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RESUMO

As bactérias do género Xanthomonas afetam culturas agricolas de grande importancia
econdmica no Brasil, sendo que o controle destas doencas realizado pela utilizacdo de produtos
quimicos, entre outras praticas, causa impactos negativos na salde e ao meio ambiente, fato que
torna a busca de alternativas sustentaveis de combate a estas doengas cada vez mais importante.
Uma possivel alternativa aos produtos quimicos que tem despertado grande interesse é a
aplicacdo de metabolitos secundarios, ja que sdo produtos naturais de alta especificidade, com
potencial atividade microbicida e que possuem meia-vida curta no ambiente. Suspeita-se que
novas espécies microbianas e novos metabolicos secundarios podem ser identificados
investigando micro-organismos endofiticos que vivem no interior do tecido vegeral. Neste
contexto, este projeto tem como objetivo avaliar a potencial atividade de metabolitos
secundarios obtidos de fungos endofiticos isolados da planta Passiflora incarnata contra
Xanthomonas patogénicas das culturas de tomate, pimentdo, frutas citricas e mandioca. Os
fungos serdo submetidos ao processo de crescimento em meio de cultura liquido e agitacdo em
shaker, seguido de extracdo com solvente para a obtencdo de extratos contendo metabdlitos
secundarios. Os extratos serdo submetidos ao bioensaio antibacteriano contra as Xanthomonas
para avaliacdo da atividade antibacteriana, assim pretende-se obter extratos bioativos contra os
generos Xanthomonas. citri subsp. Citri, Xanthomonas euvesicatoria e Xanthomonas.
axonopodis pv. Manihotis

Palavras-chave: Biotecnologia, Microbiologia, Fungos endofiticos, Fitopatogenos, Biotecnologia
agricola



ABSTRACT

Bacteria of the genus Xanthomonas affect agricultural crops of great economic
importance in Brazil, and the control of these diseases through the use of chemical products,
among other practices, causes negative impacts on health and the environment, a fact that makes
the search for sustainable alternatives of fighting these diseases increasingly important. A
possible alternative to the chemicals that have aroused great interest is the application of
secondary metabolites, since they are natural products of high specificity, with potential
microbicidal activity and that have a short half-life in the environment. It is suspected that new
microbial species and new secondary metabolites can be identified by investigating endophytic
microorganisms that live inside the plant tissue. In this context, this project aims to evaluate the
potential activity of secondary metabolites obtained from endophytic fungi isolated from the
Passiflora incarnata plant against pathogenic Xanthomonas of tomato, sweet pepper, citrus
fruits and cassava. The fungi will be incorporated into the growth process in liquid culture
medium and incorporated in a shaker, followed by solvent extraction to obtain extracts
containing secondary metabolites. The extracts will be related to the antibacterial bioassay
against Xanthomonas to evaluate the antibacterial activity, so it is intended to obtain bioactive
extracts against the Xanthomonas citri subsp. Citri, Xanthomonas euvesicatoria and
Xanthomonas. axonopodis pv. Manihotis
Key-words: Biotechnology, Microbiology, Endophytic fungi, Phytopathogen, Agricutural
biotechnology
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1. INTRODUGCAO

Xanthomonas sdo bactérias Gram-negativas fitopatogénicas  distribuidas
mundialmente e sdo responsaveis por doencas em diversas espécies vegetais economicamente
importantes como: arroz, citros, mandioca, tomate, feijdo, maracuja, cana-de-acucar, banana
(RYAN et al., 2011; ENCHEVA-MALINOVA et al., 2015).

O cancro citrico, causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri, € uma doenca
que ataca todas as espécies e variedades de citros de importancia comercial. O Brasil por ser
um dos principais produtores mundiais de laranja e por apresentar clima favoravel para o
desenvolvimento da bactéria sofre perdas econémicas significativas por causa do cancro citrico,
sendo considerado um dos principais problemas fitossanitarios na cultura de citros no Brasil
(SANCHES et al., 2014).

Os impactos desta doenca estdo relacionados a desfolha de plantas, a depreciacéo da
qualidade da producéo pela presenca de lesdes em frutos, a reducdo na producdo pela queda
prematura de frutos e a restricdo da comercializacdo da producao para areas livres da doenca
(FUNDECITRUS, 2017). Os primeiros sintomas de cancro citrico normalmente surgem na face
inferior das folhas, na forma de pequenos pontos salientes de coloragdo marrom clara. Com o

progresso da doenga, estas lesdes tornam-se maiores e mais escuras com aspecto semelhante a

verrugas. As lesdes de cancro citrico podem ocorrer também em frutos (Figura 1).

)

Figura 1. Cancro citrico em fruto (Fundecitrus, 2017).

O controle do cancro citrico, causado pela bactéria X. citri subsp. citri, € um problema
grave na citricultura, e as estratégias de gerenciamento incluem o uso de mudas sadias,
cultivares resistentes, quebra-vento para impedir a dispersdo de inoculo, e bactericidas a base
de cobre (FUNDECITRUS, 2017). Entretanto, estas medidas ndo sdo sempre eficazes,
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especialmente quando as condigOes ambientais séo ideais para a disseminagdo da doenca ou a
densidade de inoculo é alta. O desafio € encontrar um novo método de controle do cancro citrico
no pomar de laranja (OLIVEIRA et al., 2011).

A Xanthomonas euvesicatoria € uma das bactérias causadoras da mancha bacteriana
de pimentdo e tomate (JONES et al., 2004). A mancha bacteriana é uma das doencas mais
devastadoras de pimentdo e tomate cultivados em ambientes Umidos e quentes. Uma vez
presente na cultura sob condicdes favoraveis é quase impossivel controlar a doenca e prevenir
grandes perdas de frutos. Muitas das caracteristicas da doenca sdo similares nas duas culturas.
A bactéria ataca folhas, caules e frutos de pimentdes e tomateiros, a figura 2 apresenta um
exemplo da mancha bacteriana nos frutos de pimentéo (RITCHIE, 2000).

Figura 2. Mancha bacteriana nos frutos de pimentédo. Fonte: APS (2017).

A mancha bacteriana é de dificil controle devido a rapida disseminacdo do patégeno
em condi¢cdes ambientes favoraveis, transmissdo por sementes, sobrevivéncia em plantas
voluntarias ou como epifitas em plantas daninhas, pouca eficiéncia dos produtos quimicos e
indisponibilidade de cultivares com resisténcia adequada (NASCIMENTO et al., 2013).

O controle quimico da mancha bacteriana tem sido feito com antibioticos para uso em
agricultura (como oxitetraciclina e estreptomicina) e produtos a base de cobre (como hidréxido
de cobre e oxicloreto de cobre) (VIANA et al., 2007). No entanto, varios relatos apontam para
a baixa eficiéncia dos mesmos, tendo como uma possivel causa o aparecimento de individuos
resistentes nas populagdes bacterianas. Além disso, em muitos paises, 0 uso de antibioticos
agricolas ndo é permitido ou é restrito, devido a fatores ligados ao custo, eficiéncia, protecdo
ambiental e saide humana (NASCIMENTO et al., 2013; POTNIS et.al., 2015).

A bacteriose da mandioca, causada por Xanthomonas axonopodis pv. manihotis pode
ser considerada a principal doenca desta cultura no Brasil (MIURA & MONTEIRO, 1997). Os
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sintomas incluem les6es que envolvem manchas foliares, murcha, exsudacéo de latex, necrose
do sistema vascular e morte descendente dos ramos (MASSOLA & BEDENDO, 2005). As
raizes também podem ser acometidas em casos mais graves, levando a descoloracGes dos feixes
vasculares e apodrecimento (PERUCH et al., 2013).

Poucas séo as medidas de controle da bacteriose da mandioca, sendo os bactericidas
utilizados praticamente os mesmos desde a década de cinquenta, e somente aplicados em
culturas de alto valor econdmico (LOPES, 1998). O mais eficaz método de controle tem sido
apontado como 0 uso de manivas sadias, 0 que se torna uma pratica dificil aos agricultores,
tendo em vista que praticamente todas as regides produtoras apresentam sintomas da doenca
em suas lavouras (MIURA & MONTEIRO, 1997). O uso de resisténcia genética também é
indicado, porém a maioria das variedades com resisténcia € destinada a industria.

Para consumo humano e animal séo cultivadas variedades de mesa, as quais sdo, em
sua maioria, suscetiveis a enfermidade (KUHN et al., 2006). Desta forma, medidas de controle
alternativo sdo fortemente indicadas, inclusive o uso de controle biolégico (SCHWAN-
ESTRADA et al., 2003).

Assim, o controle das infec¢Oes causadas por diversos patovares de Xanthomonas tem
sido tém sido ineficientes, devido a acumulacdo de material quimico no ambiente,
suscetibilidade de variedades supostamente resistentes e perdas de area plantada. Dessa maneira
h& uma necessidade atual de novas alternativas no controle a espécies de Xanthomonas, que
visam substituir os produtos quimicos ao mesmo tempo minimizar danos ao meio ambiente.

O interesse pelo emprego de metabolitos bioativos produzidos por microrganismos em
praticas agricolas, como alternativa aos produtos quimicos, vem aumentando
significativamente nos ultimos anos, tanto na promocao de crescimento vegetal como no
controle de pragas e doengas de plantas, se constituindo em potenciais substitutos de produtos
guimicos e com nenhum ou minimo impacto ambiental (DAY AN et al., 2009).

Na literatura vem sendo relatados diversos estudos da atividade antibacteriana de
metabolitos secundarios, produzidos por micro-organismos, contra bactérias fitopatogénicas do
género Xanthomonas (MURATE, et al. 2015; SPAGO et al., 2014; DE OLIVEIRA et al., 2011).

Suspeita-se que novas espécies microbianas e novos metabolitos secundarios podem
ser identificados investigando microrganismos endofiticos que vivem no interior do tecido
vegetal (STANIEK et al., 2008; QIU et al., 2010), e que os metabolitos secundarios desses
microrganismos estdo diretamente relacionados com a sua planta hospedeira (KRINGS et al.,
2007). Mesmo assim, poucas espécies vegetais foram estudadas completamente em relacéo a

sua biologia endofitica até 0 momento (VAZ et al., 2014), como é o caso de microrganismos
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endofiticos de passiflorae.

A espécie P. incarnata, popularmente conhecida como maracuja-vermelho, apresenta
diversas propriedades medicinais associados aos seus Varios constituintes quimicos, tais como
compostos fenolicos, alcaloides e flavonoides (LORENZI, 2002; MARCHART et al., 2003).
Em 2010 Patil relatou em seus estudos a a¢do antibacteriana de metabolitos secundarios
extraidos de P. incarnata contra bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia coli (PATIL,
2010).

Apesar da P incarnata apresentar uma variedade de atividades biologicas, as
propriedades da sua microbiota endofitica s&o praticamente inexplorados. Dessa maneira, é de
suma importancia explorar essa microbiota, principalmente com relagdo a acdo que estes
endofiticos podem apresentar contra doencgas que causam Serios prejuizos a culturas de grande
interesse econémico.

Estudos recentes e preliminares, realizado em nosso laboratério, com alguns extratos
de fungos endofiticos isolado de P incarnata, tem apresentado resultados promissores contra
X. axonopodis pv. Passiflorae, responsavel pela mancha bacteriana do maracujazeiro. Dessa
maneira, neste projeto propdem-se avaliar a acao dos extratos de fungos endofiticos isolados de
P. incarnata contra as espécies de Xanthomonas, responsaveis pelas doencas em frutas citricas,
tomate/pimenta e mandioca (X. citri subsp. citri, X euvesicatoria e X axonopodis pv. manihotis

respectivamente).



2. OBJETIVO

O projeto tem como objetivo obter extratos que contenham metabolitos
secundarios de fungos endofiticos isolados de P. incarnata e testar o seu potencial de
acdo antibacteriana contra X.citri subsp. citri, X. euvesicatoria e X. axonopodis pv.

manihotis.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1 Micro-organismos
3.1.1 Fungos endofiticos

Foram utilizados ao total 34 fungos endofiticos isolados da planta Passiflora
incarnata, e destes, 24 ja possuiam extratos disponiveis na extratoteca do laboratério.
Outros 10 isolados foram cedidos pela professora e curadora Derlene Attili de Angelis,
da Divisdo de Recursos Microbianos do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas Quimicas,
Biologicas e Agricolas, da Universidade Estadual de Campinas (CPQBA). Os
exemplares foram examinados quanto a sua pureza e preservadas pelo método de
Castellani (CASTELLANI, 1939).

3.1.2 Bactérias fitopatogénicas

A bactéria X. citri subsp. citri foi disponibilizada pelo Prof. Dr. Henrique
Ferreira, do Depto. de Bioquimica e Microbiologia da UNESP, campus Rio Claro, e
suamanipulacdo é realizada no Laboratério de Genética de Bactérias, o qual tem
autorizacdo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento para a
manipulacdoda mesma.

As bactérias X. euvesicatoria e X. axonopodis pv. manihotis foram
disponibilizadas pela Profa. Dra. Maria Lucia Carneiro Vieira, do Depto. de Genética
daEscola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz" da Universidade de Sdo Paulo.

Todas linhagens utilizadas estdo preservadas a - 80°C.

3.2 Obtencao dos extratos brutos

3.2.1 Condicdes de cultivo

Os 10 fungos endofiticos foram cultivados em placa com meio Agar malte 2%
(MA 2%) por sete dias a 28°c. Discos de 0,5 cm de dgar com micélio foram transferidos
para um frasco Erlenmeyer contendo aproximadamente 150 mL de meio de cultivo
Malte 2% (M 2%). Os frascos foram mantidos a 28°C e 120 rpm por 20 dias. A
padronizacdo do método de cultivo foi realizada por Silva (2017). Os extratos secos
foram armazenados em micro-tubos e preservados em geladeira (10°C). Todos extratos

produzidos apresentaram massa suficiente para realizacao dos testes de triagem.
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3.2.2 Processamento, extracédo e armazenamento dos extratos brutos

Ap0s o cultivo, todo conteudo foi submetido a uma extragcdo com acetato de
etila (C4HgO2) com auxilio de um liquidificador. O material foi transferido para um
baldo de separacdo onde o foi possivel observar a formacao de duas fases. A fase aquosa
foi devidamente descartada enquanto a fase organica foi reservada e apds a retirada do
excesso de agua pela adi¢do de Sulfato de sddio (Na2S0Os), 0 excesso de solvente foi
removido com o auxilio de um evaporador rotativo, a 40°C. A secagem dos extratos
foi finalizada em um concentrador de amostras a 40°C com pressdo de ar. O
acondicionamento dos extratos se deu em micro tubos eppendorf a 10°C.

3.2.3 Preparacao dos extratos

Ap0s a determinacdo da massa dos extratos, todos foram dissolvidos em uma
solucdo de dimetilsulfoxido (DMSQO) 10% a fim de se obter uma solugdo de

concentracgdo igual a 30 mg/mL.
3.2.4 Avaliacéo da atividade antibacteriana dos extratos

Todos extratos obtidos foram submetidos a um ensaio afim de determinar sua
capacidade de inibicdo contra as bactérias fitopatogenas X. citri subsp. Citri, X.
euviscatoria e X. axonpodis pv. manihotis. O teste utilizado foi 0 Resazurin Microtiter
Assay (REMA), segundo protocolo modificado por SILVA e FERREIRA em 2013.

O teste utilizou uma microplaca de 96 pocos, onde sdo testados extratos em
conjunto com controles negativo (CN), positivo (CP) e de veiculo (CV). Inicialmente
osextratos sdo diluidos em meio NYG (3g de extrato de levedura, 5g de peptona
e 20mL/L de glicerol) de maneira que a concentracdo final maxima obtida, ap6s a
montagem na placa, seja de 2,1 mg/mL, seguida de até sete subsequentes dilui¢des. O
CP utiliza uma solucdo do antibidtico Canamicina (20 pg/mL), o CV utiliza uma
solucdo de DMSO 1% e o CN consiste apenas em meio de cultivo com indculo
bacteriano.

O in6culo bacteriano foi cultivado em meio NYG a 29 °C a 200 rpm afim de
obter uma Densidade 6ptica (D.O.) de aproximadamente 0.8(a 600 nm) que se refere a
fase de crescimento exponencial log da bactéria. O indculo foi entdo padronizado para
que se obtivesse 10° células em cada um dos pogos (10° Células/pogo).

As placas foram incubadas por aproximadamente 18 horas a 29 °C, foram

entdoadicionados 15 pL de uma solucéo de resazurina (0,1 mg/mL), um corante de cor
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azul e de baixa fluorescéncia que na presenca de NADH, presente mediante
crescimentobacteriano, é reduzido para a resorufina, corante réseo de alta fluorescéncia

Assim, apos a aplicacdo da resazurina e de um novo periodo de incubacao a
29°C por aproximadamente 1 hora, foi possivel observar alteragdes colorimétricas nos
pocos onde houve crescimento bacteriano.

Através de andlise no leitor de microplacas SYNERGY H1 (Biotek®), foi
possivel obter a leitura das unidades de fluorescéncia (UF) em cada um dos pogos, que
possibilitou o calculo da porcentagem de inibicdo do crescimento bacteriano em
relacdo ao CN mediante a férmula abaixo:

[(Média UF controle negativo) — (UF extrato teste)] + (Média UF controle
negativo) x 100

Com os resultados, foi construida uma tabela, e os extratos que apresentacdo
inibicdo de 90% ou superior na maior concentracdo testada foram considerados
positivos. Aqueles que mostraram resultados positivos para a bactéria XAC foram
selecionados para um bioensaio completo, com oito dilui¢ces, realizado em triplicada
em trés eventos distintos.

3.2.5 Determinacdo da concentracdo necessaria para 90% de inibicao
(C190) dos extratos bioativos

Os valores de concentracdo inibitéria foram obtidos utilizando as
porcentagens obtidas pelos testes de avaliacdo da inibi¢cdo do crescimento celular
descritos previamente. Os valores de porcentagem do evento que apresentou menor
desvio padrédoforam usados para a elaboracdo de uma funcdo polinomial de quarta
ordem, que ao ser igualada ao valor de 90, permite a obtencdo das concentracfes
necessarias de cada extrato para a inibicdo celular de 90%.

3.2.6 Determinacdo da Concentracdo Minima Bactericida (CBM) dos
extratos bioativos.

A atividade bactericida dos extratos testados nos 3 eventos distintos, foram
determinados pela inoculagcdo do contetdo da microplaca de 96 pocos contendo 0s
extratos e o inoculo bacteriano, com auxilio de um replicador de colbnia (Figura 2)
aposo periodo de incubacdo a 29 °C por 18 horas, e antes da adi¢cdo do corante
resazurina, em placa de Petri (150 x 15 mm) contendo meio NYG solido. As placas
foram incubadas por 48 horas a 29 °C em estufa bacteriol6gica. O crescimento
bacteriano foi analisado visualmente, e para 0s extratos, em que ndo houve o

crescimento bacteriano, foi determinada sua CBM.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

4.1 Screening para avaliacdo de atividade antibacteriana dos extratos
brutos

Os 34 extratos foram testados em relagdo a sua atividade de inibicdo do
crescimento de X. citri subsp. Citri (XAC), X. euvesicatoria (XAEU) e X. axonopodis
pv. Manihotis (XAMH) gerando a seguinte tabela:

Tabela 1. Relacdo de extratos utilizados e sua atividade positiva contra 0s

3 generos de Xanthomonas (valores superiores a 90% foram considerados
positivos).

Extratos dos XAC XAEU XAMH
isolados
LMA 1705 1 - - -
LMA 1719 2 + + +
LMA 1602 3 + + +
LMA 1793 4 + + +
LMA 1666 5 - - -
LMA 1798 6 + + +
LMA 1596 7 - - -
LMA 1672 8 - - -
LMA 1605 9 - - -

LMA 1684 10 - - -
LMA 1630 11 - - -
LMA 1602 12 - - -
LMA 1686 13 - - -
LMA 1722 14 - - -
LMA 1681 15 - - -
LMA 1709 16 - - -
LMA 1718 17 - - -
LMA 1720 18 - - -
LMA 1694 19 - - -
LMA 1705 20 - - -
LMA 1792 21 + - -
LMA 1710 22 - - -



LMA 1604 23 - - -
LMA 1697 24 - - -
LMA 1714 25 - - -
LMA 1693 26 - - -
LMA 1717 27 - - -

LMA 1715 28 - + -
LMA 1696 29 - + -
LMA 1674 30 + + -

LMA 1721 31 - - -
LMA 1706 32 - - -
LMA 1701 33 - + -
LMA 1732 34 - - -

Fonte: Dados do
Trabalho

Observando a tabela 1 é possivel verificar que quatro extratos (dos fungos
LMA 1793, LMA 1719, LMA 1798 e LMA 1602) se mostraram positivos para o0s trés
géneros das Xanthomonas. Dois (LMA 1792 e LMA 1674) apresentaram atividade
contra XAC e trés (LMA 1715, LMA 1696 e LMA 1674) para XAEU.

4.2 Reavaliacdo da atividade inibitdria dos extratos brutos para XAC.

Foram testados, em triplicata e em 3 eventos diferentes, os extratos que
obtiveram resultados considerados positivos, com inibigdo superior a 90%, para a XAC

A tabela 2 e a figura 3 apresentam os resultados obtidos no bioensaio completo
contra a XAC, realizado com seis extratos bioativos produzidos pelos fungos LMA
1793, LMA 1719, LMA 1798, LMA 1602, LMA 1792 e LMA 1674. Os dados
da Tabela 2 apresentam os valores médios de inibicdo do crescimento bacteriano de
XAC

Tabela 2. Rela¢do da média da inibigdo bacteriana (%) nas diferentes

concentragdes (mg/mL).
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Concentracao LMA LMA LMA LMA LMA LMA

mg/mL 1793 1719 1798 1602 1792 1674

2,1 95,81988 98,55113 89,52221 95,32341 0,010286 93,02215



1,05
0,525
0,2625
0,13125
0,065625
0,032813
0,016406

63,01297
1,081555
5,713618
8,453199
9,373871
12,08623
1,439552

71,62913
7,497597
18,24181
16,00226
9,313557
4,337025
0,553087

91,53764
91,54115
92,77291
45,50658

0

0

0

94,5142 2,81126
93,97584  6,02762
93,56628 6,995517
58,92338 12,24312

0 6,052783
0 7,067746
0 0
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91,6491
1,14328
11,09701
11,88197
7,502946
2,169086
0

Figura 3. Gréafico da dose resposta dos extratos dos isolados LMA 1793,

Fonte: Dados do
Trabalho
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No bioensaio foi possivel analisar que um dos extratos (LMA 1792) néo
mostrou real biotividade contra XAC, enquanto os demais (LMA 1793, LMA 1719,
LMA 1798, LMA 1602, LMA e LMA 1674) obteve valores acima de 89%. Os extratos
dos isolados LMA 1798 e LMA 1602 apresentaram bioatividade acima de 90% para

concentragdes menores e é possivel observar na Figura 1 que para estes extratos houve

um decaimento de inibicdo menos acentuado com a diminui¢do da concentracao,

mostrado que para estes extratos ha sim uma relacdo dose resposta, enguanto que para



0s outros extratos hd um decaimento de atividade mais acentuado conforme ocorre a

diminuigdo da concentragao.

4.3 Concentracdo Inibitdria (CI 90) dos extratos para XAC

A partir do grafico de dose resposta obtido foi possivel tracar curvas de
regressao linear para cada extrato obtendo-se uma equacao polinomial de quarta ordem.
Esta equagdo foi usada para o calculo das concentragdes inibitorias de 90 % do
crescimento bacteriano (C190) de cada um dos extratos. Os valores estdo apresentados
na Tabela 3.

Tabela 3 :CI90 dos extratos dos isolados LMA 1793, LMA 1719, LMA
1798,LMA 1602 e 1674, em relacdo a XAC (em mg/ml).

Extratos CI190
LMA 1793 1.1588
LMA 1719 1.1107
LMA 1798 0.3142
LMA 1602 0.2678
LMA 1674 1.0453

Fonte: Dados do
Trabalho

Dos extratos testados, o extrato do isolado LMA 1602 apresentou o menor
valor de 1C90, seguido do extrato de LMA 1798. Os extratos dos isolados LMA 1793,
LMA 1719 e LMA 1674 apresentam concentragdes consideravelmente elevadas em

relacdo aos outros dois extratos.
4.4 Concentracdo Bactericida Minima (CBM) para XAC

Os extratos considerados positivos foram testados quanto a sua atividade
bactericida, sendo possivel entdo determinar a minima concentracdo na qual o extrato
possui caracteristicas bactericidas. Os resultados obtidos neste bioensaio podem ser

observados na Figura 4.
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Figura 4. Concentracdo bactericida minima de cada extrato bruto em
relagdo aXAC e suas concentragéo (em mg/mL).

LMA 1793 LMA 1719 LMA1798 LMA 1602 LMA1792 LMA 1674
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Fonte: Dados do
Trabalho

Os extratos dos fungos LMA 1793 e LMA 1719 mostraram-se, na
concentragdo maxima testada (2,1 mg/L) apresentaram atividade bactericida. O extrato
do isolado LMA 1798 mostrou-se bactericida para as 4 primeiras concentracgdes,
enquanto o extrato do fungo LMA 1602 mostrou atividade bactericida apenas nas 3
primeiras, LMA1674 mostrou atividade bactericida nas duas primeiras e LMA 1792
ndose mostrou bactericida em nenhuma concentragdo, apresentando entdo carater

bacteriostatico nas concentragdes testadas.
4.5 Reavaliacao da atividade inibitoria dos extratos brutos para XAEU

Foram testados, em triplicata e em 3 eventos diferentes, os extratos que obtiveram
resultados considerados positivos, com inibigdo superior a 90% para a XAEU.A tabela 4 e
a figura 5 apresentam os resultados obtidos no bioensaio completo contra a XAEU,
realizado com oito extratos bioativos produzidos pelos fungos LMA 1719, LMA1602,
LMA 1793, LMA 1798, LMA 1715, LMA 1696, LMA 1697 e LMA 1701. Os dados
da Tabela 1 apresentam os valores médios de inibicdo do crescimento bacterianode



XAEU.
Tabela 4. Relacdo da média da inibicdo bacteriana (%) nas diferentes
concentracdes (mg/mL).
Concentra¢c LMA LMA LMA LMA LMA LMA LMA LMA
ao mg/mL 1719 1602 1793 1798 1715 1696 1674 1701
2,1 90,7827 42,7271 87,4547 93,4317 0 90,43 90,40 0
6 4 1 2 086 963
1,05 89,0864 0 85,1998 92,2240 0 89,06 20,09 0
4 8 4 497 894
0,525 88,6690 0 83,6896 91,4055 0 67,79 0 0
2 4 4 006
0,2625 0 0 69,5786 90,355 0 62,70 0 0
9 976
0,13125 0 0 35,3660 90,3621 O 0 0 0
9 2
0,065625 0 0 0 90,0628 0 0 0 0
8
0,032813 0 0 0 84,7910 O 0 0 0
9
0,016406 0 0 0 0 0 0 0 0

Fonte: Dados do Trabalho
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Figura 5. Gréfico da dose resposta dos extratos dos isolados LMA 1719, LMA
1602, LMA 1793, LMA 1798, LMA 1715, LMA 1696, LMA 1697 e LMA 1701 em
relacdo a bactéria XAEU
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Fonte: Dados do Trabalho

No bioensaio foi possivel analisar que tres dos extratos (LMA 1602, LMA
1715e LMA 1701) ndo mostrou real biotividade contra XAEU, um deles (LMA 1793)
obtiveram valores inferiores a 90% e os demais (LMA 1719, LMA 1798, LMA 1696 e
LMA 1674) mostraram efetiva bioatividade, com valores acima de 90%. O extrato do
isolado LMA 1798 apresentou bioatividade acima de 90% para concentracdes menores
eé possivel observar na Figura 6 que para este extrato houve um decaimento de inibicéo
menos acentuado com a diminui¢do da concentracdo, mostrado que para este extrato
h& sim uma relacdo dose resposta, enquanto que para 0s outros extratos ha um
decaimento de atividade mais acentuado conforme ocorre a diminuigdo da

concentragéo
4.6 Concentracao Inibitoria (Cl 90) dos extratos extratos para XAEU

A partir do grafico de dose resposta obtido foi possivel tracar curvas de regressao
linear para cada extrato obtendo-se uma equacao polinomial de quarta ordem. Esta equagao
foi usada para o calculo das concentracdes inibitdrias de 90 % do crescimento bacteriano

(C190) de cada um dos extratos positivos reavaliados. Os valores estdoapresentados na



Tabela 5.

Tabela 5: CI90 dos extratos dos isolados LMA 1719, LMA 1793, LMA 1798,
LMA 1696 e 1674, em relacdo a XAEU (em mg/ml).

Extratos CI190
LMA 1719 1,05227
LMA 1793 2,0321
LMA 1798 0,13073
LMA 1696 2,08193
LMA 1674 2,10277

Fonte: Dados do Trabalho

Dos extratos testados, o extrato do isolado LMA 1798 apresentou 0 menor valor
de 1C90, sequido do extrato de LMA 1719. Os extratos dos isolados LMA 1793, LMA
1696 e LMA 1674 apresentam concentracdes consideravelmente elevadas em relacdo aos

outros dois extratos.

4.7 Concentracdo Bactericida Minima (CBM) para XAEU

Os extratos considerados positivos foram testados quanto a sua atividade
bactericida, sendo possivel entdo determinar a minima concentracdo na qual o extrato
possui caracteristicas bactericidas. Os resultados obtidos neste bioensaio podem ser

observados na Figura 6.

Figura 6. Concentracdo bactericida minima de cada extrato bruto em relacdo a
XAEU e suas concentracdo (em mg/mL).
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LMA 1719 LMA 1602 LMA1793 LMA1798 LMA1715 LMA1696 LMA1674 LMA1701

21

1.05

0.525

0.2625

0.13125

0.065625

0.032813

0.016406

Fonte: Dados do Trabalho

O extrato do fungo LMA 1674 mostrou-se, na concentracdo maxima testada (2,1
mg/L), atividade bactericida. Os extratos dos isolados LMA 1793 e LMA 1696 mostrou-se
bactericida para as 2 primeiras concentra¢ées, LMA 1719 nas 3 primeiras concentragdes e
LMA 1798 mostrou a atividade bactericida para as 6 primeiras concentra¢fes. LMA 1602,

LMA 1715 e LMA 1701 nédo se mostrou bactericida em nenhuma concentracéo.

4.8 Reavaliacdo da atividade inibitdria dos extratos brutos para XAMH

Foram testados, em triplicata e em 3 eventos diferentes, os extratos que obtiveram
resultados considerados positivos, com inibigdo superior a 90% para a XAMH.A tabela 6 e
a figura 7 apresentam os resultados obtidos no bioensaio completo contra a XAMH,
realizado com quatro extratos bioativos produzidos pelos fungos LMA 1719, LMA
1602, LMA 1793 e LMA 1798. Os dados da Tabela 6 apresentam os valores médiosde
inibicdo do crescimento bacteriano de XAMH.

Tabela 6. Relacdo da média da inibigdo bacteriana (%) nas diferentes

concentragfes (mg/mL).

Concentracdo LMA LMA LMA LMA
mg/mL 1719 1602 1793 1798




Inibicdo (%)

2,1 93,57182 7,155863 92,86912 95,82872

1,05 82,95949 9,210814 92,89719 95,22844
0,525 5,262518 -1,66202 90,64257 94,56552
0,2625 -6,22104 -5,67268 78,33326 90,19491

0,13125 8,463876 -0,25318 21,08082 82,08147
0,065625 1,009277 -3,54209 8,003261 14,42619
0,032813 -12,3474 4,094643 9,015059 13,54888
0,016406 -14,449  -3,7803  15,20458 25,02194

Fonte: Dados do Trabalho

Figura 7. Gréafico da dose resposta dos extratos dos isolados, LMA 1719,
LMA 1602, LMA 1793 e LMA 1798 em relacdo a bactéria XAMH.
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No bioensaio foi possivel analisar que um dos extratos (LMA 1602) ndo mostrou
real biotividade contra XAMH, e os demais (LMA 1719, LMA 1793 e LMA 1798)
mostraram efetiva bioatividade, com valores acima de 90%. O extrato do isolado LMA
1798 e LMA 1793 apresentaram bioatividade acima de 90% para concentragdes menorese
é possivel observar na Figura 7 que para estes extratos houve um decaimento de inibicéo
menos acentuado com a diminui¢do da concentracdo, mostrado que para estes extratos ha
sim uma relagdo dose resposta, enquanto que para 0s outros extratos ha um decaimento de

atividade mais acentuado conforme ocorre a diminui¢do da concentracéo.
4.9 Concentracao Inibitoria (CI 90) dos extratos extratos para XAMH
A partir do grafico de dose resposta obtido foi possivel tracar curvas de regressao

linear para cada extrato obtendo-se uma equacdo polinomial de quarta ordem. Esta

equacdo foi usada para o calculo das concentracdes inibitérias de 90 % do crescimento
bacteriano (CI90) de cada um dos extratos positivos reavaliados. Os valores estdo

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: CI90 dos extratos dos isolados LMA 1719, LMA 1793 e LMA 1798,
em relacdo & XAMH (em mg/ml).

Extratos CI190
LMA 1719 1,08067
LMA 1793 0,46125
LMA 1798 0.22878

Fonte: Dados do Trabalho

Dos extratos testados, o extrato do isolado LMA 1798 apresentou o menor valor
de 1C90, seguido do extrato de LMA 1793. O extrato do isolado LMA 1719 apresentou

concentragédo consideravelmente elevadas em relagdo aos outros dois extratos.
4.10 Concentracao Bactericida Minima (CBM) para XAMH

Os extratos considerados positivos foram testados quanto a sua atividade
bactericida, sendo possivel entdo determinar a minima concentracdo na qual o extrato
possui caracteristicas bactericidas. Os resultados obtidos neste bioensaio podem ser

observados na Figura 8.
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Figura 8. Concentracdo bactericida minima de cada extrato bruto em relagédo a
XAMH e suas concentracdo (em mg/mL).
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Fonte: Dados do Trabalho

O extrato do fungo LMA 1719 mostrou-se, na concentracdo maxima testada (2,1
mg/L) atividade bactericida. O extrato do isolado LMA 1793 mostrou-se bactericida paraas
2 primeiras concentracfes, enquanto o extrato do fungo LMA 1798 mostrou atividade
bactericida apenas nas 5 primeiras e LMA 1602 ndo se mostrou bactericida em nenhuma

concentragéo.



5 CONCLUSAO

Dos 34 extratos brutos testados no primeiro bioensaio, seis mostraram-se inibicéo
celular acima de 90% contra a XAC, oito para XAEU e quatro para XAMH. Quatro deles
mostraram inibicdo celular acima de 90% para as 3 espécies.

Com os resultados do ensaio preliminar da XAC, e um bioensaio completo em
triplicata e trés eventos diferentes, cinco dos seis extratos mostraram valores similares ou
superiores ao controle positivo utilizado nos testes, o que revela um real potencial dos
compostos presentes nos extratos para o controle do fitapatdgeno, um dos compostos, no

entanto, ndo mostrou acdo bactericida.

Com os resultados do ensaio preliminar da XAEU, e um bioensaio completo em
triplicata e trés eventos diferentes, cinco dos oito extratos testados mostraram valores
similares ou superiores ao controle positivo utilizados nos testes, o que revela um real
potencial dos compostos presentes nos extratos para o controle do fitopatogeno, 0s outros3

compostos nao mostraram agéo bactericida

Com os resultados do ensaio preliminar da XAMH, e um bioensaio completo em
triplicata e em trés eventos diferentes, trés dos quatros extratos testados mostraram valores
similares ou superiores ao controle positivo utilizados nos testes, o que revela umreal
potencial dos compostos presentes nos extratos para o controle do fitopatogeno, um

composto ndo mostrou acao bactericida

Com afinalizacdo dos bioensaios completos, foi possivel observar que trés desses
compostos, mostraram bioatividade acima de 90% para as trés espécies diferentes,com uma
superioridade do extrato LMA 1798 sobre 0s outros, tendo bioatividade em concentragdes

mais baixas.
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