth of

persistent colonies. After several attempts, no colonies could be recovered, which
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indicated that X. citri is not able to persist the treatment with PosFruit. Additionally, to
check if and how likely natural resistant cells could be isolated, we prepared serial
dilutions of X. citri cultures and plated them on NYG-agar containing PosFruit at the
MIC. Plates were incubated for up to a week under standard cultivation conditions, and
again, no bacterial colonies could be detected.

A final approach to detect resistance to PosFruit was to expose X. citri to
increasing concentrations of the product, starting from a sub-lethal concentration and
increasing up to as high as fourfold the MIC (Table 1). The rationale was to test if the
product can induce genetic alteration in the course of increasing concentrations, and
that could lead to PosFruit resistance. The experiment was initiated by exposing X. citri
to 1x/8 of the MIC (day 1). After 24 h of incubation, culture samples were spread onto
NYG-agar, and as a result, we detected colonies in 3 out of 3 trials after 48 h of plate
incubation (Table 1, day 1). Fractions of the starting cultures (day 1, after 24 h
incubation) were used as inocula to prepare the subsequent cultures in which the
concentration of PosFruit was increased twofold (to 1x/4 of the MIC). Upon plating
samples of cultures collected on the second day, we detected growth in 2 out of 3
plates. However, when the concentration of the product reached half the MIC (1x/2),
bacterial growth was halted (Table 1, day 3). This process continued until the
concentration of PosFruit reached four times the MIC (13th day). Neither the increase
of cell turbidity in liquid cultures nor the growth of colonies on plate were detected from
the third day on. Altogether, these results show that PosFruit did not induce resistance

in X. citri.
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Table 1 — Resistance evaluation of X. citri treated with PorFruit. Cells were exposed to sub-lethal doses of the product which was
increased until fourfold the MIC. Bacterial was still able to develop in sub-lethal doses of 1/8x and 1/4x the MIC. Starting at half the MIC

until higher doses, bacterial growth was impaired.

Bacterial resistance induction

Day 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Concentration 2 1/8x 1/4x 1/2x 1x 1x 2x 2x 2x 3x 3x 3x 3x 4x

Bacterial growth® 3/3 2/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3

@1x, Minimal Inhibitory Concentration of PosFruit in water (MIC = 0,125%).

® number of experiments in which at least one of the three replicate plates showed any growth of X.

citri. Experiments were repeated three times

4, DISCUSSION

The current Brazilian legislation that regulates the control of citrus canker in the
country (Brazil, 2018) determined for the first time in 60 years that growers in states
where the incidence of the disease is high are no longer required to eradicate the
affected trees. Instead, growers have to adopt a set of control measures in order to
reduce the impact of the disease on fruit quality and vyield. This regulation also
mandates that all fresh fruit commercialized out of the producing state or country are
sanitized with bactericide in the packing-house. Although the legislation indicates the
use of sodium hypochlorite as the only disinfectant for that purpose, it also consents
that other bactericides can be authorized upon demonstration of their safety and
efficacy. Here, we showed that PosFruit is an efficient bactericide to be used for post-
harvest sanitization of citrus fruit against X. citri.

Reactive chlorine released from sodium hypochlorite is probably one of the most
widespread sanitization agents used in the world to guarantee the quality of water and
freshly harvested salads, vegetables and fruit. Chlorine has long been recognized as
an active agent against many bacteria, fungi, and viruses (RICH & SLOTS, 2015; DA
SILVA AQUINO et al., 2016; GODA et al., 2018; KOHLER et al., 2018; LINEBACK et
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al., 2018). However, concerns have been raised about the relative efficacy of chlorine-
based formulations compared to other products and its safety to health and the
environment (GOMES et al., 2018; TEIXEIRA et al., 2018; SLAUGHTER et al., 2019).
In solution, hypochlorous acid (hypochlorite anion) promptly reacts with the organic
matter forming byproducts potentially harmful to health such as trihalomethanes,
haloacetic acids, haloketones and chloropicrin (reviewed by GIL et al. (2009)).
Although the safe level of these byproducts in food has never been demonstrated,
some European countries like Germany and Switzerland have banned the use of
chlorine (GIL et al., 2009). Nevertheless, there are other important disadvantages of
sodium hypochlorite: loss of efficiency due to its interaction with the organic matter
requiring constant solution adjustments in washing tanks, risk fruit skin damage,
corrosion of equipment, and the release of gases that are harmful to workers direct- or
indirectly exposed to solutions containing chlorine (SLAUGHTER et al., 2019).

Conversely, PosFruit is a natural product composed of essential oils and
organic acids (Arvensis AGRO, Spain). It has been used mainly as a plant fortifier or
inducer of plant resistance. PosFruit has also been utilized as post-harvest sanitizer
for the protection of fruit against several kinds of microorganisms without leaving any
residues, i.e., fruit treated with PosFruit can be commercialized right after receiving the
product, as no safety period needs to be observed. In our study, PosFruit
demonstrated an efficient bactericidal capacity against X. citri based on the sensitivity
tests in vitro, and its efficacy was comparable to sodium hypochlorite. In addition, we
did not detect resistance to PosFruit in X. citri. These results are congruent with the
performance of multi-target bactericides, such as chlorine, for which the emergence of
microbial resistance is disregarded (assessment report on active chlorine, EU
528/2012 from January 2017).

Although some X. citri were recovered after exposure to PosFruit at 2% for 2
minutes under laboratory conditions, we did not recover any X. citri when fruit were
treated with the product at the same concentration and exposure time in a pilot packing
line. It is important to mention that the sanitizing processes or products are not
necessarily intended to thoroughly eliminate a microorganism from a fruit or vegetable
but mainly to reduce its population to harmless levels or to levels that do not represent
risks for dissemination. Therefore, the best cost-benefit relationship was achieved in
the pilot packing line with PosFruit at 2%. Alternative bactericides for post-harvest
disinfection of citrus fruit, especially those with satisfactory effectiveness and with less
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or no influence in the environment, are most welcome. Citrus farming and agriculture
are generally lacking in this type of tool to deal with diseases and pests. At the same
time, there is a very strong and unquestionable trend of valuing sustainability and
adopting less invasive and polluting measures of control. As a plant fortifier and inducer
of plant resistance, PosFruit fulfils such premises. Moreover, it can be used for the
disinfection of not only Tahiti limes but also other types of citrus fruit. Considering the
epidemiology of citrus canker and the morphological similarity between the citrus fruits
of different species, the results of this study may also be extended to oranges, lemons,
tangerines, tangors, among other important citrus fruit for the fresh market worldwide.

5. CONCLUSION

Altogether, PosFruit was effective to sanitize Tahiti limes against X. citri when
used at 2% with a minimum exposure time of 2 minutes. Treatments led to a reduction
of at least 3 logs of CFU counting when compared to the control treatment. The
bactericidal activity of the natural active ingredient and no evidence in resistance
development, suggests a great potential to PosFruit to be used as an alternative

sanitizer.
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