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RESUMO

A bactéria Gram-negativa Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) é responsavel por
causar a doenga conhecida como cancro citrico. Tal doenga gera lesbes necroticas
na forma de pequenas erupgdes na superficie das folhas, frutos e ramos de variadas
espécies de Citrus. A escolha do ramnolipidio (biosurfactante) no combate ao cancro
foi baseada nas suas propriedades antifungicas e sua atividade litica contra
zoosporos de patogenos de plantas. Além disso, os ramnolipidios possuem baixa
toxicidade, atraindo grande interesse na substituicdo a atual forma de contencao de
Xac, que consiste na pulverizagdo de formulagdes cupricas nos pomares. Do ponto
de vista de toxicidade e acumulo de cobre no solo e frutos, a utilizagdo de
ramnolipidios como antimicrobiano para Xac garantiria a redugéo desses residuos. A
linhagem Xac 306 (Xanthomonas citri subsp. citri) foi cultivada a 29 °C em meio NYG
e o ramnolipideo foi obtido por doagao de nossos colaboradores a partir da produgao
do micro-organismo Pseudomonas aeruginosa LBl 2A1. A técnica de REMA avaliou
a atividade antimicrobiana do ramnolipidio comparado, também, a uma solugao
cuprica ja comercializada (Difere), realizando-se microdiluigbes cuja maior
concentragao testada para o ramnolipidio foi de 2000 ug.mL-1, enquanto que para o
cobre foi de 1000 ug.mL-1. Os testes de minima concentragéo bactericida (MBC)
verificaram se na concentragdo inibitéria minima (CIM) 90, determinada pelas
analises quantitativas feitas através do REMA, ha morte das bactérias ou se ha
crescimento bacteriano, nas determinadas concentragdes. Os Testes de
patogenicidade foram realizados por infiltracdo dos compostos nas folhas do
hospedeiro laranja doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck). A maior concentracdo de
ramnolipideo (2000 ug mL-1) atingiu a média de 98,6% de morte celular. Nos testes
de MBC foi possivel identificar que, na regido destinada a esta concentragdo de
biosurfactante, ndo ocorreu crescimento de bactérias durante o seu periodo de
incubagdo (24 horas), possibilitando interpretar uma possivel propriedade
antibacteriana do ramnolipideo nesta concentracdo, promovendo a morte celular.
Nos testes de patogenicidade, inicialmente, as folhas com infiltracdo de Xac tratadas
com ramnolipideo na concentragdo de 2000 pg.mL-1 ndo apresentaram sintomas de
cancro, poréem desenvolveram colbnias 4 semanas apos os testes.

Palavras-chave: Xanthomonas citri subsp. citri, cancro citrico, ramnolipidio, REMA
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1 INTRODUGAO

O Brasil € um dos maiores produtores mundiais de frutas citricas, sendo o
Estado de Sao Paulo o responsavel pela maioria da produgao nacional com mais de
600 mil hectares de area devotada a esta produgdo (NEVES et al., 2010). O pais
detém atualmente um terco da producdo mundial de suco de laranja exportando
70% desta produgéo (USDA, 2016). Esta fatia da economia brasileira gerou valores
na ordem de US$ 2 milhdes ao ano em exportagdo (NEVES et al. 2010).

A bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) é um fitopatégeno responsavel
pelo cancro citrico, uma doencga que atinge todas as principais variedades cultivadas
de citros causando danos extensos nos pomares, sendo que a severidade da
infecgao varia de acordo com a espécie e condigdes climaticas (DAS, 2003). Essas
bactérias causam lesdes necréticas envolto por um halo clorético em frutos, folhas e
ramos de variedades de citros, diminuindo a qualidade e quantidade da producao
(FUNDECITRUS, 2008). Tais sintomas, além de comprometer os pomares, resultam
em danos significativos na economia pois torna o fruto inaceitavel para a venda e
diminuem as exportagdes (DAS, 2003).

O estado de Sao Paulo, o qual é responsavel pela producao de 75% das
laranjas no Brasil, teve seu primeiro caso de Xac detectado em 1957
(BITANCOURT, 1957). Em vista da proliferagcao do patégeno nas zonas rurais
brasileiras, medidas rigorosas foram adotadas no estado de Sdo Paulo, as quais
obrigavam o produtor rural a eliminar todas as plantas nos pomares que
apresentassem incidéncia de cancro e as adjacentes em um raio de 30 metros (SAO
PAULO, 1999). Posteriormente, a partir da metade de 2009, a legislagéo foi
amenizada. Como consequéncia, ocorreu aumento do numero de caso de cancro
citrico no estado, tornando-o endémico em diversa regides paulistanas (SANCHES
et al., 2014).

No sul do Brasil, 0 combate ao cancro se da por medidas de manejo integrado
como o cultivo de exemplares de citros genotipicamente mais resistentes, plantio de
quebra-ventos e uso de formulagdo cupricas nos pomares (BELASQUE Jr.;
BEHLAU, 2011). Estas praticas acarretam no aumento dos custos de producéo e
nao sao tao efetivas na prevencao da disseminagdo da bactéria. Além disso, a
pulverizacdo de cobre é conhecida por deixar residuos cupricos no solo e também

por induzir resisténcia dos micro-organismos fitopatégenos através do uso frequente



da aplicagdo de solucdo cuprica no campo (CANTEROS, 1999). Dessa forma, a
necessidade de desenvolver alternativas menos agressivas e danosas para o0s
pomares € de grande importancia para a citricultura brasileira. As pesquisas nos
biossurfactantes, especialmente o ramnolipideo, para combater a Xac, a fim de
prevenir a disseminacdo da doenca, pode indicar um possivel substituto ao

oxicloreto de cobre e também impedir o acumulo de compostos toxicos no solo.
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2 REVISAO LITERARIA

2.1. A citricultura no Brasil

A laranja, originaria do sudeste asiatico, foi trazida ao Brasil logo no inicio da
colonizagdo e se desenvolveu inicialmente nos Estados de Sao Paulo, Rio de
Janeiro e Bahia. No pais, sua adaptagédo ocorreu rapidamente devido as condigdes
do solo e clima favoravel para o seu cultivo, expandindo-se por todo o territério
nacional e gerando um forte concorrente internacional na agroindustria. A eficiéncia
da cadeia citricola brasileira j4 € muito conhecida pela variedade e qualidade de
produtos citricos, do cuidado com os pomares e até a excelente distribuicdo para os
mercados europeus, norte americanos e asiaticos, gerando, desde o comego da
industria da laranja, quase 60 bilhées de ddlares ao Brasil (NEVES, 2010).

Atualmente a produgdo mundial de laranja € de aproximadamente 45,8
milhdes de toneladas por ano e cobrem milhdes de hectares no mundo (USDA,
2016). O Brasil € um dos lideres mundiais na produgdo de laranja, gerando em
média 17 milhdes de toneladas de laranjas ao ano e atualmente produz 1,573 milh&o
de toneladas de suco concentrado (FCOJ, sigla em inglés) para o mercado
internacional (FAO, 2015). Os Estados Unidos também é um dos gigantes no setor
da citricultura, responsavel por 5,4 milhdes de toneladas de laranja anualmente,
sendo o estado da Flérida o maior contribuinte dessa produgdo. Juntos, os dois
paises concentram quase metade da produ¢ado mundial (USDA 2016).

O cinturdo citricola brasileiro concentra-se entre o estado de S&o Paulo,
Tridngulo Mineiro e Sudeste de Minas Gerais, produzindo ao todo 300 milhdes de
caixas das principais variedades de laranja no Brasil (PES, 2016). Somente no
Estado de Sao Paulo é responsavel por 73% da producéo nacional (IBGE, 2014).
Segundo o Inventario de Arvores do Cinturdo Citricola, realizado pela Fundecitrus
(2015), a area total de pomares de citros chega a ser 482.591 hectares espalhadas
entre seus 349 municipios. Em Sao Paulo, a laranja € a fruta citrica com maior area
plantada, com mais de 444 mil hectares plantados, seguida por limas &acidas e
limdes com quase 28 mil hectares e por tangerinas com 10 mil hectares espalhados.

Entretanto, a producgao de frutas citricas, tanto da producéo nacional quanto a

internacional, vem sofrendo o aumento de problemas fitopatbgenos que causam
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graves prejuizos para a agroindustria, diminuem a qualidade e influencia
negativamente nas exportacdes do suco de laranja para os mercados externos. Por
estas razdes, foi investido massivamente em tecnologias e pesquisas na citricultura
brasileira na ultima década a fim de manter a rentabilidade e diminuir os impactos
provocados por pragas e doengas no campo, como O cancro citrico (Xanthomonas

citri).
2.2. Histoérico do Cancro

A origem geografica do cancro citrico ainda € incerta, mas acredita-se que a
doenca surgiu nas areas tropicais do sudeste da Asia, como o sul da China,
Indonesia e india (DAS, 2003), locais presumidamente considerados o centro de
origem dos citros. O primeiro relato do cancro foi realizado na Inglaterra em
exemplares herborizados de Citrus medica, mantidas no Royal Botanic Gardens,
coletados entre 1827 a 1831 no Noroeste da india (BITANCOURT, 1957;
FAWCETT,; JENKINS, 1933). Porém, a primeira descricdo da doencga foi feita nos
Estados Unidos, nos estados do Golfo, por volta de 1910, em mudas de citros
provenientes do Japao (STALL; SEYMOUR, 1983).

O cancro foi disseminado através da Asia, centro e sul da Africa, Oriente
médio, Australia, Nova Zelandia, llhas do Pacifico, América do Sul e sudeste dos
Estados Unidos (CABI/CMI 1996; SCUBERT et al. 2001; GOTTWALD et al. 2002).
Entretanto, a doenca é registrada como eliminada nas regides da Africa do Sul e
Australia, bem como nos estados do Golfo, resultado obtido através de programas
de monitoramento, inspecdo de pomares, quarentena e até mesmo a queima de
plantas contaminadas (GOTTWALD, 2000).

No Brasil, a primeira ocorréncia de cancro foi registrada em 1957, no
municipio de Presidente Prudente, S&o Paulo (BITANCOURT, 1957), muito
provavelmente provindo de materiais importados da Asia. Apesar dos esforcos
adotados naquele mesmo periodo, incluindo uma campanha rigorosa de erradicagéo
do cancro citrico, a doenga acabou se espalhando para os estados do Mato Grosso
do Sul e Parana (AMARAL, 1957) devido ao comércio de mudas citricas infectadas.

Tal campanha também encontrou grande resisténcia por parte dos
citricultores e alguns setores governamentais que contestaram o seu rigor e forma

de aplicacédo (BELASQUE Jr. et al., 2009). Apesar de apresentar incidéncia
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relativamente baixa no Estado de Sao Paulo, o cancro citrico se encontra
estabelecido endemicamente em algumas regides do pais e sua presenca foi
recentemente registrada em novas areas do territério nacional e da América do Sul
(BARBOSA et al., 2001; BRAITHWAITE et al., 2002; NASCIMENTO et al., 2003).
Atualmente, apenas o Estado de Sdo Paulo e a Australia adotam programas de
erradicagao do cancro citrico pela eliminagao de plantas em areas infestadas pelo
patégeno (ADRIAANSEN, 2005; SAO PAULO, 1999). Desta forma, torna-se

prioritaria a avaliagdo de métodos alternativos de manejo desta doenca.

2.3.  Xanthomonas citri subsp. citri

Xanthomonas citri subsp. citri (Xac) é uma bactéria Gram-negativa, aerdbia
obrigatdria, com formato de bastonete medindo entre 1,5 - 2,0 ym de comprimento
por 0,5 -0.75 ym de largura. Sua motilidade é proporcionada por um unico flagelo na
posicao polar (BEDENDO, 1995; GALLI, 1980). Seu desenvolvimento ocorre em
torno de 29,5 e 39 °C, com a formacao de colbnias de aspecto mucdide semelhante
a uma goma de tonalidade amarela, devido a producdo de pigmento chamado
xanthomonadina (BEDENDO, 1995).

Existem atualmente varias doengas de citros relacionadas ao cancro que se
distinguem, principalmente, pela patogenicidade e sintomatologia. Entretanto,
caracteristicas genotipicas e fenotipicas s&do de extrema importancia para a
identificagdo acurada de cada Xanthomonas spp. (GABRIEL et al., 1989). Cancro
citrico asiatico ou cancrose A, tem como a Xac o seu principal agente causador,
além de outros patéogenos (Sin. X. axonopodis pv. citri ; Xanthomonas citri;
Xanthomonas campestris pv. citri). Este tipo de cancro € o mais disseminado pelo
globo, sendo encontrado em diversas regides da Asia, Africa, Oceania e nas
Américas, além de afetar todas as variedades de citros (BEDENDO, 1995;
CIVEROLO, 1985). Os outros tipos de cancro, como cancro B e C, ambos
representados pelo Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii como agente etiolégico
(SCHAAD et al., 2006), sao restritos somente a algumas regides das Américas e séo

limitadas a algumas espécies de lima (BEDENDO, 1995).
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2.4. Sintomas do cancro

Os sintomas causados pelo cancro aparecem na superficie das folhas, ramos
e frutos em todas as espécies de citros, na forma de lesdes necréticas. Tais lesdes
tém o aspecto eruptivo, formando um halo clorético em volta da regido entumecida
que podem variar entre 2 a 12 mm de didmetro, dependendo da regido afetada
(ROSSETTI, 2001). Segundo a Fundecitrus (2008), nas folhas, os primeiros
sintomas visiveis sdo em forma de manchas circulares amareladas de poucos
milimetros até progredirem para manchas maiores de tonalidade marrom, de
maneira saliente nas duas faces da folha (figura 1.a). Nas frutas, surgem pequenas
manchas amareladas, circulares e salientes que, gradativamente, crescem e
tormam-se marrons (figura 1.b). Os ramos afetados também apresentam lesdes

salientes, na forma de crostas pardas (figura 1.c).

Figura 1: (a) folhas de laranjeira com (b) leses de cancro na laranja Figura 1.c: lesGes de cancro no
lesbes de cancro envolvidas por halos (Fundecitrus, 2008) ramo de laranja doce (Fundecitrus,
cloréticos (Fundecitrus, 2008) (legenda 2008)

em cima)

As lesbes de cancro s&o histologicamente caracterizadas pela grande
proliferacdo de células hipertréficas e pequeno numero de células hiperplasicas. Nos
primeiros estagios da infecgdo, suas células aumentam de tamanho e o nucleo e
nucleoides escurecem mais facilmente. No entanto, essas células hipertrofiadas néo
procedem com a divisao celular, sendo este processo apenas detectado nas areas
periféricas da lesdo (GOTO, 1992).

O patdgeno é incidente em regides tropicais e subtropicais onde a umidade e
temperatura sido propicias para o desenvolvimento da doenca em citros. A
disseminagdo de Xac com infecgdo de novos 6rgaos ocorre em decorréncia da
exsudacdo da bactéria quando estas sdao umedecidas pelo orvalho, chuva ou
irrigacéo, penetrando nos tecidos das plantas através de aberturas naturais como os

estdmatos e hidatédios, bem como em regides submetidas a ferimentos mecanicos.
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O vento também favorece a sua dispersdo em grandes distancias (BOCK et al.,
2005), dificultando ainda mais a contencdo da doenca. Além disso, a infecgao
bacteriana pode ser facilitada através das injurias provocadas pelos estagios iniciais
da larva minadora de citros Phyllocnistis citrella Stainton (Lepidoptera: Gracillariida)
(BELASQUE Jr.; MASSARI, 2006), formando galerias abaixo da epiderme das folhas
que deixam o tecido da planta mais vulneravel (CHAGAS et al., 2001).

Embora o cancro provoque majoritariamente manchas e lesées nas espécies
de citros, em condigdes severas da doencga, € possivel presenciar desfoliamento e
queda prematura de frutos, afetando a produtividade. Geralmente, a qualidade
interna dos frutos ndo é afetada pelo cancro citrico, porém lesdes podem penetrar
profundamente na casca, expondo o interior do fruto, tornando-o suscetivel a
infecgdes de patégenos secundarios (GOTTWALD, 2000).

2.5. Erradicagcao

Durante os anos de 1999 até 2009, os produtores paulistas enfrentaram uma
campanha de erradicagdo rigorosa que ainda permanece nos dias atuais
(BELASQUE Jr., 2009). Foi imposto, na época, pela legislacdao do Estado de Sao
Paulo, a eliminagdo obrigatéria por queimada de todas as plantas sintomaticas de
cancro nos pomares e todas plantas adjacentes em um raio de 30 metros a partir
destas (BRASIL, 1999). Em 2009, o governo paulista foi pressionado a alterar a
legislagdo e amenizar as imposi¢gbes sobre o manejo do cancro citrico, sendo
apenas necessario erradicar todas as plantas dos talhGes que apresentassem
mais que 0,5% de plantas infectadas e as demais contidas num raio de 30
metros (Resolugédo SAA n. 43, de 25/06/2009). Como consequéncia, segundo o
levantamento de 2012 da Fundecitrus, ocorreu uma incidéncia de 1,39% de talhdes
(pomares citricos comerciais) com pelo menos uma planta com sintomas do cancro
citrico, registrando a doenga como endémica em algumas partes do estado
(SANCHES et al.,, 2014). O indice de talhées contaminados com a doenca
apresentou aumento expressivo de 893% em todo o estado apds trés anos da
aprovacao da legislagdo (FUNDECITRUS, 2016). Mais recentemente (Resolugao
SAA - 147, de 31-102013), houve nova alteragao de legislagao, na qual ndo é mais
obrigatdrio fazer a erradicagdo das plantas que estiverem em um raio de 30 metros

de uma planta contaminada com cancro citrico.
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Por outro lado, em outras regides do Brasil, as medidas de erradicagao da
doenca sdo menos drasticas e nao é obrigatéria a eliminagdo das plantas infectadas,
adotando demais estratégias de contencdo da bactéria (BELASQUE Jr.; BEHLAU,
2011). No Parana, por exemplo, o cancro ja se encontra endémico em suas
plantacdes. Nesta regido, assim como na Argentina, os produtores utilizam medidas
de manejo integrado como o cultivo de plantas com gendtipos menos susceptiveis,
plantio de quebra-ventos como barreira contra o espalhamento da doenca e
pulverizagao de formulagdes cupricas (BELASQUE Jr.; BEHLAU, 2011).

Os quebra-ventos arbéreos sao considerados uma das formas naturais de
contengao da doenga por reduzir a severidade da infecgao em situagdes endémicas.
A reducao da velocidade do vento diminui a probabilidade do Xac de penetrar
diretamente nas folhas a partir da abertura estomatica e dos ferimentos. Na
Argentina, o numero de lesdes provocadas pelo cancro foi dez vezes maior no lado
das laranjeiras expostas a ventos constantes do que no lado protegido por outras
plantas de eucalipto, com trés metros de altura acima do nivel do solo, como suporte
de cortinas quebra-vento instaladas um metro e meio acima das copas das
laranjeiras, reduzindo em 20% a velocidade do vento (TIMMER et al. 2006).

Outra medida adotada, principalmente no Brasil e nos Estados Unidos
(Fldorida), é a aplicagado de formulagéo cuprica nos pomares como controle quimico
da bactéria. Segundo Amaral (2003), esta medida é de carater curativo, ou seja, o
controle é realizado apo6s constatacdo de que a planta ja foi infectada pela
Xanthomonas. Entretanto, Behlau et al. (2010), afirmaram que os bactericidas a
base de cobre sdo de carater exclusivamente preventivo com nenhuma propriedade
curativa. Nas folhas, o cobre aplicado € predominantemente insoluvel e, uma vez
aplicado, as particulas de cobre se aderem a superficie das folhas formando um
barreira protetiva (MENKISSOGLU; LINDOW, 1991). Frutas sdo mais faceis de
proteger, pois possuem um crescimento lento e sdo apenas sucetiveis a infecgdes
apos a abertura estomatica (TIMMER, 2006) quando estas crescem de 2 a 6
milimetros de didmetro em um periodo de 90 a 120 dias, dependendo da espécie de
citros (GRAHAM; GOTTWALD, 2003).

Os bactericidas de formulagdo cuprica mais utilizados para o combate ao
cancro sao a base de oxicloreto de cobre, hidroxido de cobre e oxido cuproso
(MANUAL FUNDECITRUS). Entretanto, a contencdo da doenga por estes

compostos depende de varios fatores: sucetibilidade dos cultivares de citrus; idade
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das plantas; as condicbes ambientais; e a adogao de outras medidas de controle
(GOTTWALD et al., 2002). Dependendo do tipo de contengdo adotada e da sua
forma de manejo, pode induzir a um aumento significativo da pulverizagdo de cobre
sobre os pomares.

Praticas de protegdo agricola aumentam o custo da produgéo de laranja e
sua efetividade pode se tornar questionavel na erradicagdo e prevencao de novas
infeccbes ou tentativas na luta contra a disseminagdo de Xac. O uso continuo de
compostos a base de cobre nos pomares levam a contaminag¢ao do solo na medida
que a pulverizacdo acumula residuos sobre as frutas e solo, podendo induzir o
surgimento de cepas mais resistentes (CANTEROS, 1999) diminuindo sua eficacia.
Diante desses problemas na erradicacdo do cancro na citricultura, o
desenvolvimento de novos compostos ecologicamente corretos para o combate de
Xac se faz urgentemente necessario para, ndo somente prevenir a disseminagao da

doencga, como também impedir o acumulo de compostos toxicos no solo.

2.6. Surfactantes sintéticos

Os surfactantes ou tensoativos, constituem uma importante classe de
compostos quimicos que podem ser utilizados em diversas aplicacdes industriais
como na detergéncia, emulsificacdo, lubrificacdo, capacidade espumante,
capacidade molhante, solubilizagao e dispersédo de fases (BANAT, et al., 2000). Sao
moléculas anfifilicas que possuem regides com polaridades distintas. A parte apolar
da molécula é comumente constituida por uma cadeia carbonada enquanto a parte
polar pode ser ibnica, nao-ibnica ou anfotérica (atuando tanto como um acido ou
como uma base) (NITCSHKE; PASTORE, 2002).

A caracteristica anfifilica da molécula faz com que os surfactantes tendam a
espalhar preferencialmente na interface entre fases fluidas com diferentes graus de
polaridade, tais como agua/dleo e vice-versa (LOVAGLIO, 2011). Essas moléculas
compdéem um filme molecular nas interfaces que sdo capazes de reduzir a tensao
superficial e interfacial. A sua eficacia como surfactante € medida a partir da energia
livre da superficie por unidade de area, necessaria para trazer uma molécula do
interior para a superficie (ROSEN, 1978, apud MULLIGAN, 2005).

Os surfactantes possuem varias propriedades funcionais conhecidas e

exploradas em diversos setores industriais e também s&o requeridos dentro da area
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agricola (SACHDEV; CAMEOTRA, 2013), entretanto, estes compostos podem gerar
prejuizos ambientais significativos nas suas aplicacbes. Segundo Sachdev e
Cameotra (2013), 0,2 milhées de toneladas de surfactantes eram empregados na
protecdo da lavoura e na formulagcdo de agrotdoxicos. Outro ponto negativo é
relacionado a sua matéria prima. A grande maioria dos surfactantes séo obtidos a
partir de derivados de petrdleo, exigindo a busca de novas alternativas para a

producao de surfactantes naturais e menos danosos para o meio ambiente.

2.7. Biosurfactantes

Os biossurfactantes ou biotensoativos, sdo compostos naturais de origem
microbiana que possuem caracteristicas similares aos surfactantes sintéticos. Sao
sintetizados a partir de subprodutos dos sistemas metabdlicos dos microorganismos
mais bem estudados, tais quais os fungos filamentosos, leveduras e bactérias séo
seus principais produtores, utilizando diferentes fontes de carbono (BANAT et al.,
2000; DESAI; BANAT, 1997).

A classificagao dos biossurfactantes é diferente dos surfactantes sintéticos,
gue se baseiam de acordo com o seu grupo polar. Estes compostos naturais obtidos
por microorganismos podem ser categorizados dependendo de sua natureza
bioquimica (ABDEL-MAWGOUD et al., 2010). As principais classes incluem
glicolipidios, lipopeptidios e lipoproteinas, fosfolipidios e acidos graxos, surfactantes
poliméricos e surfactantes particulados (DESAI; DESAI, 1993). Estes também podem
ser divididos a partir de sua massa molecular em: biossurfactantes de baixa massa
molecular incluindo glicolipideos, fosfolipideos e lipopeptideos; e biossurfactantes de
alta massa molecular incluindo polissacarideos anfifilicos, proteinas,
lipopolissacarideos, lipoproteinas ou misturas complexas de biopolimeros
(PALUSINSKA-SZYSZ et al., 2011).

Os biossurfactantes possuem diversas vantagens quando comparados aos
surfactantes sintéticos. Eles podem ser produzidos a partir de fontes renovaveis e
residuos industriais, possuem baixa ou nenhuma toxicidade, alta especificidade, sao
efetivos em condi¢cdes extremas, tais como de alta salinidade e ampla faixa de pH,
possuem grande diversidade estrutural e alta biodegradabilidade (BENINCASA et al.,
2008; LOVAGLIO et al.,, 2011; SACHDEV; CAMEOTRA, 2013). Devido a estas

caracteristicas, as industrias farmacéuticas, quimicas, cosméticos, de alimentos e
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agricolas tém grande interesse em investir nestes compostos, com o intuito de
oferecerem para o mercado produtos naturais e mais apropriados para a

preservacédo do meio ambiente (LIN, 1996).

2.8. Ramnolipideos

Dentre as diversas classes de surfactantes naturais, o biossurfactante do tipo
glicolipideo denominado ramnolipideo vem se destacando nos ultimos anos.
Produzido pela bactéria Pseudomonas aeruginosa, sua porgao hidrofilica é
composta por moléculas de ramnose e sua porcao hidrofdbica € constituida por
acidos 3-hidroxialcandicos, assim descrito por Jarvis e Johnson em 1949. Estes
biotensoativos produzidos pela linhagem Pseudomonas aeruginosa podem reduzir a
tensao superficial da agua de 72 mN m! para 25 a 30 mN m' (PARRA et al., 1989).

O grande interesse das industrias em desenvolver as propriedades dos
ramnolipideos estda ameagando cada vez mais a producao de surfactantes sintéticos.
Possui aplicagbes na remogéao de petroleo em areas contaminadas (COSTA et al.,
2010), na composi¢cao de detergentes e outros produtos de limpeza devido a sua
excelente propriedade de emulsificagdo. Nas industrias farmacéuticas e terapéuticas
0s seus interesses geram em torno de sua atividade antimicrobiana contra diversos
microorganismos patégenos (Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes), assim descrito por Magalhdes e Nitschke, 2013.
Outra aplicacdo do ramnolipideo é o seu uso como tratamento de pele pelas
industrias de cosméticos (PILJAC; PILJAC, 2007).

Em relagdo a agroindustria, os biotensoativos também tém atraido atencgao
por demonstrarem atividade contra diversos patdgenos agricolas e possuirem uma
baixa toxicidade, o que permite seu uso frente a microrganismos fitopatégenos.
Possui atividade antibidtica contra bactérias Gram-negativas como a P.
aeruginosa, Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens e Klebsiella pneumonia, e
Gram-positivas como  Micrococcus sp., Streptococcus  sp., Staphylococcus sp.
e Bacillus sp. (ARINO et al., 1998; VASILEVA-TONKOVA et al.,, 2011), muito
possivelmente por conta de sua interacdo com a parte ativa da fosfatidiletanolamina
das membranas celulares (SANCHEZ et al.,, 2006; STIPCEVIC et al., 2006).

Segundo Sotirova (2008), esses surfactantes naturais podem intercalar dentro das
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membranas celulares e destrui-las pelo seu poder de permeabilizacdo. De acordo
com Kim et al. (2000), soforolipidios e ramnolipidios, foram utilizados para combater
os fungos causadores de manchas cinzas e moles em tomates e macgéas.

Ha relatos de que os ramnolipidios podem ser utilizados para a protecao de
videiras contra o ataque de Botrytis cinerea, pois inibem a germinagao de esporos,
bem como o crescimento do micélio (VARNIER et al., 2009). Vatsa et al. (2010)
relataram em sua revisédo a atividade antifungica dos ramnolipidios, contra diversos
microorganismos patogenos de plantas, tais como Botrytis sp, Rhizoctonia sp,
Pythium sp, Phytophtora sp. e Plasmopara sp. Os ramnolipidios também
demonstraram atividade litica contra zo6sporos de outros fitopatogénicos (VARNIER
et al., 2009). Nestes casos, promoveram a lise através da interacdo do ramnolipidio
com a membrana plasmatica dos zodsporos, o que leva a morte por extravasamento
celular. Ainda relacionado a protecdo de plantas contra seus patdgenos,
recentemente foi relatado que os ramnolipidios podem ativar o sistema imunoldgico
de Arabidopsis thaliana. Quando em contato com esse biossurfactante a planta
acumulou moléculas sinalizadoras e ativou os genes de defesa. Essa resposta
participa da resisténcia contra bactérias hemibiotréficas e também fungos biotroficos,
tais como Pseudomonas syringae e Botrytis cinerea, respectivamente (SANCHEZ et
al., 2012).

Vale ressaltar que os ramnolipidios podem ser utilizados como fungicidas em
plantas, tanto na forma pura como misturados ao caldo fermentado livre de células.
A aplicagdo do produto ndo purificado atualmente vem sendo explorada pelas
industrias, pois leva a uma reducao nos custos da producgao do tensoativo, tornando-
0 mais competitivo em relagdo aos antifungicos comerciais sintéticos (SHA et al.,
2012). Outra alternativa mais economicamente viavel € a utilizagdo de subprodutos
para a producao dos biossurfactantes. Os residuos gerados por monoculturas ou
pelas industrias de 6leos e gorduras, por exemplo, podem ser aproveitados como
nutrientes para estes microorganismos produtores de biotensoativos (LOVAGLIO,
2011). Em testes realizados por Costa et al. (2008), demonstraram que a borra de
soja e o 6leo de soja podem ser usados como substratos alternativos para a
producao de ramnolipideos por Pseudomonas sp. Tais alternativas podem ser, nao
somente uma vantagem econdmica, mas também ambiental, pelo reaproveitamento

de residuos, que sao descartados por diversas industrias, reduzindo a poluigao.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1. Xanthomonas citri subsp. Citri

A linhagem Xac 306 (WT — wild type ou linhagem selvagem) proveniente do
Laboratério de Genética Bacteriana, do Departamento de Bioquimica e
Microbiologia, Unesp Rio Claro, utilizada no presente estudo foi sequenciada (da
SILVA et al.,, 2002). Para a preservagdo do microorganismo, seu estoque foi
guardado a -80 °C. As bactérias em teste foram resgatadas em meio contendo uma
combinagao de glicerol (20mL/L), extrato de levedura (3g/L) e peptona (5g/L) (NYG,
sigla em inglés) com agar e incubadas por 48 horas a 29 °C. Apds o crescimento, a
linhagem foi inoculada em 20 mL de meio NYG sob agitacdo de 200 rpm, a 29 °C,

por um periodo de 20 horas.

3.2. Oxicloreto de cobre

O fungicida oxicloreto de cobre ([CuCI2. 3 Cu(OH)2]) foi utilizado na sua forma

comercial Difere. A concentracao inicial utilizada foi de 1000 yg mL-1 de meio NYG.

3.3. Ramnolipideo

O biossurfactante ramnolipideo foi obtido por doagdo de nossos
colaboradores a partir da produgdo do micro-organismo Pseudomonas aeruginosa
LBI 2A1, o qual é proveniente de um banco de mutantes randémicos do Laboratorio
de Microbiologia Industrial, Departamento de Bioquimica e Microbiologia, Unesp Rio
Claro.

Foram usadas para o experimento concentragbes de 2000 ug mL-1, 1000 ug

mL-1, 500 ug mL-1 e suas respectivas microdilui¢oes.
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3.4. Avaliacao da inibicao de crescimento bacteriano pelo método Resazurin
Microtiter Assay Plate (REMA)

A avaliagao da inibicdo de crescimento bacteriano foi realizada utilizando-se o
método Resazurin Microtiter Assay Plate (REMA) descrito por Palomino et al. (2002)
com algumas modificagdes (SILVA et al., 2013).

Cada solucéo foi previamente preparada e colocada diretamente na placa 96
multiwell no volume inicial de 190 pL na fileira A. Os controles negativo e positivo
foram constituidos, respectivamente, por 90 yL de meio de cultura livre de células e
canamicina 20 ug.mL-1. As colunas laterais foram preenchidas com agua a fim de
evitar a evaporacdo. Nos pocos restantes, estes foram preenchidos com 90 uL de
meio de cultura NYG. Tal disposicdo dos compostos e dos controles sao
representados seguindo a figura abaixo (figura 2). A seguir, foi realizada a
microdiluicdo dos compostos. Tal passo reduz pela metade as suas concentragbes

nas fileiras subsequentes.

Figura 2: Esquema da placa multiwell de 96 pogos contendo as solugdes para o método Resazurin
Microtiter Assay Plate (REMA).
1 2 3 4

5 6 7 8 9 10 11 12
A Ramno Ramno Ramno Ramno Ramno Ramno Difere Difere cP CN
H20 (2000 ug (2000 pg (1000 ug (1000 pg (500 pg (500 pg (1000 ug (1000 pg Cana (20 ug NYG H20
100pL miL-1) mL-1) mL-1) mL-1) mL-1)190 | ml-1) 190 mL-1) mL-1) mL-1) s0uL | 100yl
190 L 190 L 190 L 190 uL uL uL 190 1L 190 uL S0l
(21
B | 20 NYG NYG NYG NYG NYG NYG NYG NYG Ca”;ff HE NYG H20
100uL | sopL a0 L Em a0uL S0l 90 L E a0 L 20l ool | 100uL
(21
€l hao NYG NYG NYG NYG NYG NYG NYG NYG Ca”;ff HE NYG H20
100uL | sopL a0 L Em a0uL S0l 90 L E a0 L 20l ool | 100uL
(21
D | 20 NYG NYG NYG NYG NYG NYG NYG NYG Ca”;ff HE NYG H20
100uL | sopL a0 L Em a0uL S0l 90 L E a0 L 20l ool | 100uL
(21
E | hzo NYG NYG NYG NYG NYG NYG NYG NYG Car:fﬁ HE NYG H20
100uL | sopL a0 L Em a0uL S0l 90 L E a0 L 20l ool | 100uL
Cana (20
F | ho NYG NYG NYG NYG NYG NYG NYG NYG a”;L\_l.‘ HE NYG H20
100uL | sopL 90 L 90 L 90 L 90 uL 90 L 0 L 90 uL Soul o0l | 100uL
Cana (20
G| 120 NYG NYG NYG NYG NYG NYG NYG NYG e e H20
100uL | sopL 90 L 90 L 90 L 90 uL 90 L 0 L 90 uL S0l o0l | 1004l
Cana (20
H| 1o NYG NYG NYG NYG NYG NYG NYG NYG e e H20
100uL | sopL 90 L 90 L 90 L 90 uL 90 L 0 L 90 uL S0l o0l | 1004l

Apds as microdiluicdes, foi adicionado 10 uL do inéculo em cada pogo da
placa. Este foi realizado de forma a obter 10° células/ po¢go em volume final de 100
ML de meio de cultura. Em seguida, a placa multiwell de 96 pocos foi submetida a

incubagéao a 29 °C, por 15 horas.
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Apos esse periodo, foram adicionados 15 ul de uma solugao de resazurina na
concentragao de 100 ug mL-1 em agua destilada estéril, que reagiu por menos de 2
horas. Este experimento foi realizado em triplicatas. O teste que se baseia na
reducdo da resazurina por meio da desidrogenase microbiana mostra que a
resazurina atua como um aceptor de elétrons e, dessa forma, muda de cor na
presenca da enzima desidrogenase ativa, que é proveniente da cultura de bactérias
em crescimento. Essa reacdo de reducdo sé ocorre se houver um sistema de
transporte de elétrons microbiano, através da enzima desidrogenase microbiana, ou
seja, pode-se utilizar tal reagéo para quantificar atividades metabdlicas de respiragéo
e crescimento de uma cultura bacteriana pura. Se o microrganismo esta morto, a
desidrogenase microbiana ndo estara ativa, logo a redugédo de resazurina néo
ocorrera e a placa de REMA permanece azul, no espectro visivel. Enquanto que,
gquando o microrganismo esta vivo e mantendo suas reagdes metabdlicas, ha
presenca da enzima desidrogenase e ocorrera a reducdo da resazurina em
resofurina, assumindo a cor rosa, numa placa de REMA. Portanto, a resazurina
possui potencial redox com mudanca colorimétrica e um indicador de fluorescéncia
em resposta ao metabolismo dos microrganismos. Esta mudancga de cor é detectada
em scanner Synergy H1 microplate reader (Biotek) que detecta a fluorescéncia
utilizando-se filtros de excitacdo e emissdo nos comprimentos de ondas de 530 e

590 nm, respectivamente.

O potencial inibitério de cada tratamento foi expresso pela porcentagem de

morte celular, calculada em relagéo ao controle negativo segundo a férmula:

Células UAF! do controle negativo — UAF do teste

B * 100
Mortas(%) = UAF do controle negativo

IUAF: Unidades Arbitrarias de Fluorescéncia
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3.5. Avaliagao da Minima Concentragao Bactericida/Bacteriostatica (MBC)

O teste de MBC consiste em “carimbar’ as Xanthomonas tratadas na placa de
REMA numa placa de Petri de 15 cm de didmetro contendo meio NYG com agar
utilizando um replicador de microplaca. Apés incubar em B.O.D. a 29 °C, por 24
horas, avaliou-se se houve ou nao crescimento microbiano para cada pogo da placa
de REMA demarcado na placa. O teste de MBC foi realizado em triplicatas.

Ao assimilar o teste REMA com o MBC ¢é possivel verificar se na
concentragao inibitéria minima (CIM) 90, determinada pelas analises quantitativas
feitas através do REMA, ha morte das bactérias ou se ha crescimento bacteriano,
naquela determinada concentragcdo. Portanto, € possivel afirmar se o composto
testado apresenta agdo bactericida ou bacteriostatica para as concentracdes

determinadas e estudadas.

3.6. Teste de Patogenicidade

Os testes de patogenicidade realizados utilizaram como hospedeiro a laranja
doce (Citrus sinensis (L.) Osbeck). As plantas foram cultivadas em casa de
vegetacao no Instituto de Biociéncias de Rio Claro, UNESP, construida com
recursos FAPESP do processo 2013/14013-7.

O teste foi realizado por infiltragdo, no qual utilizou-se Xac selvagem,
cultivada em meio NYG até que atingisse a D.O600nm ~ 0,4. Em seguida, a
suspensdo de células foi diluida 100 vezes na ordem de 108 UFC/ mL no mesmo tipo
de meio de cultura e tratadas com as substancias na faixa de CIM90 pelo periodo de
15 horas a 29° C sob rotagdo de 200 rpm. Foram separadas dez plantas para
realizar o teste e selecionadas 5 folhas por planta para serem tratadas tanto com o
composto a ser testado (regi&o esquerda da folha) e o indculo tratado com o devido

composto (lado direito da folha) (figura 3).
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Figura 3: exemplo de folha de laranja doce para o teste de infiltragéo

Aproximadamente 100 uL da suspensdo de células foram infiltrados na
superficie abaxial das folhas préximas as nervuras com o auxilio de seringas
hipodérmicas, sem agulha. Assim, a disposicdo das plantas encontra-se nos

seguintes tratamentos (figura 4):

a) Plantas sem tratamento (controle).

b) Plantas contendo linhagem selvagem da bactéria diluida em meio NYG.
c) Plantas tratadas com Difere na concentragao de 31,25 ug mL-1.

d) Plantas tratadas com ramnolipidio na concentragéo de 1000 uyg mL-1.

e) Plantas tratadas com ramnolipidio na concentragao de 2000 yg mL-1.
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Figura 4: Disposicdo das mudas de laranja doce para o teste de patogenicidade. Da esquerda para a
direita: mudas de plantas sem tratamento, mudas de plantas contendo infiltragdo de cultura de Xac
diluida em meio NYG, mudas infiltradas com cultura de Xac e Difere, mudas de plantas infiltradas
com cultura de Xac e ramnolipideo na concentragado de 1000 uyg mL-1 e mudas de plantas infiltradas
com cultura de Xac e ramnolipidio na concentragao de 2000 ug mL-1.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

A anadlise da placa 96 multiwell do método de REMA (figura 5), pode-se
observar que a maior concentragao utilizada de 2000 uyg mL-1 (colunas 2 e 3) obteve
uma resposta positiva ao apresentar uma coloracdo de tonalidade menos rosada
em comparagao as outras concentragées de ramnolipideo (colunas 4 a 7). Por outro
lado, na concentragdo de 500 ug mL-1 aparenta ter uma tonalidade mais rosada,

demonstrado que esta concentragdo ndo seja a ideal para o controle de Xac.

Figura 5: placa de REMA apds 2 horas da aplicacao da resazurina.
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Tal resultado pode ser melhor analisado pelo exemplo de tabela de
fluorescéncia (tabela 1) proporcionado pelo scanner, no qual a fluorescéncia emitida
na maior concentragao de ramnolipideo (média de 561 UAF) pode ser equiparavel a
fluorescéncia de Difere a 500 ug mL-1 (média de 507 UAF). Nas concentragdes de
1000 pg mL-1, as duplicatas ndo apresentaram resultados semelhantes entre si,
variando a fluorescéncia emitida, chegando a intervalos muito grandes entre
aproximadamente, 7200 a 17000 UAF.
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Tabela 1: Exemplo do esquema de placa de REMA demonstrando a emisséo de fluorescéncia dos
compostos testados nas suas respectivas concentracbes. Quanto mais forte a tonalidade de azul,
maior a quantidade de UFA.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1

12

H20 Ramno | Ramno | Ramno | Ramno | Ramno | Ramno Difere Difere cp CN
2000 2000 1000 1000 500 500 1000 1000

A | 1710 584 582 14892 17731 232 248
B | 1619 | 7286 7633 546 935
C | 1664 819 860
D | 1654 1094 1063
E | 1631 1245 1195
F | 1690 18013 18978
G | 1530

H | 1584

Em relag&o a porcentagem de morte celular (tabela 2), a maior concentragao
de ramnolipideo atingiu a média de 98,6% de morte celular, demonstrando uma
possivel acdo antibacteriana. As concentragdes de 1000 uyg mL-1 e 500 ug mL-1

apresentaram resposta no intervalo de 60 a 70% de morte celular.

Tabela 2: média de porcentagem de morte celular das triplicatas do teste de REMA.

% Rema 1 Rema 2 Rema 3 Media
95.658 96.04 95.114 95.604
99.415 99.415 99.387 99.40567
98.735 98.739 98.512 98.662
67.123 60.318 69.659 65.7
39.354 23.411 4.911 22.55867
55.171 40.135 20.604 38.63667
60.164 50.476 17.246 42.62867

57.9 53.119 11.973 40.99733
39.279 31.936 (0] 35.6e075
14.476 10.264 0] 12.37

9.93 5.43 0] 7.68

7.72 3.771 (0] 5.7455

Entretanto, questionamos a veracidade de alguns resultados obtidos do teste
ja que na maioria dos testes realizados, as concentragbes de ramnolipideo
apresentavam resultados inesperados das nossas suposi¢des. A concentragao de
500 pg mL-1, por exemplo, apresentava taxas de fluorescéncia maiores do que em
concentragdes menores do que esta. Além disso, a concetragdo de 1000 yg mL-1

raramente apresentava a mesma taxa de fluorescénia entre as duplicatas.

H20

530.58
530.59
530.59
530.59
530.59
530.58
530.59

530.59
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Realizado outro REMA, porém sem a presenca do inéculo e somente com os
compostos, nos mesmos padroes, foi possivel perceber que, apds um periodo de 24
horas, os pogos contendo todas as concentragcdes de ramnolipidio apresentaram-se
de coloracéo rosa. Este resultado indica que a resazurina utilizada para avaliar a
fluorescéncia reage com o ramnolipidio, resultando em falsos negativos (figura 6).
Outros trabalhos tém relatado o uso de diferentes concentragcbes de resazurina
significamente mais altas que o presente estudo (ELSHIKH et al., 2016). Quando
altas concentragbes do corante foram testadas, com bactérias nao tratadas por
outros compostos, resultados falsos negativos foram obtidos, os quais podem ser
atribuidos a falta de habilidade da bactéria de metabolizar a resazurina nessas
condi¢des altas (SINGH et al., 2014). Nos experimentos de Singh et al. (2014),
utilizou-se nos testes de viabilidade celular 6,7 mg mL-1 de resazurina, concentragéo

que resultou em elevado efeito antibacteriano contra os patégenos testados.

Figura 6: Placa de REMA sem indculo 24 horas apds a aplicagdo da resazurina. Os pog¢os com
coloragdo rosa contém ramnolipideo nas concentra¢des de 2000 pg mL-1, 1000 pg mL-1 e 500 pg mL-
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Apesar dos testes de quantificagdo de células viaveis estarem

comprometidos, os testes de MBC demonstraram resultados consideraveis (figura
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7). Na regido da placa destinada a maior concetragdo de ramnolipidio (2000 ug mL-
1), ndo ocorreu crescimento de bactérias durante o periodo de incubagao (24 horas).
E possivel interpretar que, nesta concentragdo, o ramnolipideo pode ter
propriedades antibacterianas, promovendo a morte celular. Comparando os efeitos
de todas as concentragdes de ramnolipideo sobre a Xac, com os efeitos do
oxicloreto de cobre, a maior concentragdo do biossurfactante possui resultados
semelhantes a concentracédo de 31,25 pg mL-1. Meneguim et al. (2007), realizaram
testes de sensibilidade de Xac utilizando sulfeto de cobre e constatou que ocorreu
13,4% de crescimento bacteriano nos pomares em 50 ug mL-1 de cobre, porém
estes nao receberam pulverizagdes regulares do bactericida. Em contrapartida, as
culturas de bactérias que receberam aplicagdes frequentes do produto apresentaram

45% de crescimento bacteriano.

Figura 7: placa de MBC ap6s 24 horas de incubagdo.

A aplicagdo continua de cobre nos pomares pode induzir resisténcia em

populagcdes de Xanthomonas e selecionar linhagens de Xac com maior tolerancia ao
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bactericida. O cobre induz mudangcas metabdlicas em varias outras bactérias
associadas a plantas como Rhizobium leguminosarum, Agrobacterium tumefaciens,
Ralstonia solanacearum, Xanthomonas campestris pv. campestris, e Erwinia
amylovora, sendo possivelmente uma estratégia de sobrevivéncia destes
microorganismos (PALMIERI et al., 2010). X. axonopodis pv. citri, por exemplo,
contém homoélogos a genes (copA, copB, cutC e dsbD) que podem ser associados a
resisténcia contra niveis téxicos de cobre, também encontrados em algumas
Pseudomonas (LEE et al., 1994, MELLANO; COOKSEY, 1988). Outro ponto
negativo das solugbes cupricas € que a agao protetiva do cobre diminui quando
ventos e a chuva retiram o composto das folhas e frutos de laranjeiras e, além disso,
nao evitam a contaminagdo da bactéria para outras plantas (GRAHAM; LEITE,
2004).

No teste de patogenicidade, ocorreram algumas alteracbes em relagcdo ao
tempo de crescimento e formagao de colénias nos experimentos por conta das
condi¢cdes ambientais em que foram realizados, ja que em climas mais amenos e
baixa umidade a infecgdo do cancro nas plantas é afetado negativamente, sendo a
temperatura 6tima da infiltragdo do cancro entre 25 a 30 °C (GOTTWALD; GRAHAM
et al. 1992). Os resultados surgiram duas semanas apos o processo de infiltragao
(Figura 8). A infiltracdo de Xac foi realizada na regido abaxial das folhas pois a
infecgdo desenvolve-se mais faciimente devido a densidade maior de estématos
nesta area do que na regiao adaxial (McLEAN, 1921; GRAHAM et al., 1992).

Figura 8: Teste de patogenicidade em folhas de laranja doce. (A) folha ndo tratada (controle). (B)
folha tratada com Xac e meio NYG. (C) Folha tratada com Xac e ramnolipideo na concentragcdo de
1000 pg.mL-1. (D) Folha tratada com Xac e ramnolipideo na concentragdo de 2000 pg.mL-1.
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Nas folhas tratadas com Xac e meio NYG, foi possivel notar alguns sintomas
classicos de cancro, como o0 aparecimento de hiperplasia e hipertrofia na regido
infiltrada, aparecimento de halo clorético e algumas manchas necrosadas. Nas
folhas infiltradas com Xac e ramnolipideo a 1000 pg mL-1, ocorreram em sua
maioria o aparecimento de regido clorética onde se foi infiltrado o tratamento e
pequenas pontuacdes de carater eruptivo, demonstrando a formagao inicial de
colbnias. Nos tratamentos realizados com Xac e ramnolipideo a 2000 ug mL-1, ndo
ocorreu o aparecimento ou evidéncias de qualquer sintoma de cancro nas folhas
selecionadas para o experimento, muito menos qualquer modificagao nestas folhas,
reproduzindo os mesmos resultados obtidos pelo teste de MBC nas primeiras duas
semanas de experimento. No trabalho realizado por Magalhaes e Nitscheke (2013),
demonstrou que o Dbiosurfactante tém potencial antimicrobiano contra
Listeria monocytogenes, pois sua CIM de 2500 ug mL-1, registrou pouco mais de
90% da cultura de bactérias sensiveis ao ramnolipideo. Entretanto, apds um periodo
de 4 semanas, foi possivel identificar estagio inicial de cancro nas folhas infiltradas
com Xac e ramnolipideo na concentracdo mais alta, indicando que o composto néo
induziu morte celular com eficacia, mas retardou os sintomas do patégeno

comparado com as folhas infiltradas com o inéculo e o meio de cultura (figura 9).
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Figura 9: Teste de patogenicidade em folhas de laranja doce apds 4 semanas. (A)
Folha infiltrada com Xac e meio NYG. (B) Folha infiltrada com Xac e ramnolipideo
na concentragdo de 2000 pg.mL-1.

A B

Apesar dos testes de REMA ndo apresentarem resultados com exatidao,
ainda assim é possivel identificar que o ramnolipideo pode causar danos no
fitopatdgeno, que desacelerou a colonizagdo da Xac nas folhas testadas, pois este
composto pode aumentar a permeabilidade de sua membrana plasmatica
(SORTIROVA et al.,, 2008). Segundo Al-Tahhan et al. (2000), existem dois
mecanismos que os biossurfactantes aumentem a biodegradagado de componentes
organicos. O primeiro é que os biossurfactantes podem solubilizar compostos
hidrofébicos dentro de estrutura micelares, como polissacarideos, e o segundo é
referente ao poder com que as superficies das células se tornem mais hidrofébicas,
aumentando a associagao da célula com o substrato soluvel. Sanches et al. (2010),
reportou que diramnolipideos (glicolipideo contendo duas moléculas de ramnoses)
podem alterar as propriedades fisico-quimicas das membranas celulares, infiltrando-

se entre a bicamada fosfolipidica e afetando sua fungéo.
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A necessidade do mercado faz com que a busca e o desenvolvimento de
novos compostos menos danosos para o meio ambiente sejam intensificados para
que estes possam servir de substitutos para os compostos sintéticos.
Biossurfactantes tém atraido a atencdo de diversas industrias, incluindo a
agroindustria, por serem compostos biodegradaveis e de baixa toxicidade. O
ramnolipideo € um surfactante natural que pode ser utilizado como agente
bactericida nas zonas agricolas e substituir agrotdxicos contendo formulagbes
pesadas para o solo e para as plantas. Apesar do seu alto custo de producgio, novos
testes estdo sendo realizados para que a producgao deste biossurfactante seja feita a
partir de substratos de baixo custo, como os residuos da industrias de alimentos e
agroindustria (NITSCHKE et al., 2005), reduzindo também os custos com o

tratamento destes descartes.
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5 CONCLUSAO

O uso do teste de viabilidade celular REMA n&o € o mais adequado para
qguantificar os efeitos do ramnolipideo contra a Xanthomonas citri, ou outros tipos de
patdgenos, pois, aparentemente, o composto produzido pela P. aeruginosa reduz a
rezasurina em resofurina, resultando em falsos negativos, independente da
concentragao testada. Apesar do teste de viabilidade celular nos impossibilitar a
qguantificacdo de células mortas com exatiddo, o teste de MBC demonstrou que o
ramnolipideo pode interferir no desenvolvimento da col6nia e até mesmo induzir a
morte celular da bactéria em concentragdes entre 2000 e 1000 pg mL-1, equiparando
aos mesmos resultados obtidos ao oxicloreto de cobre na concentragao de 31,25 ug
mL-1. Pode-se observar que no teste com folhas infiltradas com Xac e ramnolipideo
na concentragcdo de 2000 uyg mL-1 as quais ndo retardaram o desenvolvimento das

colénias em comparagao ao oxicloreto de cobre.
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