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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo obter extratos contendo metaboélitos secundarios de fungos
filamentosos isolados de sedimentos marinhos da Antartica e avaliar sua potencial atividade
antibacteriana em Xanthomonas citri subsp. citri, Xanthomonas euvesicatoria e Xanthomonas
axonopodis pv. passiflorae (bactérias fitopatogénicas que causam doengas em citricos, pimenta
e tomate, ¢ maracuja, respectivamente). Entre os 90 extratos brutos intracelulares e
extracelulares obtidos a partir de fungos, 19 mostraram a capacidade de impedir o crescimento
de X. citri subsp. citri e X. euvesicatoria in vitro e 22 mostraram a capacidade de dificultar o
crescimento de X. axonopodis pv. passiflorae in vitro. Os extratos extracelulares inibiram em
média 97,12% de X. citri subsp. citri, 95,94% de X. euvesicatoria e 96,58% de X. axonopodis

pv. passiflorae a 3,0 mg / mL.

Palavras-chave: Metabolitos secundarios, Antibacterianos, Xantomonas, Fitopatogeno,

Cancro citrico, Maracuja, Tomate



ABSTRACT

This work aimed to obtain extracts containing secondary metabolites from filamentous fungi
isolated from marine sediments from Antarctic and assess their potential antibacterial activity
on Xanthomonas citri subsp. citri, Xanthomonas euvesicatoria and Xanthomonas axonopodis
pv. passiflorae (phytopathogenic bacteria causing diseases in citrus, pepper and tomato, and
passionfruit, respectively). Among the 90 raw intracellular and extracellular extracts obtained
from fungi, 19 showed the ability to hamper the growth of Xanthomonas citri subsp. citri and
X. euvesicatoria in vitro and 22 showed the ability to hamper the growth of X. axonopodis pv.
passiflorae in vitro. The extracellular extracts inhibited on average 97,12% of Xanthomonas
citri subsp, 95,94% of X. euvesicatoria and 96,58% of X. axonopodis pv. passiflorae at 3,0

mg/mL.

Keywords: Secondary Metabolites, Antibacterial, Xanthomonas, Phytopathogen, Citrus

canker, Passionfruit, Tomato
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1. INTRODUCAO

Xanthomonas é um grande género de bactérias gram-negativas, pigmentadas de
amarelo, associadas as plantas. O género ¢ composto por 27 espécies que causam doencas
graves em 400 hospedeiros de plantas, incluindo uma grande variedade de culturas
economicamente importantes, como arroz, citros, banana, repolho, tomate, pimenta e feijao
(RYAN et al., 2011). O controle quimico dessas doengas ¢ realizado com utilizagdo de
antibidticos para uso na agricultura e produtos a base de cobre. No entanto, varios estudos
apontam para a baixa eficiéncia desses métodos de controle de doengas, tendo como possivel
causa o surgimento de individuos resistentes em populagdes bacterianas (NASCIMENTO et
al., 2013; MUNHOZ et al., 2015).

Os problemas associados a seleg@o de isolados de patdgenos resistentes aos bactericidas
e a percepgdo publica geral do impacto potencial das praticas tradicionais de controle de
doencas na saude e no meio ambiente levaram a uma demanda crescente de produtos quimicos
isentos de residuos. Consequentemente, agricultores e pesquisadores comecgaram a considerar
o uso de métodos alternativos para controlar doengas (TONUCCI-ZANARDO et al., 2015). A
descoberta de compostos antimicrobianos inovadores e eficientes tornou-se um ponto focal de
interesse para a quimica de produtos naturais. Para tanto, a exploracdo de fontes incomuns e
subexploradas de substancias uteis e o rastreio de grupos microbianos menos explorados foram
reconhecidos como ferramentas promissoras para 0 isolamento de novos compostos
antimicrobianos com estruturas unicas e atividade biologica especifica (GIUDICE, FANI,
2016).

Os organismos de ecossistemas especiais, como as regides polares, sdo uma fonte rica
de novos produtos naturais com varias estruturas quimicas e bio-atividades promissoras (TIAN
et al., 2017). De acordo com Tian et al. (2017), de 2001 a 2016, uma grande quantidade de
novos compostos naturais bioldgicos com varias atividades, como anti-bactériais, antitumorais,
anti-virus e assim por diante, foram isolados de organismos polares, incluindo micro-
organismos, liquen, musgo, cnidarios, equinodermos, moluscos, esponjas e tunicados.
Considerando a necessidade atual de novas alternativas no controle das espécies de
Xanthomonas na perspectiva da substitui¢do de produtos quimicos sintéticos €, a0 Mesmo
tempo, minimizando danos ao meio ambiente, este trabalho teve como objetivo descobrir novos
compostos produzidos por fungos isolados de sedimentos marinhos antarticos que possuem
acdo potencial contra X. citri subsp. citri, X. a. passiflorae e X. euvesicatoria que causam, em

varios paises, sérios danos a agricultura.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Xanthomonas sp.

As bactérias fitopatogénicas sao um problema sério na agricultura. Elas causam doengas
em muitas espécies de plantas e, a cada ano, 0s agricultores sofrem grandes perdas em todo o
mundo. As bactérias do género Xanthomonas sdo bactérias fitopatogenas tipicas que atacam

mais de 200 espécies de plantas, incluindo citrinos, pimentdes, tomates e maracuja

(ENCHEVA-MALINOVA et al., 2015).

Xanthomonas (do xanthos grego, que significa 'amarelo’, e monas, que significa
'entidade’) ¢ um grande género de bactérias gram-negativas, de pigmentacao amarela,
associadas as plantas. As espécies patogénicas e patovares mostram um alto grau de
especificidade da planta hospedeira (RYAN et al., 2011). Doengas causadas por Xanthomonas
spp. muitas vezes comeg¢am com sementes contaminadas, embora os agentes patdogenos possam
ser espalhados em plantas saudéaveis por praticas agricolas, pela agua da chuva, pela formagao
de aerossois que podem transportar bactérias a partir de campos contaminados, por solo

contaminado e possivelmente por insetos (RYAN et al., 2011).

Muitas Xanthomonas spp. podem sobreviver no solo em associagdo com material
vegetal morto para formar uma fonte de indculos para culturas futuras, que também podem se
infectar através de feridas nas raizes (RYAN et al., 2011). As medidas de controle para essas
doencas incluem procedimentos de quarentena, plantacdo de mudas sadias, uso de cultivares
resistentes, quebra-ventos para impedir a dispersdo do inoculo e uso de bactericidas, como
compostos a base de cobre. Estas medidas de controle tém eficacia limitada, com apenas alguns
bactericidas disponiveis no mercado e a questao adicional de que os compostos de cobre sao
toxicos, o que afeta o meio ambiente (SPAGO et al., 2014). Algumas doencas importantes
causadas por espécies de Xanthomonas incluem a mancha bacteriana do tomate e pimentao,
mancha bacteriana do maracujazeiro e cancro citrico, quais levam a uma séria perda de

qualidade e rendimento nas culturas hospedeiras.

2.2. Xanthomonas citri subsp. citri

O Brasil ¢ o principal produtor mundial de laranja e responsavel por cerca de 30% da
producao da fruta e 53% de suco de laranja produzido mundialmente. O estado de Sao Paulo ¢
responsavel por 76% da produgdo nacional da fruta e 70% da area plantada com laranja no
Brasil (SANCHES et al., 2014). O cancro citrico, causado pela bactéria Xanthomonas citri

subsp. citri, afeta todas as espécies e variedades de citros de importancia comercial. A primeira



detecgdo desse patdgeno no Brasil ocorreu em 1957 no estado de Sao Paulo e posteriormente
foi encontrada também nos estados do Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Roraima (SANCHES et al., 2014).

Os impactos desta doenga estdo relacionados a desfolha de plantas, a depreciagdo da
qualidade da producdo pela presenca de lesdes em frutos, a redugdo na producio pela queda
prematura de frutos e a restricdo da comercializacao da produgdo 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 doenca, 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.

Fonte: Fundecitrus (2017).

A bactéria causadora do cancro citrico (Xanthomonas citri subsp. citri) pode chegar a
um pomar livre da doenga por a¢do do homem, por meio de mudas, materiais de colheita,
implementos e veiculos contaminados que transitam pelos pomares, e da natureza, por meio de
chuvas acompanhadas de vento. As formas mais comuns de penetracdo da bactéria sdo por
aberturas naturais, como os estomatos (estrutura responsavel pelas trocas gasosas da planta);
por ferimentos mecanicos, causados por equipamentos, atrito entre partes da propria planta,
abrasao de particulas de poeira, e ainda por ferimentos causados por insetos como, por exemplo,
0 minador dos citros, que ao se alimentar de folhas novas provoca aberturas que servem de
entrada para a bactéria. Um fator fundamental para a contaminacdo ¢ a presenca de agua na

superficie da planta (FUNDECITRUS, 2017).

A sobrevivéncia da bactéria e a continuidade da doenga do pomar ao longo dos anos

ocorrem pelas lesdes velhas em ramos, frutos e folhas que permanecem na planta de um ano



para outro. Na ocorréncia de chuvas, estas lesdes liberam bactérias que sdo dispersas por
respingos associados ao vento para diferentes partes da planta ou ainda para outras plantas que
podem ao redor ou mesmo a alguns quilometros de distancia, o que, havendo condi¢des
favoraveis como temperaturas elevadas e brotagdes, podera dar inicio a um novo ciclo da

doenca (FUNDECITRUS, 2017).

O controle do cancro citrico, causado pela bactéria Xanthomonas 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. A aplicac¢do de cobre ndo previne a entrada da bactéria no pomar. Esta medida
ajuda a reduzir a quantidade de sintomas nas plantas e a queda de frutos. Os produtos usados
sdo a base de cobre fixo como oxicloreto de cobre, hidréxido de cobre e 6xido cuproso. Os
cobres fixos apresentam baixa solubilidade em agua e, por isso, proporcionam efeito residual
na planta. Quando aplicados, estes bactericidas formam uma camada protetora e agem
preventivamente evitando novas infe¢des em folhas e frutos jovens (FUNDECITRUS, 2017).
Mas, estas estratégias ndo sao sempre eficazes, especialmente quando as condigdes ambientais
sdo ideais para a disseminacao da doenca ou a densidade de indculo ¢ alta. O desafio ¢ encontrar

um novo método de controle do cancro citrico no pomar de laranja (OLIVEIRA et al., 2011).

2.3. Xanthomonas euvesicatoria

O pimentao (Capsicum annuum) ¢ uma das 10 hortalicas mais importantes do mercado
hortigranjeiro brasileiro, tanto em forma de frutos verdes como maduros, podendo ser estes nas
coloracdes vermelha, amarela, marfim, laranja e roxa, sendo os verdes os mais consumidos
(Andrade et al., 2016). O pimentdo tem origem americana (entre o Sul dos Estados Unidos e o
Norte do Chile) e pertencente a mesma familia do tomate, jilo, berinjela, batata e pimentas em
geral (Sousa, 2017).

Os frutos apresentam as mais variadas cores, formas e tamanhos e sdo importantes fontes
de vitamina E e C e antioxidantes naturais. O fruto ¢ a parte lucrativa da planta e pode ser
comercializado de forma fresca, desidratada, em flocos, em conservas ou em pd. Quando
desidratado e moido ¢ denominado péprica e € bastante utilizado na industria alimenticia como
ingrediente de enlatados, embutidos ou comercializado em pequenas embalagens (Sousa,
2017).

Seu cultivo pode se dar tanto em campo aberto quanto em estufas, sendo o cultivo em

campo aberto responsavel pela grande maioria da 4rea ocupada com esse legume no Brasil,



enquanto ao cultivo em estufas cabe a producao de frutos a serem comercializados maduros na
coloragdo vermelha, amarela ¢ outras. Entre as principais areas de cultivos estdo os estados de
Sao Paulo, Santa Catarina, Minas Gerais, Rio de Janeiro e estados do Nordeste (Maldonado,

2001).

A cultura do tomate no Brasil ¢ a mais importante dentre as hortaligas, tanto no ambito
econdmico, quanto no social, pelo seu grande volume de producdo e geracao de empregos
(Apolinario et al., 2016). Os maiores produtores mundiais de tomate em 2012-13 foram: China
(30,38%), india (10,00%), Estados Unidos (7,90%), Turquia (7,10%), Egito (5,00%), Italia
(3,40%), Ira (3,70%), Espanha (2,38%), Brasil (2,40%) e México (1,9%)4. Esses dez paises
produziram 74,2% da producao global de tomate (Camargo, 2017).

No Brasil, embora cultivado em todos os estados em maior ou menor escala, 0s
principais produtores sdo Goids, Minas Gerais, Sdo Paulo, Bahia e Rio de Janeiro. Da produgao
total, 70% sdo destinados ao mercado para consumo ao natural e os restantes sdo matéria prima
para industrializagdo, com os quais sdo elaborados diversos produtos, tais como estratos, pastas,
molhos, sucos e outros derivados. E necessario ressaltar que as cultivares de tomate para
mercado s3o diferentes daquelas para industrializagdo, tanto no que se refere a planta quanto ao
fruto e ao sistema de cultivo (Apolinario et al., 2016). Apesar dos bons indices, o Brasil ainda
apresenta baixa inser¢do no mercado internacional, tanto no segmento de fruto destinado ao
consumo in natura quanto no de pasta de tomate. As razdes para essa baixa inser¢do sao: alto
custo do produto nacional, grande distancia dos principais paises consumidores e barreiras ao
comércio externo (Carvalho, 2007).

A X. euvesicatoria é uma das bactérias (X. vesicatoria, X. euvesicatoria, X. perforans e
X. gardneri, conforme Nascimento et al., 2013) causadoras da mancha bacteriana de pimentao
e tomate (JONES et al., 2004). A mancha bacteriana é uma das doengas mais devastadoras de
pimentdo e tomate cultivados em ambientes imidos e quentes. Uma vez presente na cultura sob
condig¢des favoraveis € quase impossivel controlar a doenga e prevenir grandes perdas de frutos.
A mancha bacteriana ocorre em pimentao e tomate. Muitas das caracteristicas da doenga sao

similares nas duas culturas. A bactéria ataca folhas, caules e frutos de pimentdes e tomateiros
(RITCHIE, 2000).

No pimentao, a doenga ¢ caracterizada por lesdes necroticas em folhas, caules e frutas.
Os sintomas nas folhas comegam como manchas encharcadas de dgua que se transformam
gradualmente em lesdes necroticas de 1,6 a 6,4 mm de didmetro. Os sintomas no fruto comecam

com manchas pequenas, palidas e encharcadas de 4gua que gradualmente se transformam em
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lesdes escuras, criadas e necroticas. Em condi¢des favoraveis, a doenca pode causar perdas de
rendimento até 100% (DUTTA et al., 2014). A maior parte das perdas resulta da queda de flores
e de frutos jovens em desenvolvimento. Os frutos que permanecem, geralmente ndo sdo
comercializados por causa da baixa qualidade. Estes podem apresentar lesdes e estdo
frequentemente deformados e danificados devido a excessiva exposi¢ao ao sol como resultado
do desfolhamento da planta. As folhas doentes caem prematuramente, resultando em
desfolhamento extensivo. A medida que as folhas recém emergidas sdo infetadas e o
desfolhamento das mais velhas continua, a planta fica com folhas somente na parte superior dos
ramos (RITCHIE, 2000).

Geralmente, o desfolhamento ¢ mais comum em pimentdes do que em tomateiros. Por
causa da folhagem doente que frequentemente permanece nos tomateiros, as plantas afetadas
podem apresentar uma aparéncia chamuscada. As manchas nos frutos de pimentdo ¢ tomate
(Figura 2) podem ir até 0,5 cm e comecam como areas encharcadas de cor verde palido,
tornando-se, eventualmente, elevadas, marrons e asperas. Essas manchas podem servir de
pontos de entrada para invasores fungicos e bacterianos que causam podriddes secundarias de

frutos. O patdgeno que causa a mancha bacteriana ndo causa podridao de frutos (RITCHIE,
2000).

Figura 2. Mancha bacteriana no frutos de pimentao.

Fonte: APS (2017).

X. euvesicatoria é um patdgeno transmitido por sementes e as sementes de pimentdo
infestadas servem como fonte principal de indculo primario em sistemas de transplante e
produgdo de frutas. Uma vez que o patogeno € introduzido em estufas, alta temperatura, alta
densidade de plantas e alta umidade favorecem o desenvolvimento da doenga. A propagacao da

doenga ¢ ainda facilitada pela irrigacdo aérea. Assim, o uso de sementes e transplantes sem
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patdgenos ¢ uma das estratégias importantes estratégia de gestdo de doencas para mancha
bacteriana (DUTTA et al., 2014).

A mancha bacteriana ¢ favorecida por temperaturas entre 20°C a 30°C e alta umidade
relativa. A bactéria penetra na planta através de estdmatos ou de ferimentos provocados por
equipamentos ou por pequenas particulas de solo movimentadas pelo vento. A disseminagdo a
curta distancia se da por respingos de agua e, a longa distancia por mudas ou sementes
contaminadas. A mancha bacteriana ¢ de dificil controle devido a rapida disseminagao do
patdgeno em condi¢des 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 hidroxido
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, o uso de antibioticos
agricolas ndo ¢ permitido ou ¢ restrito, devido a fatores ligados ao custo, eficiéncia, prote¢ao

ambiental ¢ saude humana (NASCIMENTO et al., 2013; POTNIS et.al., 2015)

2.4. Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae

A distribuicao do género Passiflora se estende do sul da Argentina para o norte, em toda
a América Central e México até o sul dos Estados Unidos. A principal espécie cultivada ¢
Passiflora edulis. E nativa nas bordas das florestas da regido amazonica, Paraguai e norte da
Argentina. As plantas sdo cultivadas em todo o mundo, principalmente para a produgdo de suco
e frutas frescas, em climas variando de subtropical fresco (variedade roxa) a tropical quente
(variedade amarela) (MUNHOZ et al., 2015).

As plantagdes comerciais de maracuja sdo um fendmeno relativamente recente. No
Brasil, 0 maracuja amarelo (Passiflora edulis Sims) ¢ uma cultura de importancia economica,
tanto para a produ¢do de suco quanto para o consumo como fruta fresca. A planta também ¢
utilizada nas industrias cosméticas e fitoterapicos (MUNHOZ et al., 2015). O Brasil ¢ o maior
produtor mundial de maracuja amarelo com uma producdo estimada de 838.244 toneladas e
uma area plantada de 58.089 hectares por ano (NASCIMENTO et al., 2016). Como o Brasil
tem alta diversidade de frutos e altos niveis de producao de espécies de Passiflora, nao é
surpreendente que a expansdo do cultivo de maracujd tenha sido acompanhada pelo

aparecimento de problemas fitossanitarios, incluindo varios problemas de pragas (causados por
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lagartas, moscas da fruta e varios outros insetos, além de nemétodos) e doengas (causadas por

fungos, bactérias, virus e fitoplasmas) (CERQUEIRA-SILVA et al., 2014).

Figura 3. Mancha bacteriana do maracujazeiro nas folhas (A) e frutos (B).

Fonte: APS (2017).

A mancha-bacteriana do maracujazeiro, causada pela bactéria X. axonopodis pv.
passiflorae, ¢ uma das principais doengas da cultura. No Brasil, a mesma foi constatada na
regido de Araraquara, no Estado de Sdo Paulo, em 1967 (ISHIDA, HALFELD-VIEIRA, 2009).
Também chamada de mancha-oleosa, crestamento bacteriano, morte precoce ou simplesmente
bacteriose do maracuja, essa doenga provoca perdas expressivas em maracujazeiro-doce e
azedo durante os periodos mais quentes e umidos do ano. Ocorre em todas as regidoes onde se
cultiva 0o maracujazeiro, sendo mais severa nas regides mais quentes e umidas. Nas folhas
(Figura 3-A), o patoégeno induz pequenas lesdes encharcadas e translucidas, as quais necrosam,
assumindo tonalidade marrom-avermelhada (VIANA et al., 2003). Com o desenvolvimento da
doenca, ocorre seca das folhas e, posteriormente, a desfolha, reduzindo consideravelmente a
produtividade. Nos frutos (Figura 3-B), as manchas sdo grandes, bem delimitadas, inicialmente

esverdeadas e oleosas, podendo coalescer e causar lesdes de grandes extensdes.

As condigdes ideais para X. axonopodis pv. passiflorae incitar doenga sdo temperaturas
superiores a 30 °C e umidade relativa do ar elevada (VIANA et al., 2003). A disseminacado entre
areas pode se dar por meio de sementes e mudas contaminadas e entre plantas pela agua de
irrigacao ou das chuvas, vento e insetos. A principal medida de controle da mancha-bacteriana
¢ a exclusdo, evitando-se a introdu¢dao do patdgeno na area de cultivo, com a utilizagdo de
mudas e sementes livres do patdogeno. Essas medidas de prevencdo sdo de fundamental
importancia, pois, uma vez estabelecida, a bacteriose ¢ uma doenga de dificil controle.

(ISHIDA, HALFELD-VIEIRA, 2009)
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Nas condi¢des do cerrado, o manejo da bacteriose vem sendo feito por meio da
integracdo dos controles quimico, cultural e genético. Para o controle cultural, sdo
recomendadas medidas como: instalacdo de novos plantios em locais distantes de plantios
contaminados, adubagdo e calagem adequadas, controle de plantas invasoras, insetos e
destruicdo de restos culturais. Como controle quimico para a cultura do maracuja sao utilizadas
combinagdes do sulfato de cobre e oxitetraciclina, oxitetraciclina e estreptomicina, e
kasugamicina. O uso intensivo de produtos cupricos para o controle da doenga pode levar, em
longo prazo, a selecao de formas resistentes do patogeno. A utilizacao de cultivares resistentes
¢ uma alternativa simples e efetiva no controle de doengas causadas por bactérias, no entanto,

ainda ndo existe material cultivado resistente a doenga (ISHIDA, HALFELD-VIEIRA, 2009).

O controle quimico tem sido uma das principais tentativas de reduzir as perdas causadas
por esta doenga. Os problemas associados a selecdo de isolados de patogenos resistentes a
fungicidas e a percepg¢ao publica geral do impacto potencial das praticas de controle tradicionais
na satde e no meio ambiente levaram a uma demanda crescente de produtos quimicos isentos

de residuos. Consequentemente, agricultores e pesquisadores comecaram a considerar o uso de

métodos alternativos para controlar a doenca (TONUCCI-ZANARDO et al., 2015).

2.5. Fungos da Antartica como fontes de novos produtos para o controle de doencas

causadas por Xanthomonas sp.

Os produtos naturais sdo moléculas de metabolismo secundario (compostos organicos
que ndo estdo diretamente envolvidos nos processos de crescimento, desenvolvimento e
reprodugdo dos organismos) derivadas de plantas, animais ou micro-organismos, que podem
representar pontos de partida como prototipos de compostos para pesquisa de descoberta de
medicamentos novos. Nos ultimos anos, a relevancia dos micro-organismos na bioprospec¢ao
para a descoberta de medicamentos tem aumentado e, entre as fontes microbianas, as moléculas
bioativas produzidas por fungos representam um reservatorio quimico para descobrir novos
compostos com compostos antibidticos, antioxidantes, imunomoduladores, anticancerigenos e
antiparasitarios (FURBINO, 2014). Ao longo do século passado, os fungos foram utilizados
como fonte de diferentes metabolitos secundérios bioativos e sdo considerados produtores
prolificos de moléculas prototipicas, que podem ser usadas como modelos para desenvolver
novos medicamentos ou pesticidas. Mais recentemente, diferentes programas de pesquisa em

bioprospeccdo comegaram a utilizar fungos presentes em ambientes inexplorados, o que
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representa uma estratégia interessante para encontrar novas vias metabolicas e, finalmente,

novos constituintes bioativos (GONCALVES et al., 2015).

Os micro-organismos de ecossistemas extremos, como as regides polares, precisam
sobreviver em condigdes dificeis com baixas temperaturas, baixos niveis de nutrientes,
dessecacdo, estresse hipersalino (osmoético) e altos niveis de radiacdo solar. Os micro-
organismos se adaptam a estas condi¢des evoluindo diversas adaptagdes bioquimicas e
fisiologicas essenciais para a sobrevivéncia. A sua sobrevivéncia e adaptagdo a tais ambientes
podem aumentar o seu potencial para a produgdo, por exemplo, de compostos bioativos
caracteristicos, enzimas a frio e proteinas anticongelantes. Tudo isso faz com que estes micro-
ogranismos sejam uma fonte rica de novos produtos naturais baseados em estruturas quimicas
unicas. Neste contexto, os fungos endémicos e adaptados ao frio e os fungos marinhos foram
reconhecidos como fontes potenciais de novos produtos naturais para aplicagdes farmacéuticas,
agricolas e industriais (FURBINO, 2014; TIAN et al., 2017; ABNEUF et al., 2016).

As regides polares, que se referem ao Artico, & Antartica e suas sub-regides, sdo areas
remotas ¢ desafiadoras da Terra. A Antartica ¢ o continente mais ao sul e esta cercado pelo
Oceano Antartico. E o continente mais frio, mais seco e com mais ventos, com
aproximadamente 98% do continente coberto por gelo, onde sdo encontradas baixas
temperaturas, diferentes niveis de pH, baixa disponibilidade de nutrientes orgénicos e agua,
ventos fortes e radiagao UV alta. (ENCHEVA-MALINOVA, 2014; FURBINO et al, 2014).
Apesar das condigdes ambientais dificeis e unicas, a Antartica encontrou-se uma diversidade
maior do que a esperada, incluindo uma série de espécies endémicas e ainda desconhecidas. O
continente antartico ¢ um habitat para diferentes formas de vida que incluem invertebrados,
aves, mamiferos, macroalgas, plantas ¢ micro-organismos. (GONCALVES et al., 2015). Esta
vasta regido tem sido relativamente isolada do resto do mundo desde a separagdo da Antartica
da Gondwana mais de 10 milhdes de anos atras. Este poderia ser o motivo pelo qual muitas
novas espécies de bactérias, micro-algas, fungos e protozodrios foram descritas na Antartica e
nao foram registradas em outras partes do mundo, sugerindo que o nivel de endemismo poderia
ser consideravel. (VINCENT, 2000)

Os micro-organismos presentes na Antartica podem apresentar papéis ecologicos
importantes na regiao, tais como interagdes de mutualismo, parasitismo e predagao com plantas
e animais. As comunidades microbianas sdo tipicamente o componente dominante de biomassa
dos ecossistemas antarticos e controlam a maior parte do fluxo bioldgico de carbono, nutrientes

e energia. (VINCENT, 2000). Entre a vida microbiana presente na Antartica, os fungos
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colonizam diferentes substratos terrestres, como solo e plantas, mas também 4agua doce,
macroalgas e sedimentos marinhos. A sua ocorréncia também foi registrada em madeira e em
associagdo com invertebrados e vertebrados. (FURBINO et al., 2014). No entanto, devido ao
isolamento geografico e as condi¢des inodspitas, uma diversidade abrangente e potenciais
aplicagdes biotecnologicas de fungos na Antértica permanecem estudadas de forma incompleta
quando comparadas com outras regides polares, temperadas e tropicais, especialmente seu

arsenal de moléculas bioativas (GONCALVES et al., 2015).

No estudo feito por Svahn et al. (2015) uma linhagem de Penicillium nalgiovense foi
isolada de uma amostra de solo de um ninho de pinguins na Antartida e foi descoberto que o
fungo produz anfotericina B com atividade antimicrobiana notavel contra Candida albicans e
Streptomyces nodosus. Gongalves et al. (2015) isolaram comunidades de fungos de solo da
rizosfera de Deschampsia antarctica, solo, solo ornitogénico, sedimentos marinhos e lacustres
na Peninsula Antartica e investigaram sua capacidade de produzir compostos bioativos com
propriedades antimicrobianas, citotoxicas e antiprotozoarias. Uma das coisas que descobriram
foi que as espécies de Penicillium e Pseudogymnoascus apresentaram atividade antifungica
forte contra o fungo patégeno humano Paracoccidioides brasiliensis. Os resultados de seu
estudo sugerem que os ecossistemas antarticos representam um habitat interessante para o

isolamento e caracterizagdo de tdxons fungicos capazes de produzir compostos bioativos.

Estudos recentes de metabdlitos secundarios produzidos por micro-organismos do
ambiente marinho e antartico demonstraram uma potencial atividade antibacteriana destes

metabolitos contra algumas espécies de Xanthomonas:

Em um destes estudos Silber et al. (2013) obtiveram compostos bioativos de extratos
brutos do fungo Calcarisporium sp., que foi isolado a partir de amostras de agua do Mar Frisio
alemdo. Os compostos exibiram atividades inibitorias contra Staphylococcus epidermidis, X.
campestris e Propionibacterium acnes. Moncheva et al. (2002) obtiveram 47 isolados de
Actinomyces de solos antraticos. Os isolados pertenciam aos géneros Streptomyces,
Actinomadura e Kitasatosporia e algumas delas apresentaram atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae, bem como as bactérias fitopatogénicas X.
axonopodis pv. glicinas, X. vesicatoria e X. axonopodis pv. phaseoli. Em um estudo realizado
por Encheva-Malinova et al. (2015), trés linhagens de Streptomyces isoladas dos solos da
Antartica foram pesquisadas para a atividade antibacteriana in vitro e in vivo em relagdo aos

agentes causadores da mancha bacteriana de pimenta: X. euvesicatoria e X. gardneri. Em seu
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estudo, todos os Streptomycetes apresentaram efeito antibacteriano que variou para diferentes

bactérias de teste e as estirpes produtoras.

Considerando a necessidade atual de novas alternativas no controle a espécies de
Xanthomonas, que visam substituir os produtos quimicos a0 mesmo tempo minimizar danos ao
meio ambiente, o presente projeto vem contribuir para a descoberta de novos compostos
produzidos por fungos isolados de sedimentos marinhos da Antartica que apresentem potencial

acdo contra espécies de Xanthomonas que causam sérios prejuizos as culturas agricolas do pais.

2.6. Informacgéo sobre géneros dos fungos usados neste estudo

2.6.1. Penicillium

O Penicilium ¢ um género diverso de fungos ascomicetosos filamentosos que ocorrem
em todo o mundo e suas espécies desempenham papéis importantes como decompositores de
materiais organicos e causam apodrecimentos destrutivos na industria de alimentos, onde
produzem uma ampla gama de micotoxinas. E o bolor que salvou milhdes de vidas ao produzir
o primeiro antibidtico moderno conhecido, a penicilina. A descoberta da penicilina do fungo
Penicillium chrysogenum (entdo conhecido como Penicillium notatum) por Sir Alexander

Fleming em 1928, aperfeicoou o tratamento de infecgdes bacterianas (Kung’u, 2017).

O nome Penicillium vem da semelhanga das estruturas produtoras de esporos
(conidioforos) do fungo com um pincel (penicillus é a palavra latina para pincel). Eles sao
encontrados no solo, vegetacdo em decomposicao, ar e sdo contaminantes comuns em varias
substancias. Penicilium provoca deterioracdo de alimentos, coloniza objetos de couro e ¢ um
organismo indicador de umidade interior. Algumas espécies sdo conhecidas por produzir
compostos toxicos (micotoxinas). Por exemplo, P. italicum e P. digitatum sdo causas comuns
de podridao de frutas citricas, enquanto que P. expansum ¢ conhecido por estragar magas

(Kung’u, 2017).

2.6.2. Pseudogymnoascus

Pseudogymnoascus (Geomyces) é um género de fungos ascomicetosos filamentosos. O
género Pseudogymnoascus possui apenas algumas espécies descritas. O género
Pseudogymnoascus foi introduzido por Raillo (1929) para P. vinaceus e P. roseus. (MULLER,
1982).

Apesar do pequeno numero de espécies descritas, os fungos de Pseudogymnoascus tém
uma distribui¢do global, e as espécies conhecidas do género sdo especialmente comuns nos

solos dos ecossistemas de alta altitude e temperatura, mas também podem ser generalizadas em
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ambientes marinhos. As espécies deste género tendem a ser queratinodfilos e psicofilos, elas
podem ser tolerantes ao sal e sabem tirar proveito da celulose como recurso alimentar. Os
Pseudogymnoascus ocorrem em diversos ecossistemas e muitas vezes sdo o grupo de fungos
mais comuns encontrados em ambientes frios. Os membros deste género sao encontrados a
partir de solos de campo de trigo na Alemanha e do pergelissolo artico para os solos da Antartica
e estdo mesmo associados a macroalgas marinhas antarticas e ecossistemas de mar profundo

(HAYES, 2012).

Os fungos de Pseudogymnoascus que vivem em ambientes polares de baixo nutriente
sobrevivem no solo como propagulos dormentes que crescem e se reproduzem quando a nova
matéria organica ¢ introduzida no ecossistema. Os fungos encontrados no pergelissolo e nas
condigdes polares também devem ser capazes de sobreviver e reproduzir em ambientes com
niveis muito baixos de dgua biologicamente disponivel. Apesar de estarem rodeados por gelo
abundante ou pergelissolo, esses fungos sdo expostos a recursos hidricos que muitas vezes nao
estdo disponiveis para o metabolismo celular quando a dgua estd congelada. As espécies do
género Pseudogymnoascus possuem adaptagdes fisiologicas que lhes permitem viver de forma
produtiva em temperaturas muito frias, quando a dgua liquida é escassa, ¢ baixas temperaturas
ambientes provocam mudancgas fisiolégicas que promovem a sobrevivéncia, crescimento €
reproducdo. Quando exposto a baixas temperaturas, Geomyces pannorum eleva os niveis de
gorduras ndo saturadas e outros produtos quimicos que possuem propriedades crioprotetoras e,
assim, promovem a continuagao das cé€lulas e da fungdo da membrana. Estes fungos também
sintetizam glicerol para ajudar a manter o equilibrio de dgua celular em condi¢des frias

(HAYES, 2012).

Os fungos marinhos podem ser encontrados associados a maioria dos animais marinhos,
desde esponjas até vertebrados. Embora exista uma abundante informagdo sobre os fungos
associados aos ecossistemas terrestres, hd pouca informagdo sobre fungos em ecossistemas
marinhos e, até recentemente, ndo havia dados sobre associacdes de fungos e algas na Antartica.
Em um estudo dos fungos associados as espécies de macroalgas da Antartica, os fungos mais
comuns isolados foram identificados como Geomyces pannorum, o que sugere que esta espécie
de Pseudogymnoascus pode ter um importante papel de decomposi¢do e nutriente em
ecossistemas marinhos frios (HAYES, 2012).

2.6.3. Cadophora
O género Cadophora é um grupo de fungos ascomicetos. A maioria das espécies de

Cadophora sao isoladas principalmente do solo e das plantas, interagindo como patdgenos de
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plantas, colonizadores de raizes ou saprotrofos. As espécies conhecidas de Cadophora e seus
parentes ocorrem em muitos habitats, como a decomposicdo de madeira, solo ou plantas
(GRAMAIE et al., 2015A). As espécies de Cadophora também foram isoladas do solo e da
madeira decaida em ambientes extremos, com C. malorum, C. luteo-olivacea e C. fastigiata
causando podriddo macia de cabanas de madeira na Antartica (TRAVADON et al., 2015).
Cadophora spp. também foram relatados associados a musgos antarticos, uma carcaga de foca
mumificada, penas de mandrides e solo da regido do Mar de Ross (ARENZ et al., 2006). Estes
estudos suportam informagdes que Cadophora spp. estdo bem adaptados para prosperar em
condi¢cdes extremas e parecem ser importantes decompositores nesses biomas e que esse grupo
prospera em ambientes polares especialmente, quando a madeira esta presente como fonte
primaria de nutrientes (HELD, 2013).

2.6.4. Cladosporium

Cladosporium ¢ um género de fungos, incluindo alguns dos bolores internos e externos
mais comuns. As espécies produzem colonias de verde-oliva a marrom ou negra. Os esporos de
Cladosporium sdo dispersos pelo vento e geralmente sdo extremamente abundantes no ar
exterior. Espécies de Cladosporium internas podem crescer em superficies quando a umidade
esta presente (SCHOCH et al., 2006). O género Cladosporium spp compreende grande numero
de fungos dematiaceos com distribuicao mundial e que estdo entre os fungos de ambiente mais
comuns. Sao frequentemente isolados como contaminantes, no entanto, algumas espécies sao
patogénicas e toxigénicas para os seres humanos, estando associados a infecgdes superficiais
da pele e dos tecidos moles e incluem sepse disseminada com elevada mortalidade.
Cladoporium spp sdo aero-alérgenos e causam graves doengas alérgicas do trato respiratorio,

bem como lesdes intrabronquicas (MENEZES et al., 2017).

O género Cladosporium spp, criado por Link, em 1816, é compreende mais de 189
espécies, estando entre os fungos mais comumente isolados do ambiente em quase todo lugar
do mundo, podendo ser isolado a partir de praticamente qualquer fonte ambiental e localizagdo
geografica. Muitas espécies sdo conhecidas por serem patdgenos de plantas, causando manchas
foliares e outras lesdes, ou parasitando outros fungos. As espécies de Cladosporium spp sio
também conhecidos por serem endofitos comuns. Os fungos pertencentes ao género
Cladosporium spp sdao denominados fungos demacios, mielinizados ou pretos por apresentarem
coloracdo naturalmente acastanhada em decorréncia da presenga de pigmento melanico em sua
parede celular. Este pigmento, além de constituir um elemento fotoprotetor, ¢ considerado um

fator de viruléncia do fungo, uma vez que protege os organismos do estresse ambiental
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(exposi¢do a metais pesados, dissecacdo, condi¢des hiperosmoticas e temperaturas extremas),
do antagonismo de outros organismos, da limitagdo de nutrientes, do choque de pH e contra a
radiagdo ionizante e UV (MENEZES et al., 2017). Fungos do genero Cladosporium foram
encontrados em solo na Ilha Livingston, Antartica (KOSTADINOVA et al., 2017), no ar
(MARSHALL, 1997) e foram isolados de diferentes espécies de musgos da Antartica (TOSI et
al., 2002).

2.6.5. Toxicocladosporium

O género Toxicocladosporium atualmente compreende 13 espécies relatadas de
diferentes plantas hospedeiras em estudos na América, Africa, Asia e Oceania. Semelhante ao
Cladosporium, Toxicocladosporium exibe uma ampla distribuicdo ¢ a capacidade de colonizar
substratos e familias de plantas distintos. Quase todas as espécies deste género foram descritas
por espécies de plantas. Toxicocladosporium irritans foi encontrado colonizando manuscritos
de pergaminho, tintas de tatuagem e tinta mofada, e também foi relatado associado a pacientes
com dermatite atopica no Japao, e foi isolado a partir de sangue humano e uma unha nos EUA.
Esta espécie também foi relatada em baobas no sul da Africa, e em equipamentos utilizados na

Estacdo Espacial Internacional ou Onibus Espacial (BEZERRA et al., 2017).

Também ha relatos de outros substratos ou hospedeiros incomuns, incluindo insetos-
escama de café no Vietnd, o vetor de leishmaniose visceral no Brasil, uma esponja nao
identificada da Coréia, pacientes com dermatite seborréica no Japao, amostras de poeira ao ar
livre nos EUA, e como patogeno vegetal na azeitona africana na Australia. As espécies de
Toxocladosporium podem ser recuperadas de substratos discretos e habitats extremos,
mostrando falta de preferéncia ambiental e capacidade de estar associada a materiais incomuns

e condigdes ecologicas (BEZERRA et al., 2017).

2.6.6. Paraconiothyrium

Paraconiothyrium é um grupo de fungos ascomycetes que estao presentes nos ambientes
terrestres em todo o mundo. Estes fungos sdo de grande interesse social porque varias espécies
sdo conhecidos patdgenos de plantas, agentes de controle bioldgico, biorremediadores e
produtores de metabdlitos com capacidades antimicrobianas. Paraconiothyrium sporulosum
(também conhecido como Coniothyrium sporulosum ou Coniothyrium fuckelii var.
sporulosum) tem uma distribui¢do cosmopolita no solo. Esta espécie foi identificada nos
Estados Unidos e no Japdo em sistemas de biorremediagao passiva que tratam aguas metaliferas

- esses organismos contribuem para processos de biorremediacdo promovendo a oxidacao de
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compostos Mn (II) dissolvidos para minerais Mn (III / IV) insoluveis. Além disso, P.

sporulosum pode promover a degradacao da madeira (ZEINER et al., 2016).

2.6.7. Phaeoacremonium

As espécies de Phaeoacremonium sao freqlientemente isoladas de plantas lenhosas
doentes. Outros hospedeiros mais incidentais incluem larvas de besouros, artropodes e solo. As
espécies de Phaeoacremonium s3o encontradas principalmente no ambiente em plantas
lenhosas como enddfitas ou como agentes de doencas de plantas. As espécies de
Phaeoacremonium foram isoladas de plantas lenhosas, solo e infecgdes humanas. A
epidemiologia das espécies de Phaeoacremonium foi estudada em maior detalhe na videira do
que em outras culturas, com o principal objetivo de compreender sua propagacdo na doenga de
Petri e nas vinhas afetadas pela esca. Onze espécies de Phaeoacremonium foram confirmadas
como patdégenos humanos causando micoses. As aparas podem ser uma fonte de infecgdes
humanas, que causam cisto ou micetoma, se forem passadas sob a pele. Outras fontes
ambientais de Phaeoacremonium causadoras de infecgdes humanas podem ser solo ou ar
(GRAMAJE et al., 2015B).

2.6.8. Pestalotiopsis

As espécies de Pestalotiopsis ocorrem comumente como patdgenos das plantas e
representam um grupo de fungos conhecido por produzir uma ampla gama de metabolitos
diversos quimicamente novos. Pestalotiopsis é um género assexuado rico em espécies e esta
amplamente distribuido em regides tropicais e temperadas. A maioria das espécies no género
carece de morfologias sexuais, e atualmente apenas 13 morfologias sexuais foram registradas
na literatura, que foram previamente tratadas como espécies de Pestalosphaeria. As espécies
de Pestalotiopsis sdo agentes fitopatdgenos comuns que causam uma variedade de doengas,
incluindo lesdes de cancer, manchas foliares, clorose grave, podriddes de frutos e varias
doengas pos-colheita. As espécies de Pestalotiopsis também reduzem a producdo e causam
perda econdOmica em maga, mirtilo, coco, castanha, gengibre, videira, goiaba, avela, lichia,
manga, orquidea, péssego, rambutio, cha e cera, devido a doenga. As espécies de Pestalotiopsis
também sdo comumente isoladas como endofitas e existem inumeros relatdrios de que estes
endofitos produzem novos compostos com aplicagdes medicinais, agricolas e industriais.
Estima-se que as espécies de Pestalotiopsis sejam uma fonte rica de bioprospec¢do em
comparagdo com outros géneros fungicos. Devido a sua capacidade de alternar os modos
nutricionais, muitas espécies de Pestalotiopsis patogénicas e endofiticas persistem como

saprotrofos e foram isoladas de folhas mortas, cascas e galhos. Varias espécies foram



21

recuperadas do solo, d4guas contaminadas, madeira, papel, tecidos e 13. Algumas espécies foram
associadas a infec¢cdes humanas e animais e outras também foram isoladas de ambientes

extremos (MAHARACHCHIKUMBURA et al., 2014).

3. OBJETIVOS

O objetivo geral do projeto € obter metabolitos secundarios produzidos por fungos
isolados de sedimentos marinhos da Antartica com potencial atividade contra X. citri subsp.

citri, X. axonopodis pv. passiflorae e X. vesicatoria.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Fungos

Os micro-organismos utilizados neste estudo (53 fungos filamentosos) foram
disponibilizados pela Prof.? Dr.? Lara Duraes Sette (UNESP, Rio Claro) e foram isolados de de
sedimentos marinhos coletados em diversos locais na Antartica durante a fase IV da
OPERANTAR XXXIII (Janeiro de 2015) (Tabela 1, Figura 4) no ambito do projeto
PROANTAR/CNPq intitulado "A vida microbiana na criosfera antartica: mudancgas climaticas
e bioprospecgdo - MICROSFERA" sob a coordenagdo da Profa. Vivian Pellizari (I0/USP).
Os micro-organismos fazem parte do acervo de fungos da colecio de pesquisa da Central de
Recursos Microbianos da UNESP (CRM- UNESP) onde se encontram preservados por meio
de ultracongelamento a -80°C. Os 53 fungos ja tiveram seus géneros identificados pela Prof.?

Dr.? Lara Durdes Sette.
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Tabela 1. Dados das amostras de sedimentos marinhos coletadas durante a fase IV da
OPERANTAR XXXIII (Janeiro de 2015).

GPS .
’:r?]rgset?aa Locagéo coordenadas Tipo de amostra meu(rr]:)' dade T(CC)

(XX Y.YYY)

. , 21.7 0.8

Amostra 2 Botgny 629 05'734% S sedimento marinho 20.4 0.6
Point 58°19.919'W

32.0 0.4

. \ 23.4 0.7

Amostra 3 EACF 629 05'139 S sedimento marinho 21.4 0.3
58° 23.356'W

24.0 0.4

Punta  62°05.015'S . . 20.3 05

Amostra 4 . , sedimento marinho 19.4 0.3
Ullman 58°20.987'W

21.2 0.1

. . , 19.7 0.2

Amostra 5 Refigio 2 620 04'373, S sedimento marinho 19.1 0.0
Sed. 58°25.335'W

21.4 0.1

Ref. 2 62° 04.341'S sedimento marinho na
Amostra 6 rt;r;trrees 58 25.233'W zona entre marés NaN 24

Fonte: Inforsato (2017).

Figura 4. Locais de coleta das amostras, os numeros representam os pontos de coleta dos

sedimentos marinhos citados na tabela 1.

rﬂ'
A

Refugio 2 w\’\‘

Fonte: Inforsato (2017).

4.2. Linhagens das Xanthomonas sp.

EACF

/ Punta Ullman
\ Botany Point

As linhagens das bactérias do género Xanthomonas estudadas no presente projeto sdo

(Tabela 2): X. citri subsp. citri linhagem selvagem 306, gentilmente cedida pelo Prof. Dr.
Henrique Ferreira da UNESP de Rio Claro; X. euvesicatoria (isolado IBSBF1387), isolado de

pimenta em Brasilandia — MG e X. axonopodis pv. passiflorae (isolado LM4a), isolado de
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maracuja azedo em Limeira/SP, estes isolados foram gentilmente cedidos pela Prof.* Dr* Maria
Lucia Carneiro Vieira da Esalg/USP. Os fitopatogenos foram mantidos em ultrafreezer -80 °C

para preservagao.

Tabela 2. As linhagens das bactérias do género Xanthomonas estudados no projeto.

Micro-organismo  Linhagem Isolado de Cedido por

Prof. Dr. Henrique Ferreira

X. citri subsp. citri 306 - (UNESP, Rio Claro)
. . Pimenta Prof.* Dr* Maria Lucia Carneiro

X.euvesicatoria  IBSBFIS87 g ciiandia/MG Vieira (Esalg, USP)
X. axonopodis pv. L M4a Maracuja azedo Prof.? Dr* Maria Lucia Carneiro

passiflorae Limeira/SP Vieira (Esalq, USP)

4.3. Obtenc¢ao dos extratos brutos

4.3.1. Condicdes de cultura para fermentacio em agitador orbital

Os 53 fungos foram reativados em placas de Petri contendo meio malte solido (2%
extrato de malte, 1,5% agar) e incubados em B.O.D. a 15°C por um periodo de aproximadamente
10 dias para crescimento. Discos de 5 mm de agar com micélio foram transferidos para
Erlenmeyer contendo 150 mL do meio malte liquido (2% extrato de malte) e foram mantidos
pelo periodo de 20 dias em agitagdo constante (150 rpm) a 15°C. Estas condi¢des de crescimento
foram determinadas pela Prof.? Dr.? Lara Duraes Sette.

4.3.2. Processamento, extraciao e armazenamento do extrato bruto

Apos 0 crescimento fungico, realizado em incubadora rotativa, a biomassa microbiana
e 0 sobrenadante foram separados através de filtragdo a vacuo. O sobrenadante foi submetido a
extragdao liquido-liquido com acetato de etila para extragdo de metabolitos secundarios
extracelulares e a biomassa foi macerada com solvente metanol, para a extragao de metabolitos
secundarios intracelulares. As fragdes organicas (extratos organicos) de ambas as extragoes
(extracelular e intracelular) foram concentradas em um evaporador rotativo, sob pressao

reduzida, e depois o solvente residual foi evaporado em um concentrador de amostra.

4.4. Avaliacao da atividade contra bactérias fitopatogénicas

A analise de atividade antibacteriana contra as Xanthomonas foi realizada pelo método
REMA (resazurin microtiter assay), consiste em um ensaio de microtitulacdo com rezasurina
(C12H7NOg4), um corante que em presenca de crescimento bacteriano sofre reducdo, de azul com
baixa fluorescéncia para coloragdo rosea e altamente fluorescente (resorufina)(Figura 5). Dessa
maneira, quanto menor o crescimento bacteriano menor sera a redu¢do da rezasurina em

resorufina e consequentemente menor a leitura de fluorescéncia detectada.
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Figura 5. Conversao da rezasurina (corante ndo fluorescente) para a resorufina (corante
fluorescente).
Viable Cell

Reduction
Reactions
—O\QOUO ’O\O:O 7 0}

LLS
NTNF NN N
v
o

Resazurin Resorufin
Emits fluorescence at 590nm

Fonte: Promega (2016).

O teste do REMA permite determinar quantitativamente os resultados obtidos via leitura
da fluorescéncia da resorufina, o sinal de fluorescéncia ¢ monitorado usando comprimentos de
onda de excitagdo 530-560 nm e comprimento de onda de emissdo de 590 nm. Os dados de
fluorescéncia emitidos foram transformados em porcentagem de células mortas (inibicdo de
células), calculada com base na média de fluorescéncia do controle negativo, conforme formula:

CM = [(CN — AM)/CN] x 100 1)
onde o CM representa porcentagem de células mortas (inibi¢ao de células), CN a média das

medidas de fluorescéncia do controle negativo e AM a medida de fluorescéncia da amostra.

Os extratos dos fungos filamentosos foram submetidos a bioensaio contra as bactérias
X. citri subsp. citri, X. euvesicatoria e X. axonopodis pv. passiflorae através ensaio de
microplaca com resazurina (REMA), conforme descrito na literatura (SILVA, 2013).

Para avaliagdo da atividade antimicrobiana os extratos brutos secos e pesados foram
dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSQ) 10%. A quantidade de DMSO utilizada foi calculada
individualmente de forma que a concentragdo final dos extratos atingisse valor de 30 mg/ml.
Para o controle de veiculo foi utilizado 1% de DMSO dissolvido em meio NYG, para controle
negativo foi utilizado apenas o meio NYG e para controle positivo foi utilizado antibidtico
canamicina na concentragdo de 20 pg/ml.

Os estoques dos extratos foram diluidos em meio NYG liquido (0,3% extrato de
levedura, 0,5% peptona bacteriologica, 2% glicerol) diretamente nos micropogos da placa,
contendo a maior concentragao dos extratos (3,0 mg/ml) na primeira linha (A), de forma que a
concentracdo de DMSO nao ultrapassasse 1% (concentracdo do controle de veiculo), e em
seguida foi realizada nas outras linhas a microdilui¢ao seriada das amostras, de modo que a

concentragdo de cada diluigdo é 2 vezes menor que a concentragdo na linha acima (linha 1: 3,0
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mg/mL, linha 2: 1,5 mg/mL, linha 3: 0,75 mg/mL e assim por diante). Em seguida foi
adicionado o indculo bacteriano (10 UFC/mL). Observagio: as células bacterianas foram
cultivadas em meio NYG liquido a 29°C sob rotagdo de 200 rpm por 12 horas, até atingir a
densidade otica (DO) de 0,8 (lido no espectrofotometro a 600 nm) que corresponde a 108
UFC/mL e fase log do crescimento da bactéria.

As placas foram incubadas a 29°C por aproximadamente 16 horas e em seguida foi
adicionada uma solucdo de resazurina (0.1 mg/mL) para uma nova incubagdo a 29°C por
aproximadamente 1 hora. Apoés este periodo foi realizada a medida da fluorescéncia através do
aparelho Biotek Synergy HIMFD leitor de microplacas (comprimento de onda de excitacao:
530 nm; comprimento de onda de emissdo: 590 nm).

O ensaio foi realizado em triplicata para cada espécie de Xanthomonas. Primeiro foi
realizado o teste de triagem (Figura 6-A) de todos os extratos, no qual foram testados 16 extratos
em uma placa, cada extrato com 4 concentragdes diferentes (3 diluigdes seriadas de primeira
concentragdo de 3,0 mg/mL). Os extratos que tinham inibi¢do de crescimento maior que 90%,
foram testados de novo em REMA com diluigdo seriada completa (Figura 6-B) em que cada
extrato tinha 8 concentragdes diferentes (7 diluicdes seriadas feitas da primeira concentragao

de 3,0 mg/mL).
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Figura 6. Modelo de placa para triagem dos extratos brutos (A) e REMA com dilui¢do
seriada completa (B).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

/%R \
A A . G b f'/mr ' ¥ X ¥ Y ‘ & .
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1000000000000
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A . G'o@'(f 000086 . e . C Extrato 3,0 mg/mL
Bl | @ [ 15me/mt e - (&) o
c . W ) ‘ e . Dilui¢do seriada
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E . 0,187 mg/mL . & .
E . 0,093 mg/mL . o ‘
G ‘ 0,046 mg/mL . & .
H 0,023 mg/mL (&

4.5. Concentracao minima inibitéria (CMI190)
Os dados de porcentagem inibitoria obtidos pelo ensaio de viabilidade celular foram

utilizados para a construg@o de curvas de regressdo para cada extrato bioativo. Os valores para
CMI90, isto ¢, a concentragdo de extrato bruto necessaria para a inibi¢cdo do crescimento de
90% de células bacterianas respectivamente, foi calculada com base no modelo da funcio
logistica. A figura 7 apresenta um exemplo de curva de regressdo utilizada para calculo do

CMI90 dos extratos.

Figura 7. Grafico para determinacdo da CMI90 do extrato E48.

Inhibicdo da X. citri subsp. citri com extrato E48
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4.6. Concentracio minima bactericida (CMB)

O bioensaio de atividade bactericida foi realizado por imersao de um replicador de
colonia (Figura 8) nos pogos da microplaca de 96 pogos ao fazer o teste REMA, contendo os
extratos e a bactéria (ap0os a incubacdo a 29°C por 18h, e antes da adicdo de resazurina) em
placa de Petri (150 x 15 mm) contendo meio NYG so6lido (0,3% extrato de levedura, 0,5%
peptona bacteriologica, 2% glicerol, 1,5% agar). As placas foram incubadas por 48 horas a
29°C em estufa bacteriologica. O crescimento bacteriano foi analisado visualmente, e para os
extratos, em que nao houve o crescimento bacteriano, foi determinada a CMB. O ensaio foi

realizado em triplicata em trés experimentos independentes para cada espécie de Xanthomonas.

Figura 8. Replicador de colonia usado para o teste CMB e crescimento bacteriano em placa
apos 48 horas da incubagao.
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4.7. Fracionamento dos extratos bioativos

O processo de fracionamento dos extratos foi conduzido em coluna cromatografica. A
purificacdo dos extratos foi feita em coluna de Silica Gel 60 (0,2 a 0,5 mm) e fase mdvel
utilizando solventes e misturas de solventes: hexano, acetato de etila, metanol e agua. A coluna
cromatografica HiPrep Octyl FF 16/10 também foi utilizada no processo de fracionamento dos
extratos, com a fase movel agua e metanol. O extrato a ser fracionado foi dissolvido em uma
pequena quantidade de solvente (maximo de 500 pL) e depois injetado manualmente com
auxilio de um conta-gotas.
A cromatografia em camada delgada (CCD) (TLC Silica gel 60 F.sa MERCK) foi utilizada
como uma forma de acompanhamento do processo de fracionamento. Cada fragdo coletada na
coluna foi aplicada na placa cromatografica de silica (4 cm x 2 cm). A CCD foi conduzida
utilizando misturas de solventes usados no processo de fracionamento como fase movel. Apos
a eluicdo as placas cromatograficas foram reveladas em UV (comprimento de onda: 254 nm) e

em solucdo reveladora de p-anisaldeido (preparada previamente com 5 mL de acido acético,
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465 mL de etanol, 12,5 mL de p-anisaldeido ¢ 17,5 mL de acido sulfurico), e para revelagdo
dos compostos a placa foi aquecida em chapa quente. Os reveladores ninidrina e orcinol
também foram utilizados para revelagao dos compostos das placas cromatograficas, mas o p-

anisaldeido se mostrou o melhor revelador.

5. RESULTADOS E DISCUSAO

5.1. Producao dos extratos

ApoOs reativacdo em duplicata, os fungos filamentosos provenientes de sedimentos
marinhos da Antartica foram submetidos a crescimento em incubdora rotativa a temperatura de
15°C e 150 rpm por 20 dias. Foram produzidos extratos extracelulares de 53 fungos e extratos
intracelulares de 39 fungos.

Os fungos e seus respectivos extratos extracelulares e intracelulares estdo apresentados
na tabela 4, os fungos foram numerados de 1 a 53 para facilitar a identificagdo. A tabela 4
apresenta as quantidades de extratos (extra e intracelular) obtidas na fermentagdo de cada fungo.
A média de extratos intracelulares obtida foi de de 122 mg, enquanto que a de extratos
extracelulares foi de 24 mg. Para a identificacdo mais facil os extratos extracelulares tem um E
na frente do namero do fungo que o produz, e os extratos intracelulares tem um I na frente do
numero.

Como a quantidade obtida de alguns extratos foi relativamente baixa para realizagdo de
etapas do projeto (principalmente de purificacdo) e para serem armazenados na extratoteca,
varios destes extratos foram e/ou estdo sendo produzidos em maior quantidade.

Os extratos que apresentam quantidade suficiente estdo armazenados na extratoteca, a qual
ja esta sendo utilizada por outro pesquisador (Prof.* Dr.* Leticia Veras Costa Lotufo) para

realizagdo de testes antitumorais.



Tabela 4. Codigos e géneros dos fungos e massas dos extratos extracelulares e intracelulares obtidas na fermentagao.

, - n Extrato Massa do extrato Extrato Massa do extrato
Numero Codigo do fungo Género . .
extracelular extracelular* (mg) intracelular intracelular* (mg)

1 3A-1C415111 Cadophora El 14 11 98
2 4B-1C1151111 Cladosporium E2 18 12 237
3 2B-1C115I11 Pseudogymnoascus E3 23 13 224
4 5A-1C31511I Pseudogymnoascus E4 23 14 /

5 4A-1C1151H1 Penicillium E5 17 15 117
6 2B-1C115l1 Penicillium E6 16 16 26
7 5A-1C115I1 Paraconiothyrium E7 10 17 57
8 5B-1C315111A Penicillium E8 8 18 /

9 5A-1C71511I Pseudogymnoascus E9 7 19 /

10 3A-1C215111P Penicillium E10 17 110 90
11 4A-1C615l11 Pseudogymnoascus E1ll 33 111 219
12 4B-1C1l1 Penicillium E12 7 112 64
13 3A-1C3151H1 Cadophora E13 16 113 84
14 2A-1C11511 Penicillium El4 13 114 63
15 2A-1C1111 Pseudogymnoascus E15 17 115 62
16 6DC4151 Pseudogymnoascus E16 29 116 45
17 5A-1C515I1 Penicillium E1l7 77 117 148
18 3A-1C215111IC Cadophora E18 20 118 130
19 2DC6151A Pseudogymnoascus E19 17 119 118
20 6DC3151A Pseudogymnoascus E20 26 120 94
21 4A-1C315111 Penicillium E21 10 121 94
22 6DC4l Pseudogymnoascus E22 7 122 /

23 3D-3C615I Penicillium E23 33 123 159
24 5DC115I Paraconiothyrium E24 14 124 24
25 2DC6151B Pseudogymnoascus E25 7 125 /

26 4D-3C1151 Phaeoacremonium E26 37 126 /

27 4DC515I Penicillium E27 8 127 50
28 2D-3C1151111 Pseudogymnoascus E28 30 128 218



29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

5D-3C115l1
6DC215l111
6DCA4llI
SDC1I1I
5D-3C1lII
3A-1CA4llI
6DC1I
2DC1lI
6DC315IB
2DCA415l111
6DC615I
2DC715l11
4D-3C1151111
4DC615I
5B-1C3151111B
3DC615I
5D-3C215l1
4ADC115l1
5DC815I
2D-3C115l11
2D-3C11511
3D-3C1lI
4D-3C1lI
6DC715I
6D-3C1l11

Toxicocladosporium
Pseudogymnoascus
Pseudogymnoascus
Pseudogymnoascus

Pseudocercosporella

Cadophora
Pseudogymnoascus
Pseudogymnoascus
Pseudogymnoascus

Penicillium

Penicillium

Penicillium

Penicillium

Penicillium

Penicillium

Penicillium

Penicillium

Penicillium

Penicillium
Pseudogymnoascus

Penicillium

Cladosporium

Cladosporium
Penicillium

Pestalotiopsis

E29
E30
E31
E32
E33
E34
E35
E36
E37
E38
E39
E40
E41
E42
E43
E44
E45
E46
E47
E48
E49
E50
E51
E52
E53

6
25
39

9
17
22

9
11
12
67
68
12
21
15

9
11
55
57
51
12
80
29

3
67
14

129
130
131
132
133
134
134
135
136
138
139
140
140
142
143
144
145
146
147
148
149
150
151
152
153

126
113
/
72
143
143
124
158
93
/
157
99
336
163
121

30

* Massa média produzida pelo fungo por 150 mL de meio liquido. (/) Apresenta que nenhum dado foi obtido; (E) Significa extrato extracelular; (1)
Significa extrato intracelualr. O crescimento dos fungos foi feito em meio malte liquido (150mL) a 15°C e 150 rpm por 20 dias.
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Como pode-se observar na tabela 4, os fungos sao dos géneros Penicillium (22 fungos)
e Pseudogymnoascus (18). Outros géneros incluem Cadophora (4), Cladosporium (3),
Paraconiothyrium (2), Phaeoacremonium (1), Toxicocladosporium (1), Pestalotiopsis (1) e
Pseudocercosporella (1). A comparagdo do ntimero de fungos do cada género esta apresentada

na figura 9.

Figura 9. Géneros dos fungos usados em obten¢ao dos extratos brutos.
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5.2. Avaliacao da atividade antibacteriana

5.2.1. Triagem dos extratos brutos com bioensaio REMA

A triagem dos extratos brutos foi conduzida como descrito em materiais ¢ métodos, de
forma que a maior concentragdo dos extratos foi de 3,0 mg/mL, a partir deste foram realizadas
3 microdilui¢des seriadas, para poder testar 16 extratos em uma placa de 96 pogos.

Como pode ser observado na tabela 5, contra a bactéria X. citri subsp. citri foram
estudados 53 extratos extracelulares, dos quais 32 apresentaram inibi¢do de crescimento acima
de 90% na triagem. Contra esta bactéria foram também estudados 37 extratos intracelulares e
nenhum deles apresentou inibi¢do de crescimento maior que 90%. Quarenta e oito extratos
extracelulares foram testados contra a bactéria X. euvesicatoria, dos quais 21 apresentaram
inibigdo positiva (+). Trinta e um extrato intracelular foi testado contra X. euvesicatoria mas de
novo nenhum deles apresentou inibicdo de crescimento maior que 90%. Como os extratos
intracelulares ndo apresentaram inibi¢do satisfatoria contra X. citri subsp. citri e X.

euvesicatoria, eles ndo foram estudados contra a X. axonopodis pv. passiflorae. Contra esta
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bactéria foram testados 48 extatos extracelulares e 23 deles deram resultado positivo, ou seja

uma inibi¢ao de crescimento de bactéria maior que 90%.



Tabela 5. Resultados de trigem (REMA) dos extratos brutos extracelulares e intracelulares contra Xanthomonas sp.

Extrato X. citri subsp. X. X. axonopodis pv. Extrato X. citri subsp. X.
extracelular citri euvesicatoria passiflorae intracelular citri euvesicatoria
El - - - 11 - -
E2 - - - 12 - -
E3 + + + 13 - -
E4 + + + 14 / /
E5 + + + 15 - -
E6 - - - 16 - -
E7 + + + 17 - -
E8 + + + 18 / /
E9 + + + 19 / /
E10 + - - 110 - -
Ell + - - 111 - -
E12 - - - 112 - -
E13 + + + 113 - -
El4 + + + 114 - -
E15 + + + 115 - -
E16 + + + 116 - -
E1l7 + - - 117 - -
E18 + + + 118 - -
E19 + + + 119 - -
E20 + - - 120 - -
E21 - + + 121 - -
E22 - - 122 / /
E23 - - - 123 - -
E24 - - + 124 - -
E25 - - - 125 / /
E26 + - - 126 / /
E27 + - - 127 - -
E28 + + + 128 - -
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(+) Significa que o extrato apresentou inibi¢do de crescimento da bactéria maior que 90%; (-) Significa que o extrato apresentou inibi¢ao de

crescimento da bactéria menor que 90%; (/) Significa que nenhum dado foi obtido. A triagem foi feita em triplicata.



35

5.2.2. Ensaio antibacteriano com a dilui¢ao seriada completa

Os extratos positivos contra as espécies de Xanthomonas do estudo de triagem foram
submetidos ao bioensaio de REMA com diluigdo seriada completa, na qual se utilizou 8
concentragdes diferentes para cada extrato. A tabela 6 apresenta os resultados de REMA com a
dilui¢do seriada completa contra X. citri subsp. citri, X. euvesicatoria e X. axonopodis pv.
passiflorae.

No bioensaio de REMA com a diluigdo seriada completa dos 32 extratos extracelulares
bioativos na triagem contra X. citri subsp. citri, apenas 19 extratos apresentaram inibigdo de
crescimento maior que 90%, E10, E11, E17, E26, E27, E31, E33, E41, E41, E43, E45, E5S0 e
E52 ndo apresentaram mas atividade contra a bactéria. Para a X. euvesicatoria de 21 extratos
testados, 19 continuaram a apresentar inibi¢ao de crescimento satisfatoria, E31, E33 e E43 nao
apresentaram mais atividade. Ja para a X. axonopodis pv. passiflorae dos 22 extratos testados
apenas o extrato E33 ndo deu resultado positivo.

Comparando os extratos que apresentaram inibi¢ao de crescimento maior que 90% na
REMA com a diluigdo seriada completa (Tabela 6, Figura 10), pode-se verificar que a maioria
dos extratos (18 de 22 extratos) foram bioativos contra as trés Xanthomonas. Os extratos E24 e
E31 apresentaram resultados positivos apenas contra a X. axonopodis pv. passiflorae. O extrato
E43 foi ativo contra X. axonopodis pv. passiflorae e X. euvesicatoria, citri e 0 extrato E44
apresentou atividade contra X. axonopodis pv. passiflorae e X. citri subsp. citri.

Além disso, é possivel verificar na tabela 6 que o extrato E3 apresentou a maior inibigao
de crescimento (98,69%) contra a bactéria X. citri subsp. citri e 0 extrato E4 apresentou a maior
inibi¢ao de crescimento bacteriano contra X. euvesicatoria e X. axonopodis pv. passiflorae
(98,64 e 99,04% respectivamente).
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Tabela 6. Resultados de inibi¢ao de crescimento obtidos com ensaio REMA de diluigdo seriada completa, calculada concentragdo minima

inibitoria (CMI190) e concentragdo minima bactericida (CMB) para Xanthomonas sp.

X. citri subsp. citri

X. euvesicatoria

X. axonopodis pv. passiflorae

Extrato 1Mbi€do  opp0q g Imibicdo oy 60 o Imbiedo o600 cMB O Genero do fungo
de células (mg/mL) (mg/mL) de células (mg/mL) (mg/mL) de células (mg/mL) (mg/mL)
(%) g g (%) g g (%) g g

E3 98,69 2,65 1,50 95,82 2,56 3,00 98,23 2,61 3,00 Pseudogymnoascus
E4 98,38 0,71 1,50 98,64 0,66 0,75 99,04 0,58 0,75 Pseudogymnoascus
E5 96,84 2,96 3,00 94,70 2,76 3,00 96,24 2,34 3,00 Penicillium
E7 96,63 1,21 1,50 95,38 2,80 3,00 98,35 0,86 1,50 Paraconiothyrium
ES8 97,01 1,83 3,00 96,48 2,49 3,00 97,50 1,53 3,00 Penicillium
E9 97,81 1,19 1,50 96,49 1,44 1,50 96,53 1,21 1,50 Pseudogymnoascus
E13 98,23 1,19 1,50 97,03 1,52 3,00 98,62 1,38 1,50 Cadophora
El4 93,65 1,72 3,00 96,14 1,18 1,50 97,40 1,01 1,50 Penicillium
E15 98,44 1,24 1,50 96,35 1,72 3,00 98,05 1,47 1,50 Pseudogymnoascus
E16 97,78 2,39 3,00 96,08 2,35 3,00 97,65 2,23 3,00 Pseudogymnoascus
E18 97,34 2,02 3,00 97,81 1,40 3,00 98,62 1,23 1,50 Cadophora
E19 96,54 2,43 3,00 94,49 2,30 3,00 95,66 2,76 3,00 Pseudogymnoascus
E24 / / / / / / 92,88 1,28 3,00 Paraconiothyrium
E28 95,25 2,12 3,00 96,98 1,95 3,00 98,09 1,25 3,00 Pseudogymnoascus
E29 98,01 1,63 1,50 96,74 1,34 1,50 98,39 1,28 3,00 Toxicocladosporium
E30 98,08 1,99 3,00 95,93 2,05 3,00 97,58 2,17 3,00 Pseudogymnoascus
E31l / / / / / / 91,26 2,81 3,00 Pseudogymnoascus
E32 96,68 1,72 3,00 95,43 1,34 3,00 96,87 1,61 3,00 Pseudogymnoascus
E40 98,48 1,19 3,00 91,71 2,56 3,00 94,55 2,36 3,00 Penicillium
E43 / / / 94,01 2,32 3,00 93,33 2,48 3,00 Penicillium
E44 94,63 2,52 3,00 / / / 94,12 2,84 3,00 Penicillium
E48 96,85 1,63 3,00 96,72 1,79 3,00 95,87 2,34 3,00 Pseudogymnoascus

(/) Significa que ndo tem dados. Todos 0s ensaios foram feitos em triplicata. Os resultados na tebela sdo de extratos da concentrag¢ao 3,0 mg/mL.
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Figura 10. Grafico de resultados de inibi¢do de crescimento obtidos com ensaio REMA de dilui¢do seriada completa para Xanthomonas sp.
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O grafico representa mesmos dados da inibigdo como a tabela anterior.
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Ainda comparando os resultados na tabela 6, pode-se ver que os fungos que produzem
extratos com atividade antibacteriana contra X. citri subsp. citri sdo dos géneros
Pseudogymnoascus, Penicillium, Cadophora e Toxicocladosporium. Os nimeros de fungos, de
cada género, que produziram extratos bioativos sdo apresentados na figura 11. A maioria dos
extratos ativos foi produzida por fungos do género Pseudogymnoascus (E3, E4, E9, E15, E16,
E19, E28, E30, E31, E32, E48). Os extratos E5, E8, E14, E40, E43 e E44 sao produzidos por
fungos do género Penicillium, os extratos E13 e E18 por fungo do género Cadophora, 0s
extratos E7 e E24 por fungo do género Paraconiothyrium e o extrato E29 por fungo do género

Toxicocladosporium.

Figura 11. Géneros dos fungos produtores de extratos bioativos.
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Pseudogymnoascus Penicillium Cadophora Paraconiothyrium Toxicocladosporium

Numero de fungos do género

W X. citri subsp. citri H X. euvesicatoria X. axonopodis pv. passiflorae

No estudo realizado por Idris (2006) metabolitos produzidos por Penicillium sp. foram
encontrados para suprimir o crescimento de X. campestris pv. malvacearum (bactéria causadora
da mancha bacteriana de algodao) e X. campestris pv. euvesicatoria (causadora da mancha
bacteriana do tomate). De acordo com Rampelotto (2016) fungos dos géneros Geomyces
(Pseudogymnoascus) e Penicillium, isolados de esponjas marinhas da Antartica, exibiram
atividade antibacteriana contra X. campestris. Henriquez et al (2014) descobriram que
Geomyces sp. isolados do solo antartico e Geomyces panorum isolado do solo antartico e
estruturas de madeira na Peninsula Antartica, bem como Penicillium commune e Penicillium
polonicum da Antartica mostram atividade antimicrobiana contra X. campestris.

Nao foram encontrados outros estudos de atividade antibacteriana de fungos dos géneros
Penicillium, Pseudogymnoascus, Cadophora e Toxicocladosporium contra as bactérias de
género Xanthomonas, principalmente contra a X. citri subsp. citri e X. euvesicatoria, mostranto

a grande caréncia de estudos realizados nesta area.
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5.3. Concentracio Minima Inibitoria (CMI90) dos extratos bioativos

A partir dos dados de porcentagem de inibi¢ao, obtidos nos bioensaios de REMA com
diluicao seriada completa, foram tragadas curvas de regressao para cada extrato. Com base nas
equacdes obtidas das curvas de regressdo, foi calculada a concentracdo minima inibitéria, de
cada extrato bioativo, para inibir o crescimento de 90% das células bacterianas (CMI90). A
tabela 6 apresenta os valores de CMI190 dos extratos bioativos contra as X. citri subsp. citri, X.
euvesicatoria e X. axonopodis pv. passiflorae.

Para a X. citri subsp. citri a maioria (11/19) dos extratos apresentaram CMI90 entre 1 e
2 mg/mL (E7, E8, E9, E13, E14, E15, E29, E30, E32, E40, E48), 7 de 19 extratos apresentaram
CMI90 > 2 mg/mL (E3, E5, E16, E18, E19, E28, E44) ¢ s6 um extrato apresentou CMI90 < 1
mg/mL (E4).

Para a X. euvesicatoria o mesmo nimero (9/19) dos extratos apresentaram CMI90 > 2
mg/mL (E3, E5, E7, E8, E16, E19, E30, E40, E43) e CMI90 entre 1 e 2 mg/mL (E9, E13, E14,
E15, E18, E28, E29, E32, E48) e s6 um extrato apresentou CMI90 < 1 mg/mL (E4).

Para a X. axonopodis pv. passiflorae o mesmo numero (10/22) dos extratos
apresentaram CMI90 > 2 mg/mL (E3, E5, E16, E19, E30, E31, E40, E43, E44, E48) e CMI90
entre 1 e 2 mg/mL (E8, E9, E13, E14, E15, E18, E24, E28, E29, E32) e dois extratos
apresentaram CMI190 < 1 mg/mL (E4, E7).

Dos extratos extracelulares testados contra X. citri subsp. citri o extrato E4, produzido
pelo fungo do género Pseudogymnoascus, apresentou as menores CMI90 para todas as trés
bactérias (CMI190 de 0,71 mg/mL para X. citri subsp. Citri; 0,66 mg/mL para X. euvesicatoria
e 0,58 mg/mL para X. axonopodis pv. Passiflorae).

5.4. Avaliacao da Concentracao Minima Bactericida (CMB) dos extratos bioativos.

Os extratos bioativos foram submetidos a avalia¢do da atividade bactericida, sendo que
para as amostras que apresentaram esta atividade foi determinada a concentragdo bactericida
minima (CMB).

De acordo com os dados obtidos na avaliacdo da atividade bactericida contra as
Xanthomonas spp., as concentragdo nas quais os extratos apresentaram uma inibig¢ao celular
maior que 90%, tambem mostraram acao bactericida nos bioensaios.

Como pode ser obervado na Tabela 6 para a X. citri subsp. citri a maioria (12/19) dos
extratos apresentaram CMB de 3,0 mg/mL e 7 de 19 extratos apresentaram CMB de 1,5 mg/mL
(E3, E4, E7, E9, E13, E15, E29).
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Para a X. euvesicatoria a maioria (15/19) dos extratos apresentaram CMB de 3,0
mg/mL, 3 extratos apresentaram CMB de 1,5 mg/mL (E9, E14, E29) e so 1 extrato apresentou
CMB de 0,75 mg/mL (E4). Para a X. axonopodis pv. passiflorae a maioria (15/22) dos extratos
apresentaram CMB de 3,0 mg/mL, 6 extratos apresentaram CMB de 1,5 mg/mL (E7, E9, E13,
E14, E15, E18) e so 1 extrato apresentou CMB de 0,75 mg/mL (E4).

Com base nesses resultados, podemos concluir que o extrato E4 apresentou as melhores
caracteristicas bactericidicas, visto que ele foi o unico extrato que apresentou CMB de 0,75
mg/mL contra X. euvesicatoria e X. axonopodis pv. passiflorae e 1,5mg/mL contra X. citri

subsp. citri.

5.5. Relacao dose-resposta

Todos os graficos de relagdo dose-resposta dos extratos bioativos estdo representados
em anexo. Para melhor comparagdo das curvas dose-resposta, as melhores curvas para cada
espécie de Xanthomonas foram tragadas juntas em um grafico. Na figura 12 estao representadas
as curvas dose-resposta para X. citri subsp. citri, que sdo as curvas dos extratos E3, E4, E8, E9,
E13, E29 e E40. O extrato E4 apresenta a melhor curva dose resposta, tendo um decaimento de
resposta diretamente relacionado a diminui¢do da dose do extrato. Os extratos E40, E3 e E9
também apresentam uma resposta a dose consideravelmente boa. Ja os extratos E8, E29 e E40
apresentam um decaimento de resposta muito pronunciado com relagdo a diminui¢do da

concentracao.

Figura 12. Grafico mostrando as melhores curvas dose-resposta para X. citri subsp. citri.
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A figura 13 apresenta as curvas dose-resposta para X. euvesicatoria (curvas dos extratos
E4, E9, E13, E14, E18, E29 e E32). Comparando as curvas, é possivel verificar que 0s extratos
E4 e E14 sdo os que apresentam a melhor relagdo dose-resposta contra esta bactéria. Os outros
extratos apresentam uma diminui¢do muito acentuada da resposta com relagao a diminuicao da

dosagem.

Figura 13. Grafico mostrando as melhores curvas dose-resposta para X. euvesicatoria
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Para a bactéria X. axonopodis pv. passiflorae as relagdes dose-resposta sdo mostradas
na figura 14, onde sdo comparadas as curvas dose-resposta dos extratos E4, E9, E13, E14, E18,
E28, E29 e E32. Neste caso, semelhante como para a X. euvesicatoria, 0s extratos que
apresentaram a melhor relacdo dose-resposta foi os extratos E4 e E14, todos 0s outros

apresentaram também um decaimento acentuado de resposta na diminuicao da concentracao

dos extratos.

Figura 14. Grafico mostrando as melhores curvas dose-resposta para X. axonopodis pv.
passiflorae
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Desta maneira foi possivel concluir que a melhor relagdo dose-resposta des todos 0s
extratos bioativos foi observada para o extrato E4 contra as trés bactérias X. euvesicatoria e X.

axonopodis pv. passiflorae e X. citri subsp. citri.

5.6. Fracionamento dos extratos bioativos

A purificagdo dos extratos foi realizada apenas para o extrato E5. O extrato E5 foi
escolhido para a purificagdo porque ele foi um dos primeiros extratos testados que mostraram
boa inibicdo de crescimento e também porque este extrato apresentou uma quantidade
satisfatoria para ser submetido a purificagdo. Para cada purificagdo, o fungo 5 (um Penicillium
com codigo 4A-1C1151111) foi submetido a fermentagdo em incubadora rotativa para obter a

massa do extrato extracelular suficiente para fazer o fracionamento.

5.6.1. Purificacao 1

Primeiramente o extrato E5 (120 mg) foi purificado em coluna cromatografica de 5 mL.
Para tal utilizou-se Silica Gel 60 como fase estacionaria e fase movel gradiente, sendo
inicialmente acetato de etila-metanol (8:2), metanol e por fim a metanol-acido acético (19:1).

A coleta das fragoes foi realizada a cada 500 pL, e obteve-se um total de 34 fracdes até
o volume total de extratos ter passado pela coluna. As fragdes obtidas foram analisadas em
placas cromatograficas de silica com mistura de solventes acetato de etila e metanol (8:2) como
fase movel (cromatografia de camada delgada CCD) e foram agrupadas por similaridade
quimica (Figura 15).

Figura 15. As fra¢des da purificag@o 1 nas placas cromatograficas de silica.
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Ao final as fragdes passaram por um processo de secagem para remocao dos solventes
e foram pesadas. Os dados da purificagdo do extrato ES podem ser observados na tabela 7, onde
P1 significa purificac¢do 1, ¢ F significa fragdo. A massa de fracdo purificada P1F1 obtida ao
final do processo com a coluna de silica foi satisfatoria (56.0 mg/fracdo reunida). A massa de
fragdes P1F2, P1F3 e P1F4 purificadas obtidas ao final do processo com a coluna de silica foi
baixa (< 10 mg/fracdo reunida), em geral o processo de purificacdo teve uma recuperagdo dos

composto em torno de 66%.

Tabela 7. Dados da purificagdo 1 do extrato E5 e do bioensaio antibacteriano das fragoes.
Massa  Concentragao testada

Fragao (mg) (mg/mL) Inibicao (%)
P1F1 56,0 3,0 0,00
P1F2 8,1 3,0 0,00
P1F3 9,9 3,0 0,00
P1F4 6,1 3,0 0,00

As fragdes obtidas foram testadas com REMA contra X. citri subsp. citri e os resultados
sao mostrados na tabela 7. Nenhuma das 4 fragdes mostrou atividade antibacteriana. O extrato
E5 que foi submetido para purificagdo ndo foi testado com REMA antes de se realizar a
purificacdo, e por isto € possivel que o extrato tivesse uma atividade antibacteriana baixa antes
de ser purificado, fazendo com que as fragdes purificadas ndo mostrassem atividade. Outra
causa poderia ser a presenga de sinergia de compostos que se perdeu quando os compostos

foram separados.

5.6.2. Purificacio 2

O extrato E5 (246,4 mg) fo1 purificado segunda vez em coluna cromatografica de silica
de 25 mL. Entretanto, neste caso antes de ser submetido a fracionamento o extrato foi submetido
ao bioensaio para confirmagao da atividade antibacteriana. A atividade antibacteriana do extrato
antes da purificagdo foi 96,84% na concentra¢ao maxima testada.

Na coluna cromatografica utilizou-se Silica Gel 60 como fase estacionaria e fase movel
gradiente (a fase movel inicialmente foi uma mistura de hexano e cetato de etila (7:3), depois
acetato de etila e metanol (8:2), metanol 100%, mistura de metanol e dgua (1:1) e por fim s6
agua).

A coleta das fragdes foi realizada a cada 500 - 1500 uL, e obteve-se um total de 715

fragdes até o volume total de extratos ter passado pela coluna. As fragdes obtidas foram
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analisadas em placas cromatograficas de silica com mistura de acetato de etila e hexano (7:3)

como fase movel e foram agrupadas por similaridade quimica (figura 16).

Figura 16. As fra¢Ges da purificagdo 2 nas placas cromatograficas de silica.
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No final foram obtidas 10 fragdes, as quais foram secadas e testadas contra
Xanthomonas spp. Os dados da purificagdo 2 (P2) do extrato E5 e das porcentagens da inibigao

de crescimento bacteriano podem ser observados na tabela 8.

Tabela 8. Dados da purificagdo 2 do extrato E5 e do bioensaio antibacteriano das fragoes.

Massa Concentracao o Inibicao (%) _
Fragdo (mg) testada X.citri X X. axonc_)podls pv.
(mg/mL) subsp. citri  euvesicatoria passiflorae
P2F1 17,4 3,0 0,00 1,76 0,00
P2F2 13,8 3,0 92,60 96,64 44,43
P2F3 58 3,0 97,85 97,78 97,77
P2F4 20,9 3,0 97,61 96,64 97,14
P2F5 29,2 3,0 93,36 94,43 78,24
P2F6 72,3 3,0 74,95 93,73 65,75
P2F7 18,4 3,0 9,42 3,18 17,06
P2F9 40,1 3,0 2,26 0,00 0,90
P2F9 15,7 3,0 3,65 1,08 0,00
P2F10 54 3,0 5,32 0,28 11,36

A soma das massas das fragdes € 239 mg que significa que o processo de purificacdo
teve uma recuperagdo dos compostos em torno de 97%. A fragdo F6 tinha a maior massa (72,3

mg) e as fracdes F3 e F10 tinham a menor massa (5,8 e 5,4 respectivamente).
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Como ¢ possivel observar na tabela 8 as fragdes F2, F3, F3, F5, e F6 apresentaram as
melhores atividades contra as Xanthomonas spp, fato que pode ser observado também na figura
17.

Figura 17. Grafico mostrando a inibigdo de crescimento pelas fragdes obtidas na purificagido
2.
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Contra X. citri subsp. citri a inibi¢do foi melhor com fragdes F2,F3, F4 e F5 (entre 92,60
e 97,85%). Fragoes F2-F6 tiveram os melhores resultados contra X. euvesicatoria (inibigao
entre 93,73 e 97,78%). Contra X. axonopodis pv. passiflorae as melhores fragdes foram F3 e
F4 (97,77 e 97,14 respectivamente).

A fracao F3 mostrou a melhor inibi¢dao de crescimento contra as trés bactérias (97,85%
para X. citri subsp. citri, 97,78% para X. euvesicatoria e 97,77% para X. axonopodis pv.
passiflorae). Esta fragdo foi enviada para ser caracterizada pelo aparelho de cromatografia
liquida acoplada ao espectrometro de massas no Departamento de Quimica da Faculdade de

Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto (USP campus Ribeirdo Preto).



46

6. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Dentre os 90 extratos testados 32 extratos extracelulares apresentaram atividade
inibitoria significativa (maior que 90%) contra X. citri subsp. citri causadora do cancro citrico
em frutas citricas. Destes 32 extratos, 19 apresentaram uma inibicdo maior que 90% no
bioensaio de dilui¢do seriada completa. O extrato E3 (provindo de fungo 2B-1C115I1I1l do
género Pseudogymnoascus) apresentou a maior inibi¢ao de crescimento contra X. citri subsp.
citri, entretanto e 0 extrato E4 (provindo de fungo 5A-1C315IHlI do género
Pseudogymnoascus) apresentou a menor CMI90 ¢ CMB para esta bactéria.

No caso da X. euvesicatoria 21 extratos extracelulares de 79 extratos testados,
apresentaram atividade inibitoria significativa contra a bactéria. Destes 21 extratos, 19
apresentaram uma inibi¢ao maior que 90% no bioensaio de dilui¢ao seriada completa. O extrato
E4 (Pseudogymnoascus sp.) apresentou a maior inibigdo do crescimento bacteriano e a menor
CMI90 e CMB contra X. euvesicatoria.

Dentre os 48 extratos testados contra X. axonopodis pv. passiflorae, 22 apresentaram
uma inibicdo maior que 90% no bioensaio de diluicdo seriada completa. O extrato E4
(Pseudogymnoascus sp.) apresentou a maior inibigdo do crescimento bacteriano e a menor
CMI90 e CMB contra X. axonopodis pv. passiflorae.

De 22 extratos 18 apresentaram atividade antibacteriana contra todas as 3 espécies de
Xanthomonas. Todos os extratos tinham agdo bactericida (CMB) em concentragdo menor que
3,0 mg/mL.

Os fungos do género Pseudogymnoascus foram os que produziram maior quantidade de
extratos bioativos contra as espécies Xanthomonas avaliadas, resultado interessante visto que

ndo ha relatos na literatura da ag@o destes fungos contra estas espécies de Xanthomonas.
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ANEXO

Graficos dose-resposta para Xanthomonas spp.
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