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RESUMO

O cancro citrico é uma doenca causada pela bactéria Xanthomonas citri subsp.
citri que ataca espécies de citrus de importancia comercial. Para atenuar perdas, a atual
forma de controle da doenga envolve pulverizacdo de compostos contendo metais pesados
como cobre em sua composi¢do. Tais medidas tém causado grande impacto ambiental
devido ao acumulo destes no solo e por toda a cadeia tréfica. Por este motivo, a procura
de metabdlitos produzidos por micro-organismos tem se tornado crescente nos ultimos
anos. O objetivo deste trabalho é obter metabdlitos obtidos de fungos e/ou extratos
fungicos com potencial atividade contra X. citri subsp. citri. Neste trabalho 16 extratos
brutos provenientes do cultivo de fungos isolados da rizosfera da laranja Citrus sinensis
foram submetidos a ensaios para avaliagdo do seu potencial inibitério contra
Xanthomonas citri subsp. citri. Os metabolitos foram produzidos em malte 2% em uma
temperatura média de 28°C a 120rpm por 20 dias. A fase liquida foi extraida usando
acetato de etila. Os extratos foram concentrados e dissolvidos em Dimetilsulfoxido
(DMSO). O in6culo bacteriano foi preparado utilizando meio NYG a 29°C em 200rpm
overnight. O bioensaio antibacteriano foi realizado utilizando o ensaio de micro dilui¢io
seriada em microplaca de 96 pocos, utilizando como indicador resazurina (REMA). A
avaliacdo da atividade inibitoria quantitativamente foi realizada utilizando espectrémetro
de fluorescéncia, permitindo verificar a quantidade de células mortas. Dentre os extratos
testados 4 apresentaram concentrac@es inibitorias satisfatdria acima de 80%, sendo eles
0 LMA 1957, LMA 1923, LMA 1844 e LMA 1840. O extrato LMA 1957 apresentou
concentragdes inibitdrias elevadas mesmo nas menores concentracdes testadas e,
portanto, foi a linhagem escolhida para os testes em planta e purificagdo onde, apds
reavaliacdo de sua atividade inibitoria apresentou inibi¢cdo em concentragdes ainda mais
baixas acima de 90% na concentracdo de 0,88ug/mL. Mesmo apos o teste em planta em
condicdes diferentes das encontradas no laboratorio com analises in vitro e a purificacdo
do extrato os resultados foram considerados satisfatorios. Sendo, no entanto, necessario
realizar a identificacdo destes compostos e analise de toxicidade até a obtencdo do
resultado final.

Keywords: Xanthomonas citri, REMA, Citrus sinensis, Talaromyces sp.



ABSTRACT

Citrus canker is a disease caused by the bacterium Xanthomonas citri subsp. citri that
attacks commercially important citrus species. To mitigate losses, the current form of
control of the disease involves spraying compounds containing heavy metals in their
composition. Such measures have caused great environmental impact due to the
accumulation of these metals in the soil and throughout the trophic chain. For this reason,
the search for metabolites produced by microorganisms has become increasing in recent
years. The objective of this work is to obtain fungi and/or fungal extracts with potential
activity against X. citri subsp. citri. In this work 16 crude extracts from fungi isolated
from the rhizosphere of Citrus sinensis orange were submitted to assays to evaluate their
inhibitory potential against Xanthomonas citri subsp. citri. Metabolites were produced in
2% malt at an average temperature of 28°C at 120rpm for 20 days. The liquid phase was
extracted using ethyl acetate. The extracts were concentrated and dissolved in dimethyl
sulfoxide (DMSO). The bacterial inoculum was prepared using NYG medium at 29°C at
200rpm overnight. The antibacterial bioassay was performed using serial micro dilution
assay in 96-well microplate using resazurin (REMA) as indicator. The evaluation of the
inhibitory activity quantitatively was performed using fluorescence spectrometer,
allowing to verify the amount of dead cells. Among the tested extracts, 4 presented
satisfactory inhibitory concentrations above 80%, being LMA 1957, LMA 1923, LMA
1844 and LMA 1840. The extract LMA 1957 showed high inhibitory concentrations even
at the lowest concentrations tested and, therefore, was the strain chosen for the plant and
purification tests where, after reevaluating its inhibitory activity, it showed inhibition at
even lower concentrations above 90% at the concentration of 0.88ug/mL. Even after the
plant test under different conditions from those found in the laboratory with in vitro
analyses and purification of the extract, the results were considered satisfactory. It is,
however, necessary to perform the identification of these compounds and toxicity analysis
until the final result is obtained.

Keywords: Xanthomonas citri, REMA, Citrus sinensis, Talaromyces sp.
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1. INTRODUCAO

O cancro citrico, causado pela bactéria X. citri subsp. citri, € uma doenca que ataca todas
as espécies e variedades de citros de importancia comercial. O Brasil sofre perdas econémicas
significativas por causa do cancro citrico, sendo considerado um dos principais problemas
fitossanitarios na cultura de citros (SANCHES et al., 2014). Estas perdas sdo ainda mais
importantes tendo em vista o fato do Brasil ser um dos principais produtores mundiais de citros,
produzindo em 2017 cerca de 27,6 t/ha ficando a frente de paises como os EUA 21,5 t/ha e
China 14,5 t/ha (FAO, 2021). Onde destacam-se como 0s principais produtores os estados de
Sé&o Paulo, Minas Gerais e Parana que juntos sdo responsaveis por 86,94% de toda a producao

nacional. (IBGE, 2020)

A primeira deteccdo desse patdgeno no Brasil ocorreu em 1957 no estado de S&o Paulo,
e, posteriormente foi encontrada também nos estados do Parand, Santa Catarina, Rio Grande do
Sul, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e Roraima (SANCHES et al., 2014). De
acordo com levantamento feito pela Fundecitrus no ano de 2019 o cancro citrico esta presente
em 15,01% dos talhdes avaliados. Além disso, 0 levantamento confirma o crescimento da
incidéncia em 28% quando comparada com o ano anterior da doenca que se faz presente em
todas as regides do Parque Citricola Paulista e Triangulo Mineiro (FUNDECITRUS, 2020).

Os principais impactos desta doenca estdo relacionados a desfolha de plantas, a
depreciacdo da qualidade da producéo pela presenca de lesées em frutos, a reducdo na producéo
pela queda prematura de frutos e a restricdo da comercializacdo da producéo para areas livres
da doenca. Além disso, a diminuicdo da produtividade comercial pode causar impactos que vao
além do econdmico como os efeitos sociais e ambientais ligados a migracdo geogréafica dessas
plantacdes para outras regiGes produtoras, causando impactos sobre a balanca comercial, na
renda e também na quantidade de postos de trabalho disponiveis (SANCHES et al., 2014). O

controle do cancro citrico, causado por X. citri subsp. citri, € um problema grave na citricultura,
13



e as estratégias de manejo incluem o uso de mudas sadias, uso de cultivares menos suscetiveis
ou com resisténcia moderada, quebra-vento para impedir a disperséo de indculo e bactericidas
a base de cobre. Estes bactericidas formam uma camada protetora e agem preventivamente
evitando novas infe¢Bes em folhas e frutos jovens (FUNDECITRUS, 2014).

Entretanto estas estratégias ndo sdo sempre eficazes, especialmente quando as condi¢des
ambientais sdo ideais para a disseminacdo da doenca ou a densidade de indculo é alta tendo
como principal desafio encontrar um novo método de controle do cancro citrico no pomar de
laranja (OLIVEIRA et al., 2011). Além disso, os produtos utilizados a base de cobre fixo como
oxicloreto de cobre, hidroxido de cobre e dxido cuproso, apresentam baixa solubilidade em
agua e proporcionam efeito residual na planta. Uma alternativa mais sustentavel para combater
essa doenca é o controle da Xanthomonas por micro-organismos, direta ou indiretamente,
através do uso de seus metabolitos envolvidos no biocontrole.

A rizosfera é a zona estreita do solo que envolve e ¢é influenciada pelas secre¢des da raiz
e pode conter milhares de micro-organismos (EGAMBERDIEVA et al., 2008). Este
microbioma associado a rizosfera, além de influenciar no crescimento e nutricdo das plantas
(CHAPARRO et al., 2014; SCHREITER et al., 2014), tem apresentado importancia na
determinacéo da fitossanidade, induzindo a resisténcia das plantas contra varios fitopatégenos
(FERNANDEZ et al., 2017; BERENDSEN et al., 2012; VAN LOON et al., 1998). O solo é um
ecossistema extremamente complexo, onde a maior diversidade microbiana pode ser
encontrada; associando-se as suas caracteristicas fisicas e quimicas, o solo torna-se um fator
chave no controle da produtividade e da qualidade em ecossistemas agricolas (KENNEDY,
1999; MENDES et al., 2011).

Os fungos compGem a maior parte da biomassa microbiana e estdo entre 0s micro-
organismos conhecidos por seu desempenho benéfico em uma variedade de culturas

(PFENNING, 2013). Os produtos secretados do metabolismo sdo liberados na rizosfera e
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aproveitados pelas raizes das plantas, além do fato de que os fungos estdo diretamente
envolvidos em processos vitais, como ciclagem e disponibilidade de nutrientes, estabilizacéo
de particulas do solo, promocdo do crescimento de plantas, controle de patégenos e insetos e
degradacdo de moléculas quimicas (PFENNING, 2013; PANDEY et al., 2018).

Na literatura, tém sido relatados diversos estudos de atividade de fungos isolados da
rizosfera contra varios fitopatdgenos, inclusive contra bactérias fitopatogénicas do género
Xanthomonas (FOYSAL & LISA, 2018; FERNANDEZ et al., 2017; XIE et al., 2018;
MINGMA et al., 2014). Portanto, o interesse pelo emprego na agricultura de metabdlitos
bioativos produzidos por estes micro-organismos, como alternativa aos produtos quimicos
sintéticos e com nenhum ou minimo impacto ambiental tém se tornado crescente nos ultimos

anos (DAYAN et al., 2009; FURBINO, 2014; NEWMAN & CRAGG, 2016).

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. XANTHOMONAS

O género Xanthomonas (do grego, xanthos = amarelo; monas = unidade) compreende
um grupo de bactérias fitopatogénicas de grande importancia econémica em todo o mundo.
Embora apresente ampla variedade de hospedeiros que incluem, pelo menos, 68 familias de
plantas e mais de 240 géneros, individualmente cada espécie desse género possui limitada gama
de hospedeiros. Essas bactérias podem incitar uma grande variedade de sintomas em diversos

0rgdos vegetais (BRUNINGS & GABRIEL, 2003; HAYWARD, 1993).

Sdo classificadas como aerobias restritas, com caracteristicas bastonetiformes e se
locomovem por um unico flagelo polar (monotriquia), tem como caracteristica principal a
producdo de um pigmento amarelo, quando em colénia, denominado xantomonadina e a

producdo do polissacarideo goma xantana (STALL & CIVEROLO, 1991).
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Figura 1: Micrografia eletrénica de varredura de X. citri subsp. citri tratadas com VLC4fA — fonte: https://bityli.com/P1gNa

Porém, apesar de serem organismos unicelulares, as células bacterianas sdéo comumente
encontradas em comunidades estruturalmente organizadas conhecidas como biofilmes
formados através da producdo de goma xantana, cuja principal funcao é proteger as células de
dessecacdo, radiacdo UV, agentes antimicrobianos e predacdo, bem como fornecer a estes
microrganismos um ambiente adequado para a troca de material genético (DAVEY E
O'TOOLE 2000; BERLANGA E GUERRERO 2016; BURM@LLE et al. 2014; FLEMMING
E WINGENDER 2010; PICCHI et al. 2016). A motilidade celular e a formacao de biofilme séo
conhecidas por desempenhar um papel critico na sobrevivéncia, viruléncia e infeccdo precoce

de X. citri em hospedeiros citricos (MALAMUD et al. 2011; GRANATO et al. 2019).

Por meio do sistemade quérum sensing, as bactérias monitoram a densidade

populacional e modulam a expressdo de seus genes adequadamente, e, através disso, sdo
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capazes de regular uma série de comportamentos bacterianos e caracteristicas fenotipicas, como
a bioluminescéncia, esporulacdo, viruléncia, conjugacdo e diversas outras funcdes. Por
exemplo, a principal molécula envolvida no quérum sensing em X. citri € o Fator de Sinal
Difusivel (DSF), que regula seletivamente os genes envolvidos no movimento bacteriano e
formagcdo de biofilme (CASERTA et al. 2014). Além disso, recentemente foi demonstrado que
0 quérum sensing mediado por DSF modula especificamente genes que aumentam a aptidao
bacteriana para favorecer a infeccdo do hospedeiro (LI et al. 2019). Por esse motivo, a formacao
de biofilme bacteriano esta sendo considerado como um alvo nas préticas de manejo para o
controle do cancro. Na verdade, como X. citri € mais resistente a compostos de cobre quando
cultivados como biofilmes, novas moléculas que interrompem esses biofilmes tém sido

exploradas (LI E WANG, 2014).

O cancro citrico ndo é apenas uma das principais ameacas a cultura dos citros como
também uma das mais importantes doencas de plantas cultivadas do mundo. Além de causar
danos significativos para a planta, como queda prematura dos frutos e desfolha, gera enormes
prejuizos econdmicos para 0s produtores. Sintomas podem ser vistos em toda parte aérea da
planta e, embora caracteristicos, podem variar de acordo com o 6rgdo afetado e sua idade no
momento da infeccdo pela bactéria. Os sintomas em folhas constituem-se em lesdes corticosas,
geralmente salientes nas duas faces e circundadas por um halo amarelo (Figura 2). A formacéo
deste halo esta associada ao decréscimo da producéo de clorofilas a e b, caroteno e xantofila

nessas regides (PADMANABHAM et al., 1974).

Nos frutos os sintomas sdo semelhantes aos observados nas folhas podendo, em estagio
avancado, provocar o rompimento da casca (Figura 2). Lesdes em ramos, geralmente, sdo
encontradas apenas em variedades muito suscetiveis (Figura 2). A fotossintese é prejudicada

em funcéo da destruicdo da area foliar e ataques mais severos podem levar a desfolha e a queda
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de frutos (LEITE JR., 1990). Sob condi¢bes naturais de infeccdo a dissemina¢do ocorre
principalmente pela acdo de respingos de chuvas e de chuvas associadas com ventos, e a
disseminacdo a longas distancias da-se pelo transporte de material vegetal infectado. No Brasil
0 cancro citrico é maissevero no inicio do verdo, quando altas temperaturas, chuvas intensas
e ventos ocorrem ao mesmo tempo e num periodo no qual as plantas hospedeiras apresentam
grande quantidade de tecidos imaturos (ramos, folhas e frutos) (CIVEROLO, 1985;DANOS et

al., 1984; GOTTWALD et al., 1992).

UGA5201035 ‘s
Fonte: https://bityli.com/8dDh0OU Fonte: https://bityli.com/WICyMH

Fonte: https://bityli.com/KSPutH

Figura 2: Imagens contendo as diferentes formas de lesGes por X. citri subsp. citri nas diferentes dreas de citrus sinensis.

2.2.CITRUS NO BRASIL

Originarias da Asia, as primeiras plantas citricas introduzidas no Brasil foram trazidas

da Espanha pelos portugueses. Desde entdo, o que se viu foi uma historia de sucesso e
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conquistas. O cultivo da laranjeira se estabeleceu no Brasil pela introducdo dos portugueses, no
periodo de 1500, com mudas de laranjeiras doces, o que ndo significa ter um mercado

movimentado naquela época (FERNANDES, 2010).

Atualmente o pais é o maior produtor de laranja e 0 maior produtor e exportador de
suco de laranja do mundo, constituindo-se em uma das atividades de maior relevancia do
agronegocio nacional. O setor alcancou niveis inigualaveis de competitividade externa, gera
milhares de empregos diretos e indiretos e traz, em média, US$ 1,75 bilh&o por ano em divisas

ao pais (SNA, 2020).

Sendo o Brasil responsavel por mais da metade de todo suco de laranja produzido no
mundo, destes, 98% destinado a exportacdo e impressionantes 85% de participacdo no mercado
mundial concentradas principalmente na Europa (70,3%), América (15,5%), China (5,2%) e
Japdo (5,2%). Isto significa que de cada cinco copos de suco de laranja consumidos no mundo,
trés sdo produzidos em territorio nacional. Ndo ha qualquer outro produto industrializado em
que a soberania do Brasil seja tdo expressiva (NEVES & LOPES, 2005; AGN, 2020). Com
quase quatrocentos municipios dedicando-se ao cultivo da laranja e 70% de toda a area plantada
do pais (aproximadamente 560 mil hectares), somente o Estado de Sdo Paulo detém 80% da
producéo nacional de laranja e 53% da producdo mundial de suco, classificando-se como maior

polo citricola do mundo (NEVES, M. F.; JANK, M. S., 2011; SOUZA, N. S. etal 2011).

Segundo Barros (2016) a citricultura brasileira apresenta nimeros expressivos que
traduzem a grande importancia econdmica e social que a atividade tem para a economia do pais,
a exemplo do estado de Sdo Paulo. A atividade gera um Produto Interno Bruto (PIB) de US$
6,5 bilhGes em todos os elos da sua cadeia produtiva e cerca de 200 mil empregos diretos e
indiretos. Segundo o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica o IBGE (2021), o indice de
Desenvolvimento Humano (IDH) as cidades citricolas tém alguns dos mais altos indices de
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IDH dentro do Estado de Séo Paulo e dentro doranking geral do Brasil, como é o caso de

Araraquara (0,815), Botucatu (0,800), Bebedouro (0,780), Limeira (0,775) e Maté&o (0,773).

E, ainda de acordo com o (IBGE, 2021), a producéo brasileira de laranja em 2020 foi de
16,7 milhdes de toneladas em 573 mil hectares, destacando-se como produtores 0s estados de
Séo Paulo, Minas Gerais e Parana, responsaveis por 86,94% da producédo nacional. A estimativa
para a safra do parque citricola de Sdo Paulo e Minas Gerais para 2017/2018 é de 364 milhdes
de caixas, a melhor dos ultimos cinco anos. O estado de S&o Paulo apresenta uma das maiores
producdes de laranja devido ao alto investimento em tecnologias nos pomares e empresas
(NEVES et. al., 2017). Na regido Norte destaca-se o estado do Para, como o principal produtor
de laranja, com participacdo de 1,64% da producdo nacional. Os numeros expressivos
alcangados pelo agronegdcio citricola brasileiro podem ser atribuidos aos elevados padrdes de
qualidade do setor de producdo, pesquisa de vanguarda e inovagdes em tecnologia e logistica

(NEVES et al., 2007; NEVES, 2010).

2.3.IMPORTANCIA DOS FUNGOS NA AGRICULTURA

Apesar das doengas causadas por fungos representarem prejuizos anuais as lavouras,
eles sdo imprescindiveis para a sustentabilidade dos ecossistemas agricolas. A relacdo com as
plantas e os limites entre fungos patdgenos, troficos e simbiontes vai depender das interacdes
entre hospedeiro e condigdes ambientais (BEDENDO, 1995; PRIMAVESI, 1999),

apresentando inimeros beneficios em ecossistemas estaveis.

Dentre eles destaca-se a ciclagem e disponibilizacdo de nutrientes. A partir da
degradacdo de substratos complexos de origem vegetal, como celulose e seus derivados, além

de quitina e componentes recalcitrantes do solo, representam cerca de 90% da produtividade
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primaria liquida na maioria dos ecossistemas terrestres (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006;

THORN; LYNCH, 2007).

Os fungos desempenham importante papel no biocontrole de doencas e pragas, atuando
sobre alvos de grande importancia econdémica. Atualmente no mercado global, existem mais de
433 produtos comerciais para o controle bioldgico e os fungos constituem a base de 60% desses
produtos (TRENDSCE, 2021). No manejo das doengas, podemos citar o fungo leveduriforme
S. cerevisiae no controle da queda prematura de frutos citricos (LOPES et al., 2015) e o
filamentoso Trichoderma utilizado para controlar diversas doencas causadas por patdgenos de
solo e de parte area (CAVERO et al., 2015; MORANDI; BETTIOL, 2009; POMELLA,;
RIBEIRO, 2009). Com relacdo ao manejo de pragas, ocorrem no Brasil, mais de 20 géneros de
fungos entomopatogénicos descritos parasitando insetos de varias ordens (ALVES, 1998). Para
a cultura de citros, o controle de algumas pragas como a cochonilha (Orthezia praelonga), broca
do citros (Diploschema rotundicolle), acaro da ferrugem (Phyllocoptruta oleivora) e acaro
rajado (Tetranychus urticae) pode ser realizada com os produtos alternativos a base de fungos
como Beauveria bassiana, Colletotrichum gloesporioides, Metharhizium anisopliae e

Hirsutella thompsonii (MICHEREFF FILHO; FARIA; WRAIGHT, 2007).

Fungos filamentosos também controlam nematoides de solo, que ao atacar as culturas
prejudicam a produtividade. Eles sdo conhecidos como fungos nemat6fagos e desenvolveram
diversos mecanismos para impedir o crescimento desses vermes, agindo por predacdo direta,

ou como parasitas enddgenos, em ovos e cistos (WEBSTER, J.; WEBER, R.W.S., 2007).

Além disso, uma pesquisa recentemente divulgada demonstrou que os fungos também
podem ter acdo herbicida. Por meio da liberacdo de toxinas, esses fungos, poderiam controlar

plantas espontaneas sem, no entanto, afetar a cultura principal (BARBOSA, 2021).
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Outro grupo fungico de grande importancia agricola s@o os fungos micorrizicos
arbusculares (FMA), conhecidos pelas associagcBes simbidticas que desenvolvem com
praticamente todas as culturas tropicais. As plantas citricas em geral sdo altamente dependentes
dessa simbiose, que pode proporcionar melhoria dos aspectos nutricionais, protecdo da planta
contra patégenos e metais pesados, maior tolerancia a estresses hidricos, aumento da
estabilidade dos agregados do solo (CARDOSO et al., 2010; CARRENHO et al., 2010) além

de fixacao de altas taxas de carbono no solo (CLEMMENSEN et al., 2013).

No aspecto nutricional os FMA sdo especialmente importantes em agroecossistemas
com baixo uso de insumos, sendo sua acdo mais significativa aos nutrientes de baixa mobilidade
no solo como o fosforo (P), zinco (Zn) e cobre (Cu). Além de mostrar efeito desses simbiontes
na absorcao de nitrogénio (N), potassio (K), e, de alguns micronutrientes (CARDOSO et al.,

2010).

No que tange a protecdo da planta contra patdgenos, a interacdo fungo-planta pode ser
considerada como um meio de controle biolégico, devido a eficiéncia de mecanismos
envolvidos que possibilitam maior resisténcia da planta contra o patdgeno, proveniente do

melhor desenvolvimento e nutricdo do hospedeiro (REIS et al., 2010).

Com relacgéo a estruturacdo fisica, os FMA tém efeito agregante a medida que crescem
dentre os poros e unem as particulas de solo (POWELL, J.; KLIRONOMOS, J., 2007), sendo
esse efeito também observado em fungos filamentosos ndo simbiontes (PRIMAVESI, A. 1999;

MOREIRA, F.M.S.; SIQUEIRA, J.0., 2006).

Assim, em geral a atividade fungica influencia positivamente a estruturacdo do solo,
pois a medida que desenvolvem suas hifas, aproximam as particulas do solo dando estabilidade

aos macroagregados (TISDALL, J.M.; OADES, L.M., 1982).
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Outro fator importante que deve ser considerado na estruturacao fisica, envolvendo os
FMA é a producdo de glomalina. Esta glicoproteina atua na estabilizac&o dos agregados do solo
que, por consequéncia, protegem a proteina da decomposicao representando assim, um dreno

importante de carbono no solo (SINGH et al., 2013).

Além do mais, os fungos também estdo envolvidos nos processos de degradacdo de
pesticidas e apesar de alguns compostos quimicos transformados serem mais tdxicos que as
moléculas originais, outros sdo transformados até sua completa mineralizagdo. Isto ocorre por
meio de reacOes enzimaticas diversas e complexas e estdo associadas a géneros flngicos como
Aspergillus, Chaetomium, Fusarium, Rhizoctonia, Rhizopus e Trametes. (MOREIRA, F.M.S;;

SIQUEIRA, J.0., 2006).).

Os fungos também podem atuar na promocao de crescimento das plantas por meio de
mecanismos de fitoestimulagcdo. Espécies de Trichoderma, por exemplo, tém demonstrado
resultados positivos em diversas culturas como feijdo, milho, tomate, pimenta entre outros,
apresentando incrementos no contetdo de clorofila, altura das plantas, area foliar, massa seca,
além de maior emergéncia de plantulas (LOPEZ-BUCIO, J.; PELAGIO-FLORES, R;
HERRERA-ESTRELLA, A., 2015; NEUMANN, B.; LAING, M., 2006). Amprayn et al.
(2012) verificaram aumento na massa seca de raiz e maior mobilizacdo de fosfato quando

inocularam fungos leveduriformes do género Candida em sementes de arroz.

E, mais recentemente foi demonstrado que solos com maior biomassa flngica sdo mais
eficientes na retencdo de nutrientes, apresentando menores perdas de nitrogénio por lixiviacao
(DE VRIES et al., 2011). Além disso, os fungos sdao menos afetados, quando comparados as
bactérias, por mudancas climaticas relacionadas a seca devido a maior capacidade em suportar
distirbios (PIMM, 1984). Assim, este trabalho tem como objetivo investigar (in vitro e in
planta) a acdo da comunidade fungica do solo sob citros contra a X. citri subsp. citri, causadora
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do cancro citrico, ja que estes micro-organismos presentes nas rizosferas apresentam relagdo

com inducdo da resisténcia das plantas contra estes fitopatogenos.
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3. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho é avaliar o potencial de fungos isolados do rizoma da laranja
Citrus x. sinensis (L.) Osbeck com potencial atividade contra X. citri subsp. citri, causadora do

cancro citrico em frutas citricas.

3.1.0BJETIVOS ESPECIFICOS
e Identificar microrganismos com atividade inibitdria contra X. citri subsp. citri;
e Avaliar a atividade antibacteriana dos extratos brutos frente & bactéria;
e Identificacdo da concentracdo inibitoria minima;
e ldentificacdo da concentragé@o bactericida minima dos extratos;

e Avaliagdo do extrato bruto frente ao teste em planta.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1.Micro-organismos utilizados

Para a realizacdo do trabalho foram selecionados 16 fungos (tabela 1) isolados da rizosfera
da laranja Citrus sinensis depositados no CPQBA. Estes isolados foram previamente
selecionados com atividades contra fungos fitopatogenos pelo grupo de pesquisa da Prof2. Dr?,
Derlene Atilli de Angelis em solos de plantacdes de laranja sob manejo de transi¢do e manejo
convencional de cultivo em uma area comercial de citros na Fazenda Santo Antdnio do Lageado
(22°08°49,4”S e 47°10°47,6”W), municipio de Mogi Guacu, no estado de Sao Paulo
(SCOTTON, J. C., 2016). Os exemplares foram examinados quanto a sua pureza e preservados

pelo método de Castellani (CASTELLANI, 1939).

Tabela 1: Lista de microrganismos utilizados para produgdo dos extratos brutos.

N° Cddigo do isolado Identificacéo

1 LMA1957 Penicillium cf. purpurogenum
2 LMA1841 Purpureocilium Lilacinum
3 LMA1842 Purpureocilium Lilacinum
4 LMA1850 Purpureocilium Lilacinum
5 LMA1923 Penicillium sp.

6 LMA1844 Paecilomyces sp.

7 LMA1854 Paecilomyces sp.

8 LMA1955 Penicillium sp.

9 LMA1840 Aspergillus sp.

10 LMA1950 Penicillium sp.

11 LMA1921 Sem identificacdo

12 LMA1852 Penicillium sp.

13 LMA1939 Sem identificagdo

14 LMA1916 Sem identificacdo

15 LMA1905 Sem identificacdo

16 LMA1922 Sem identificagdo

4.2.Producédo dos Extratos Brutos

4.2.1. Cultivo microbiano
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Para o cultivo, os fungos foram reativados e repicados em placas de Petri contendo Agar
Malte 2% (MA) e incubados a 28°C por 7 dias. Discos de aproximadamente 5 mm de agar mais
micélio foram transferidos para Erlenmeyers de 250ml contendo cerca de 150ml de meio
liquido malte 2% (M). Apos essa etapa esses frascos foram mantidos sob agitagcdo constante a
120 rpm sob temperatura de 28°C por 20 dias (figura 3). A padronizacdo do método de cultivo

foi realizada por SILVA, 2017.

Figura 3: erlenmeyers contendo meio MA2% e inéculo fungico.

4.2.2. Obtencéo dos extratos Brutos

Ap0ds o crescimento fungico, a biomassa microbiana e o sobrenadante (meio metabdlico)
foram separados. O sobrenadante foi submetido a extracdo liquido-liquido com o solvente
organico acetato de etila (C4HgO2) obtendo o extrato bruto utilizando um baldo de separacéo a
fim de se obter somente a fracdo organica (figura 4). A fase aquosa foi devidamente descartada
enquanto a fase organica teve o excesso de agua removido pela adi¢do de sulfato de sodio

(NazS04).
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ATENGAO

Figura 4: processo de separagdo do fermentado, fase orgdnica e sobrenadante.

O excesso de solvente foi removido com auxilio de um evaporador rotativo sob pressao
reduzida e banho maria com temperatura de 40°C (figura 5) e, a secagem dos extratos foi feita
por um concentrador de amostras a 40°C com pressdo de ar. Os extratos foram acondicionados
em micro tubos eppendorfs, seu rendimento pesado e anotado sendo posteriormente

armazenado a 10°C.
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Figura 5: rotaevaporador contendo a fase orgdnica para retirada do solvente.

4.2.3. Preparacdo dos extratos
Apo0s a determinacdo da massa dos extratos, todos foram dissolvidos em uma solucédo
de dimetilsulféxido (DMSO) 10% a fim de se obter uma solucdo de concentracdo igual a
30mg/mL. Os extratos diluidos foram armazenados em congelador a -4°C.

4.3. Avaliacdo da atividade antibacteriana dos extratos brutos

Os extratos foram submetidos ao bioensaio para determinar sua capacidade de inibicdo
de crescimento da bactéria fitopatogénica X. citri subsp. citri. A bactéria X. citri subsp. citri
linhagem IBSBF 1594 foi disponibilizada pelo Prof. Dr. Henrique Ferreira da Unesp de Rio
Claro, a sua manipulacéo foi realizada no Laboratério de Genética de Bactérias, o qual tem
autorizacdo do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento para a manipulacdo da

bactéria X. citri subsp. citri.

4.3.1. Resazurin Microtiter Assay (REMA)
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A fim de determinar a capacidade de inibicdo dos extratos, estes foram avaliados através
do método Resazurin Microtiter Assay REMA. O teste se baseia na reducdo da resazurina, que
apresenta cor azul e baixa fluorescéncia, para resorufina, que apresenta cor rosa e fluorescéncia
elevada. A reducdo do corante se dé& pelo metabolismo celular de organismos presentes atraves
da acdo de NADH desidrogenase que € gerado pelo metabolismo celular, sendo proporcional a
respiracdo aerdbica, de maneira que é possivel quantificar a viabilidade celular do patdégeno
mediante a presenca do extrato testado (figura 6).

O ensaio foi realizado em placas de 96 po¢os contendo os extratos testados juntamente
com um controle negativo, meio NYG (CN), controle positivo, Canamicina (CP) e controle de

veiculo, DMSO 1% (CV).
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Adaptado de Schmit et al, 2013

Figura 6: esquema representativo da reagdo de resasurina para resorufina.

Os extratos foram diluidos em meio NYG (0,3% de extrato de levedura; 0,5% de

peptona bacterioldgica e 2% de glicerol) a fim de se obter uma concentracdo de 2,1mg/mL e de
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maneira que a concentracdo de DMSO ndo ultrapasse 1%, a mesma utilizada no controle de
veiculo. Para o controle positivo utilizou-se o antibiotico canamicina (20pg/mL); para o
controle de veiculo (CV) foi utilizada uma solucdo de DMSO 1%; para o controle negativo
(CN) foi utilizado apenas meio de cultivo NYG e indculo bacteriano. A montagem do ensaio
segue o protocolo modificado por Silva et al, 2013. Onde, oito extratos sdo testados em oito

subsequente micro dilui¢des (Figura 7)
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Figura 7: Disposi¢cdo de extratos e controles em microplaca para REMA (Fonte: Gabriele Vieira)

As células bacterianas para o inoculo foram cultivadas em meio NYG liquido a 29°C e
200 rpm por 12 horas, a fim de atingir uma densidade optica (D.O) de aproximadamente 0,8
sob faixa de 600nm referente a fase log de crescimento bacteriano. O inéculo entdo foi
padronizado com sua diluicdo em meio NYG a fim de obter a concentragéo de 10° Unidades
Formadoras de Col6nias por pogo (UFC/mL).

Apds o inoculo, as placas foram incubadas a 29°C por aproximadamente 16 horas,
quando ja foi possivel observar a turbidez do meio de cultivo no controle negativo. Foi
adicionado 15uL de rezasurina (0,1 mg/mL) e a placa foi novamente incubada a 29°C por cerca

de 1 hora. Apds esse periodo foi realizada a medida de fluorescéncia através do leitor de
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microplacas SYNERGY H1 (Biotek®) com excitagdo e emissdo nos comprimentos de onda de
530nm e 590nm, respectivamente.

Apos a leitura as medidas de fluorescéncia foram utilizadas para calcular a porcentagem
da inibicdo do crescimento celular em cada poco utilizando a seguinte formula:

%I = [(CN — AM)/ CN] * 100

Onde temos que: %l é a porcentagem de inibicdo do crescimento celular em um
determinado poco; CN representa a média das medidas de fluorescéncia obtidas em todos os
pocos de controle negativo e AM séo as medidas de fluorescéncia obtidas em cada um dos pocos
contendo amostras.

4.3.2. Avaliacéo da atividade inibitdria dos extratos brutos

A triagem dos extratos foi realizada em triplicata para a linhagem de X. citri subsp. citri
utilizada. Foram considerados como positivos aqueles que mostraram porcentagens de inibicao
celular superiores a 80%. Para estes extratos, os testes foram repetidos em triplicata em trés
eventos distintos, onde cada extrato foi testado em oito concentragdes diferentes (ug/mL): 2100;

1050; 525; 262; 131; 65; 32; 16.
4.4.Concentracédo Inibitéria Minima (CIM90) dos extratos

Os valores da Concentracao Inibitoria Minima (CIM90) foram obtidos utilizando as
porcentagens obtidas pelos testes de avaliacdo da inibicdo do crescimento celular descritos
previamente. Os valores de porcentagem do evento que apresentaram menor desvio padréo
foram usados para a elaboracdo de uma funcdo polinomial de quarta ordem, que foi igualada
aos valores de 90 para a obtencdo das concentracdes necessarias de cada extrato para a inibicao

celular de 90%.

4.5. Avaliagdo da Concentracéo Bactericida Minima (CBM)
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A Concentragdo Bactericida Minima CBM foi determinada pelo repique atraves da imerséo
de um carimbo do contetdo da placa de 96 pocos (figura 8), previamente a adi¢do de resazurina
(0,2 mg/mL), em uma placa de petri (150 x 15 mm) contendo meio de cultivo NYG sélido.
Estas novas placas foram incubadas por 48h a 29°C em uma estufa bacteriolégica. O
crescimento bacteriano € verificado visualmente através do crescimento ou ndo das coldnias
podendo ser determinadas em quais das concentragdes cada extrato apresentou caracteristicas

bactericidas. Os testes foram realizados em triplicata em trés eventos distintos.

Figura 8: carimbo de microplaca de 96 pogos. Foto: Juliano Ferrarezi

4.6. Teste em Planta

Afim de avaliar a acdo antibacteriana in planta dos extratos contra XAC, inicialmente
foram obtidas 15 plantas de Citrus sinensis enxertados em limao cravo (Citrus x limonia) da
empresa Citrograf e cultivadas em casa de vegetacdo sob os cuidados do Prof. Dr. Henrique
Ferreira. Foi realizada a poda das mudas para que fossem obtidas folhas jovens, entre os
estagios de crescimento V4 e V5 conforme o preconizado pela Fundecitrus. O extrato

selecionado (LMAZ1957) foi diluido em etanol 100% e o agroquimico Difere® foi ajustado a
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concentracdo recomendada pelo fabricante de 0,2% em &gua e o controle negativo utilizado
consistiu em uma solucdo 2% de etanol em agua. Em cada planta, foram selecionados e

marcados 3 ramos, conforme a figura 9.

Figura 9: Galhos de citrus sinensis marcados para a realizagdo do teste. Foto: do autor

Nos ramos selecionados foram aspergidos os extratos e 0s controles na face abaxial e
adaxial das folhas (figura 10). Para garantir a secagem das folhas, a bactéria X. citri subsp. citri
foi aplicada apds 24 horas. O inéculo bacteriano foi preparado em meio NYG, durante
aproximadamente 12h, afim de garantir uma Densidade Optica (D.O.) de 0.4 (2 600 nm), que

equivale a 108 células/mL. O contetdo foi centrifugado para a formagdo de um pellet de células,
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0 sobrenadante foi descartado e as células suspendidas em mesmo volume de solucéo salina 1%
(NaCl). O contetdo foi entdo aspergido nos ramos selecionados e um saco pléastico foi utilizado
para recobrir as plantas durante as primeiras 48 horas afim de garantir a abertura dos estbmatos

das folhas e infeccéo bacteriana fosse assegurada. (figura 11).

g

Figura 10: Ramos aspergidos com estrato LMA 1957. Foto: do autor
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Figura 11: Plantas cobertas com saco pldstico apds aspersdo de X. citri subsp. citri. Foto: do autor

A casa de vegetacdo conta com um sistema de irrigacdo automatica. A evolugdo dos
tratamentos foi acompanhada semanalmente até que fossem completados 40 dias. Os galhos
foram entdo cortados e levados ao laboratdrio para triagem. As folhas foram destacadas dos
galhos e com auxilio de uma mesa digitalizadora foi possivel realizar a analise qualitativa do
namero de lesdes (figura 12). Para a analise foi utilizado o software Past 4.03 e 0 JASP 0.014.1,
onde foi relacionada a area da folha com a quantidade de lesdes. Os demais galhos das mudas

foram podados e descartados apropriadamente juntamente com as folhas utilizadas nas analises.

36



Figura 12: Folhas digitalizadas apds fim do experimento.

4.7.Teste de Validacdo de Extrato

A fim de obter uma quantidade maior do extrato bruto de LMA 1957 para as etapas
seguintes, foi realizada uma nova producéo seguindo as etapas descritas em 4.2.1 e 4.2.2. e
posteriormente analisadas através do método de REMA em triplicata verificando e confirmando

as atividades inibitdrias dos extratos ap6s uma nova producéo.
4.8.Cromatografia em Camada Delgada

O extrato foi aplicado em uma placa de silica (Aprox. 5cm x 2cm) e corridas com acetato
de etila, acetato de etila + hexano na proporc¢édo de 1:1 e com acetonitrila + hexano em diferentes
proporgdes. A revelagdo das placas se deu em luz UV em dois comprimentos de onda distintos
(254nm e 365nm) e solucéo reveladora de (5mL de &cido acético, 465mL de etanol, 12,5mL de
p-anisaldeido e 17,5mL de &cido sulfurico) com posterior aquecimento em chapa aquecedora

(aprox. 80°C). O uso desta técnica permitiu o acompanhamento do comportamento do extrato

37



durante o fracionamento e purificagdo dos compostos presentes durante a cromatografia em

coluna.

4.9.Cromatografia em coluna

Foi montada uma coluna de silica gel, 0,2 — 0,5 mm, em uma bureta de 250ml de volume
total com fase movel composta por uma mistura de Acetonitrila e Hexano (figura 13).
Inicialmente foi utilizado uma proporcao de 80% de Acetonitrila e 20% de Hexano aumentando
a proporcdo de Acetonitrila gradualmente até atingir 100% de concentracdo e, apos, foi
adicionado Metanol gradualmente a Acetonitrila (9:1, 8:2, 7:3, 6:4, 5:5, 4:6, 3:7, 2:8, 1.9) até
obter a concentracdo de 100% finalizando a corrida com 100% de metanol e 2% de Acido
acetico. A separacdo das fracdes foi acompanhada de modo visual pela mudanca de coloragéo
e através de Cromatografia de Camada Delgada a fim de confirmar a separacdo dos compostos

(figura 14).
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Figura 13: coluna utilizada durante o experimento. Foto: do autor
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Figura 14: Placas de CCD contendo fragdes obtidas durante o experimento. Foto: do autor

O extrato eluido foi armazenado em tubos de ensaio e posteriormente separados por

fraces de acordo com a coloracgdo presente tanto na amostra fisica quanto pela placa de CCD
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realizada de cada tubo (Figura 15), apds a juncdo das fracGes o conteudo de cada fracdo foi
secado com auxilio de rotaevaporador e concentrador de amostras e posteriormente liofilizados
e cada fragdo foi analisada quanto a sua atividade inibitoria contra X. citri subsp. citri seguindo

0 protocolo de REMA descrito no topico 4.3.1.

Figura 15: tubo contendo fragGes obtidas durante o experimento. Foto: do autor
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1.Producéo dos extratos brutos

Ao final do processo de fermentagdo foram obtidos 16 extratos brutos. Inicialmente todos os
extratos produzidos apresentaram massa suficiente para a realizagéo dos testes de triagem. Os
extratos que foram considerados positivos foram produzidos em maior quantidade de forma

continua para obtencdo de maior massa para purificacdo e futuros testes.

5.2. Avaliacéo da atividade antibacteriana dos extratos brutos

5.2.1. Screening

Os 16 extratos foram testados em triplicata quanto ao seu potencial de atividade
inibitdria contra X. citri subsp. citri. (tabela 2). A partir dos testes foi possivel observar que, dos
16 extratos brutos obtidos a partir as 16 linhagens utilizadas, 4 apresentaram potencial atividade
inibitéria contra X. citri subsp. citri sendo previamente identificadas como do género,
Penicillium sp., Paecilomyces sp. e Aspergillus sp (figura 16). Os quatro extratos consideradas
positivas apresentaram potencial inibitorio acima de 80% sendo, portanto, selecionadas para 0s

testes su bsequentes.
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Figura 16: A - LMA 1957 (penicillium cf. Purpurogenum), B - LMA 1840 (aspergilus sp.), C - LMA 1844 (paecilomyces sp.) e D -
LMA — 1923(penicillium sp.).

Tabela 2. Relagdo de extratos utilizados e sua atividade positiva contra X. citri subsp. citri (valores superiores a 80% foram
considerados positivos).

N° Cadigo do isolado Identificacdo Inibicdo X. Citri
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1 LMA1957 Penicillium cf. purpurogenum +
2 LMA1841 Purpureocilium Lilacinum -
3 LMA1842 Purpureocilium Lilacinum

4 LMA1850 Purpureocilium Lilacinum -
5 LMA1923 Penicillium sp. +
6 LMA1844 Paecilomyces sp. +
7 LMA1854 Paecilomyces sp. -
8 LMA1955 Penicillium sp. -
9 LMA1840 Aspergillus sp. +
10 LMA1950 Penicillium sp. -
11 LMA1921 Sem identificagdo -
12 LMA1852 Penicillium sp. -
13 LMA1939 Sem identificacéo -
14 LMA1916 Sem identificacdo -
15 LMA1905 Sem identificacdo -
16 LMA1922 Sem identificacéo -

5.2.2. Reavaliacédo da atividade inibitdria dos extratos brutos

Os extratos considerados positivos, LMA 1957, LMA 1923, LMA 1844 e LMA 1840
foram reavaliados quanto a atividade frente a X. citri subsp. citri. A Figura 17 apresenta a
relacdo dose-resposta comparando a média da porcentagem de inibicdo obtida dos extratos
bioativos frente a linhagem utilizada de X. citri subsp. citri nas concentracdes de 2100; 1050;

525; 262; 131; 65; 32; 16 (ng/mL).
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Figura 17. Grdfico da dose reposta dos extratos LMA 1844, LMA 1840, LMA 1957 e LMA 1923 em relagdo a bactéria X. citri
subsp. citri

A partir do grafico de dose-resposta € possivel observar que todos os extratos testados
apresentaram uma inibicéo igual ou superior a 80% na concentracéo inicial testada de 2100
pug/mL, com destaque para o extrato obtido pelo fungo LMA 1957 que apresentou inibi¢ao
superior a 90% mesmo na concentragdo mais baixa, de 95,4% em 16,4 ug/mL. O extrato obtido
pela linhagem LMA 1840 também apresentou porcentagens de inibicdo alta nas menores
concentragdes (cerca de 60% de inibicdo na concentragdo de 16,4 pg/mL). Os extratos LMA
1844 e LMA 1923 apresentaram um decaimento proporcional de atividade antibacteriana com

a diminuicdo da concentracao.

Como o extrato de LMA 1957 (Penicillium cf. purpurogenum) apresentou-se promissor,
visto que promoveu uma alta inibicdo de crescimento bacteriano mesmo em concentracdes
menores, foi realizada uma abertura da curva de concentracdo dos extratos devido a sua elevada
inibi¢do mesmo em concentragdes mais baixas (16pg/mL), sendo testado em (ng/mL): 2100;
1950; 1800; 1050; 975; 900; 525; 487,5; 450; 262,5; 243,75; 224, 131,2; 121,87, 112,5; 65,6;

60,94; 56,25; 32,8; 30,47; 28,13; 16,4; 15,23; 14,06; 8,2; 7,62; 7,03; 4,1; 3,81, 3,52; 2,05; 1,9;
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1,76; 1,025; 0,95; 0,88; 0,513; 0,48; 0,44, 0,26; 0,24; 0,22; 0,13; 0,12; 0,11; 0,064. A fim de
obter dados mais apurados quanto ao decréscimo de sua inibi¢do sendo também repetidos em

triplicata em trés eventos distintos (tabela 3).

Tabela 3. Porcentagem de inibi¢do de crescimento de X. citri subsp. Citri frente a presen¢a do extrato LMA1957.

Concentragéo % média de Desvio
png/mL inibicao padrdo
16,4 95,44 0,17
15,23 97,42 0,02
14,06 97,31 0,04
8,2 95,35 0,06
7,62 97,36 0,01
7,03 97,21 0,03
41 89,90 3,80
3,81 93,83 0,94
3,52 93,98 1,47
2,05 61,67 12,41
1,9 67,18 6,34
1,76 71,87 10,85
1,025 39,64 16,76
0,95 29,56 6,87
0,88 31,33 18,26
0,513 14,55 10,57
0,48 0 0
0,26 0 0
0,24 0 0
0,22 0 0
0,13 0 0

Como observado na Tabela 3 a partir da concentracdo de 3,52 pg/mL a inibicdo do
crescimento bacteriano comeca a diminuir conforme a concentracdo do extrato diminui, até

atingir 0% de inibicdo na concentracdo de 0,48 ug/mL.

5.3.Concentracéo Inibitéria Minima (CIM90)

A partir dos valores de inibicdo versus a concentracdo foi possivel tracar curvas de
regressao linear para os extratos LMA 1844, LMA 1840, LMA 1923 e LMA 1957 obtendo-se

uma equacéo polinomial de quarta ordem (figuras 18, 19, 20 e 21). Esta equacéo foi usada para
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o célculo das concentracdes inibitdrias de 90% do crescimento bacteriano (CIM90) dos extratos

em relagdo a linhagem utilizada de X. citri subsp. citri (Tabela 4).

CIM90 - LMA 1844

100
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Figura 18: Grdfico da dose reposta do extrato LMA 1844 em relagdo a bactéria X. citri subsp. Citri.
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Figura 19: Grdfico da dose reposta do extrato LMA 1840 em relag¢do a bactéria X. citri subsp. Citri.
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Figura 20: Grdfico da dose reposta do extrato LMA 1957 em relagdo a bactéria X. citri subsp. Citri.
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Figura 21: Grdfico da dose reposta do extrato LMA 1923 em relagdo a bactéria X. citri subsp. Citri.
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Tabela 4. CIM90 dos extratos LMA 1844, LMA 1840, LMA 1957 e LMA 1923 em relagdo a bactéria X. citri subsp. citri (em
ug/mL).

Extratos CIM90 (pg/mL)
LMA 1844 2196
LMA 1840 2614
LMA 1957 4,89
LMA 1923 2213

Os extratos de LMA 1844, LMA 1840 e LMA 1923 apresentaram concentrages muito
altas de CIM90, ficando acima da concentragéo limite testada que foi de 2100 pg/mL se
tornando inviavel de realizar os testes subsequentes por serem necessarias grandes quantidades
de extrato bruto. Ja o valor obtido da CIM 90 para o extrato LMA 1957 (Penicillium cf.
purpurogenum) foi de 4,89 ug/mL, ou seja, € necessaria uma concentracao do extrato de apenas

4,89 pg/mL para inibir em 90% o crescimento de X. citri subsp. citri,

Este resultado é muito interessante visto que na literatura foram obtidos resultados
significativos no controle da doenca a partir de metabolitos secundarios de Pseudomonas
aeruginosa na concentracdo de 10,0 pg/mL para X. citri subsp. citri por MURATE, L.S., et al.
(2015), valor bem acima do obtido para o extrato de LMA 1957. Além disso, é importante
salientar que a amostra em questdo se trata de um extrato bruto e provavelmente o metabolito

bioativo purificado podera apresentar uma CIM90 ainda menor.

Foi realizado também o crescimento de LMA 1957 em outros dois meios de cultivo
além de MA2% para verificar se com a mudanca dos nutrientes ofertados o extrato continuaria

apresentando a mesma inibicdo, os resultados estdo apresentados na Figura 22.
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Figura 22: Grdfico da dose reposta do extrato LMA1957 nos meios Malte 2%, Sabouraud e CZAPECK em relagdo a bactéria X.
citri subsp. citri

A partir dos dados apresentados na figura 22 é possivel observar que tanto em Malte 2%
quanto em Sabouraud houve porcentagens inibitorias superiores a 90% nas concentracdes
iniciais, ja no extrato obtido através do meio CZAPECK houve inibicdo do crescimento
bacteriano préximo a 90% para a maior concentracdo e esta foi decaindo de forma proporcional
a diminuicdo da concentracdo. Provavelmente, por ser um meio pobre em nutrientes é possivel
notar uma producéo inferior dos compostos responsaveis pela inibicao bacteriana, fazendo com
que a atividade diminua ou néo esteja sendo produzido no meio nas concentra¢des mais baixas.
Entretanto, o importante é observar que o micro-organismo continua produzindo o composto

bioativo mesmo quando submetido ao crescimento em diferentes meios de cultivo.

5.4. Avaliacdo da Concentracéo Bactericida Minima (CBM)

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

observados na Figura 23.
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Todos os extratos dos fungos testados LMA 1844, LMA 1840, LMA 1957 e LMA 1923
apresentaram na concentracdo maxima de 2100 pg/mL poder bactericida como apresentado na
Figura 6, inibindo totalmente o crescimento bacteriano, o extrato testado do fungo LMA 1840
apresentou poder bactericida em concentragcGes bem mais baixas até a concentracao de 131,25
pg/mL e, bacteriostéatico nas concentragdes subsequentes, sendo no entanto excluido dos testes

futuros por ter ficado abaixo de 90% na média de inibicdo obtida através do REMA.

Por apresentar caracteristicas inibitérias em todas as concentracfes testadas até 16,4
pg/mL, o extrato obtido pelo fungo LMA 1957 foi testado até a concentracdo de 0,06 pg/mL
(Figura 23) a fim de obter dados mais concretos quanto ao seu poder inibitorio. Foi possivel
observar que ele apresentou poder bactericida até a concentracdo de 4,1 pg/mL inibindo
completamente o crescimento bacteriano de X. citri subsp. citri. E possivel observar que este
extrato a partir da concentracéo de 2,05 pg/mL apresenta caracteristicas bacteriostaticas sendo,
portanto, considerada uma concentracao capaz de inibir o crescimento celular em nimero, mas

ndo eliminar totalmente o crescimento da bactéria como nas concentragdes anteriores.

X citri subsp. Citri
LMA 1023 LMA 1840 LMA 1844 LMA 1957 LMA 1957

2100 2100 82

1050 1050 4,1

525 525 2,05
262,5 2625 1,02
131,25 131,25 0,51
65,62 65,62 0,25
32,8 32,8 0,13
16,4 16,4 0,06

Figura 23. Concentragdo Bactericida Minima de cada extrato bruto em relagéo a sua interagdo com X. citri subsp. citri e suas
concentragées (em ug/mL).
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5.5. Teste em planta

Os resultados obtidos atraves do teste com o extrato bruto de LMA 1957 ajustados a
uma concentracdo de 4.1 pg/ml que foi a concentracdo obtida através do teste inibitorio de
MBC em solugédo de 2% de etanol apresentaram os seguintes resultados: o Controle Negativo
(1% DMSO) aplicado apresentou nimero de lesbes na superficie abaxial das folhas de Citrus
sinensis (L) Osbeck, com média de 2,29 lesbes/cm? (n = 67, desvio padréo * 5,49). O Controle
Positivo com Difere® foi o tratamento com menor nimero de lesdes/area com média de 0,376
lesbes/cm? (n = 59, desvio padrdo + 0,91) seguido do tratamento com o extrato bruto de
LMA1957, com média de 1,76 lesbes/cm? (n = 52, desvio padrdo + 3,808) (Figura 25). No
entanto, os resultados obtidos através do extrato obtido por LMA1957 néo apresentou diferenca
estatistica significativa ou alta capacidade protetiva na concentracdo testada de 4,1ug/mL, esse

resultado se da principalmente pelos elevados nimeros obtidos de desvios padrdes.
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Figura 24:Folhas digitalizadas contendo os tratamentos CN, CP e LMA1957 respectivamente.

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk para analise
de distribuicdo normal e, conforme esperado pelo modelo do experimento ndo apresentaram
distribuicdo normal, o que ocorre por razdes inerentes ao processo de infeccao e aparecimento
de lesdes na superficie foliar.

Sendo considerados ndo normais, os dados foram avaliados quanto a diferenca entre as
médias dos tratamentos por meio de andlise estatistica ndo-paramétrica aplicando o Teste de
Kruskal-Wallis e em seguida foi aplicado o teste de comparagdes de Dunn’s Post Hoc, para
determinar qual tratamento teve maior efeito na prevencdo de lesdes/area. Os testes foram
realizados com nivel de significancia de 0,05 (a: 0,05), ou seja, conclui-se com 95% de certeza
gue as médias dos tratamentos realmente sdo diferentes. Quando o valor p gerado na analise é

< a, ha diferenca estatistica entre a média dos dados.
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O Teste de Kruskal-Wallis determinou diferenca significativa entre os tratamentos com
p<0,076. A comparacao entre os tratamentos pelo teste de Dunn mostra que a diferenga ocorreu
entre os 3 tratamentos, pois todas as comparagdes apresentaram p<0,05.

O teste de Dunn (Tabela 5) revela que o Controle Negativo teve o menor aparecimento
de lesbes (W: 83.522), seguido do tratamento com o extrato bruto de LMA1957 (W: 93.550),

enquanto que o Controle Positivo testado com o Difere® néo teve efeito no aparecimento de

lesbes (W:104.780).
Tabela 5:Andlise estatistica de comparagdo entre os tratamentos.
Dunn's Post Hoc Comparisons - Tratamento
Comparison z Wi W p
CP-CN 2.273 104.780 83.522 0.012*

CP - LMA1957 1.169 104.780 93.550 0.121
CN - LMA1957 -1.077 83.522 93.550 0.141

Ainda de acordo com a tabela é possivel observar a diferenca significativa entre os controles
Positivo e Negativo onde nesta analise CN apresentou um numero inferior de incidéncia de
lesbes, ndo houve diferenca significativa entre o Controle Positivo e o0 extrato bruto de
LMA1957 devido as variacdes do desvio padréo presentes na analise. E, também a diferenca
ainda que minima entre CN e LMA1957 que ndo deveriam apresentar valores proximos visto
gue o CN que estad somente com 2% de EtOH né&o deveria influenciar no crescimento da doenca.
Os valores de p em que hd * ao lado, sdo valores menores que 0.05, considerando um nivel de
confianca de 95% sendo, portanto, considerados ndo normais.

E importante salientar que embora a acdo protetiva do extrato LMA 1957 ndo tenha
apresentado nesta concentracdo uma média de lesbes tdo baixas (1,76) quanto as obtidas através
do Difere® (0,36), este extrato ainda assim apresentou em estado bruto, em uma mistura de
componentes uma média de lesdes inferiores as obtidas pelo CN (2,29). No entanto, a
concentragdo testada foi a mesma realizada no laboratério in vitro em condig¢6es controladas,

diferentes das encontradas na estufa, portanto, é possivel que com o teste in planta em
53



concentragdes maiores ou apds purificacdo e isolamento de seus compostos ativos revelem
moléculas de alta capacidade inibitoria podendo ser futuramente aplicadas como substituto de

origem natural para defensivos agricolas quimicos atuais.

Posteriormente, com base nos resultados obtidos através do experimento realizado acima,
foi realizado um novo teste com o extrato bruto onde foi testado em 10x a concentracdo de
4,1ug/mL que é correspondente a concentragdo minima para a inibicéo de 90% do crescimento
bacteriano (MIC90) in vitro.apés a analise dos dados do primeiro teste realizou-se um novo
teste em 20 plantas de Citrus sinensis enxertados em limao cravo (Citrus x limonia) da empresa
Citrograf e cultivadas em casa de vegetacdo sob os cuidados do Prof. Dr. Henrique Ferreira.
Foi realizada a poda das mudas para que fossem obtidas folhas jovens, entre os estagios V4 e
V5 (Fundecitrus). O extrato selecionado (LMA 1957) foi diluido em etanol 100% e entdo
ajustado a uma concentracao de 41 pg/ml em solucéo de 2% etanol. O agroquimico difere® foi
ajustado a concentracdo recomendada pelo fabricante de 0,2% em agua, o controle de veiculo
utilizado consistiu em uma solucdo 2% de etanol em agua e acrescentou-se mais um controle
negativo sendo apenas agua destilada. Atraves da leitura e analise de todas as folhas
digitalizadas (figura 25) foram obtidos os dados referentes a média de lesbes através do numero
de lesbes / tamanho da folha ou lesdes/cm? (tabela 6) utilizando o aplicativo ImageJ — FIJI

(SCHINDELIN, J., et al., 2012).

Tabela 6: Tabela contendo os dados obtidos através dos cdlculos do nimero de lesées / cm 2

LMA 1957 cv DIFERE H20

0 1.165710187 2.325919465 0.055404732
2.183179125 0.973591335 5.600077242 0
2.386402377 1.135659715 0.17541808 0
1.078431373 1.952819872 2.05449827 0
5.970924195 0.411332202 1.523229246 0
3.418945964 6.075988309 0 0.409556314
4.83155735 2.202238943 0.279251606 0
3.118411806 0 0.229744218 0.344063002
0.788449219 0.255427842 3.412616339 0
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2.035038046
0.202238102
0
0
0.518710634
0
2.269002899
1.284109149
8.939538693
0
0
0.578321216
0
0.264596931
0.535045479
0.552355401
0
0.179195413
1.468249113
1.315356791
0
0
0
0.064614092
0
0
2.599301438
4.046180406
1.945701357
0.570450656
0
0
0.047662171
0
0.365821793
0.777264999
1.419026784
0.826943317
2.610966057
0.399760144
1.95019502
0.450653447
3.656975681
0
0.980049002

7.412898443
3.298845404
4.564225168
6.789755807
4.151624549
0.094840668
5.010569169
2.063557573
1.327825317
0.270526173
1.789366053
0.378644453
3.115911924
1.106847698
0.616522811
3.95976875
6.485484867
0.871839582
1.4651189
4.474799812
5.127010021
2.35220323
0
0.717801477
0.096209352
0.985646523
2.989458226
0.30848329
2.361371224
0.960614793
2.160604969
0.337381916
7.897934386
7.066444205
1.782531194
6.648113791
1.248347775
1.341201717
4.313770008
2.458712192
0.601853709
3.598209966
1.641164261
2.57447591
0

4.48906301
0
1.783492327
2.288732394
0.40155267
3.24787506
0.056123022
0
0.084530854
0.056044387
0.578536303
0
0.048146365
0.45674614
0.397772474
0.190376469
0.848999394
1.067287634
0.263574064
0.765462339
0
0
0.107544228
4.903883876
0.663570007
3.279696628
5.861136159
6.044455999
0.455414883
0.961815908
1.030927835
8.229098091
0.568074228
1.756954612
0.342641768
0.35083616
0.99195415
2.235523185
0
0
0
3.080325409
0.810956929
2.148050231
3.549930545

0.10704346
0
4.155647903
0
0.9352204
0
0.114246544
0
0
0
0.353169698
0
3.830369357
0.508130081
2.702983678
0.355019082
0.76394194
1.253918495
0.565158009
1.595668899
0
0
0
7.413743941
8.814057291
1.754010695
7.664341161
1.81315011
4.683273447
1.340482574
1.436575205
0.478640661
3.208341688
6.62659886
2.529084471
11.65848527
0.487820742
6.68989547
12.22808598
0.606501698
0.276497696
0

0
0
0
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1.620620466
4.27167877
1.483679525
6.432807317
0
0
0
0
0.288392213
0.504649989
0.839438339
0.574382539
0.877903836
3.842705265
0
2.775636083
0.272090334
1.063582278
2.875724461
6.927426956
1.598779114
2.282282282
7.139886316
0
1.306392615
2.933661399
0.872600349

1.445306557
6.287090898
1.738959249
0.9957141
2.628602867
1.676979125
8.86756796
1.323865688
8.94492941
6.861239119
1.212807245
1.642541833
0.576784427
0.456225193
0.26316559
0.499562882
0.306896401
0.942253332
1.715462031
6.120726045
2.547198082
1.324893272
0
0
0.31152648
0
0.709773582
4.307334109
0
0
7.525870179
9.009009009
3.480278422
0
0.117439812
3.329448976
0.896619744
0
10.98694124
1.364334034
0
1.19868145
0.263937359
0.284474788
4.537953795

3.293957292
2.361275089
0.704721635
0.730246823
0.332078813

0

0
2.088078967
6.854949273
2.031900843
1.909763667
0.300842359
3.438789546
5.201560468
0.454103146
0.665956313

4.60385439
0.384578406
2.621231979
2.568923965
0.916279228
0.755458185
1.761006289
0.296333926
1.348687623
4.145711567
3.051396968
0.646026934
0.372740262
0.07637669

0
3.246094543
2.300520644
5.639655684

2.374983507
0
0
0
0
0.200521356
0
0
0
2.80033604
0.253871541
0.581707535
1.391734643
0
2.051808156
1.720459707
2.055714046
0.244453951
0
4.171225383
0.143430866
3.80010038
10.67501918
0.627833973
2.530844669
3.350757271
1.62835249
0
0
0.176688851
0
0
0.211476103
0.862316758
0.159328695
0
0.104297038
0.633011552
0.595238095
0
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0.804990944
0.460935699

Ao analisar os resultados obtidos através do teste com o extrato bruto de LMA 1957 na
tabela 7 é possivel verificar os seguintes resultados: O Controle Negativo (2% EtOH)
apresentou uma média de nimero de lesdes na superficie abaxial das folhas de Citrus sinensis
(L) Osbeck, de 2,38 lesdes/cm? (n = 101, desvio padrdo * 0,25). O Controle Positivo com
Difere® com média de 1,64 lesdes/cm? (n = 88, desvio padrdo + 0,19) seguido do tratamento
com o extrato bruto de LMA1957 que foi o tratamento com menor nimero de lesbes/area, com

média de 1,44 lesdes/cm? (n = 81, desvio padrdo + 0,21).

Tabela 7: Dados estatisticos obtidos referente ao numero de lesées versus tamanho da folha

LMA 1957 CVv  DIFERE H20
N° 81 101 88 94
Min 0 0 0 0
Max 8,939539 10,98694  8,229098 12,22809
Sum 117,4139 240,9596 145,101 141,1046
Media 1,449555 2,385739  1,648875 1,501113
D. Padréo 0,2118717 0,255459 0,1991717  0,2715944

Foi possivel identificar como satisfatorios os resultados obtidos, onde, o LMA1957
apresentou diferenca estatistica significativa ou alta capacidade protetiva, semelhante ao
controle positivo Difere, na concentracdo testada de 41ug/mL, considerado, portanto, viavel a
utilizacdo deste extrato para testes futuros, é importante salientar que esses resultados foram
obtidos através do extrato bruto, que apds o isolamento do composto ou da mistura de
compostos responsaveis pela sua atividade inibitoria esses resultados poderdo se tornar ainda

mais satisfatorios.
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LMA1957

Figura 25: figura contendo folhas de todos os controles testados. Foto: do autor.

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk (tabela 8)
para anélise de distribuicdo normal e, conforme esperado pelo modelo do experimento ndo

apresentaram distribuicdo normal, o que ocorre por razdes inerentes ao processo de infecgdo e

58



aparecimento de lesdes na superficie foliar, sendo feitos testes subsequentes a fim de analisar
as variaveis apresentadas através dos dados obtidos. O Teste de Kruskal-Wallis determinou

diferenga significativa entre os quatro tratamentos com p<8,3.

Tabela 8: Resultados estatisticos obtidos através do teste de Kruskal Wallis.

Kruskal-Wallis test for equal medians

H (chi2): 21,25
Hc (tie corrected): 21,49
p (same): 8,326E-05

There is a significant difference between sample medians

Sendo considerados ndo normais, os dados foram avaliados quanto a diferenca entre as
médias dos tratamentos por meio de andlise estatistica ndo-parametrica aplicando o Teste de
Kruskal-Wallis e em seguida foi aplicado o teste de comparacgdes de Dunn’s Post Hoc, para
determinar qual tratamento teve maior efeito na prevencao de lesbes/area. Os testes foram
realizados com nivel de significancia de 0,05 (a: 0,05), ou seja, conclui-se com 95% de certeza
que as médias dos tratamentos realmente sdo diferentes. Quando o valor p gerado na analise é
< 0, ha diferenga estatistica entre a média dos dados.

O teste de Dunn (Tabela 9) revela que o Controle Positivo testado com Difere®
(W:189:500) seguido do tratamento com o extrato bruto de LMA1957 (W:169:889)
apresentaram o melhor efeito preventivo ou 0 menor aparecimento de lesGes enquanto que o
Controle de veiculo (W:216.782) testado com o Difere® nao teve efeito no aparecimento de
lesbes. Os valores de p (Tabela 8) em que ha * ao lado, sdo valores menores que 0.05,
considerando um nivel de confianca de 95% sendo, portanto, considerados nao normais.
Andlises estatisticas de Normalidade, Kruskal-Wallis e de Dunn’s Post Hoc foram realizadas
através do software Past versao 4 (University of Oslo, Noruega) (Hammer et al, 2001) a fim de

confirmar os resultados estatisticos obtidos.
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Tabela 9: Dados estatisticos obtidos através do teste de Dunn's Post Hoc

Dunn's Post Hoc Comparisons — Tratamento

Comparison z W i W p
AGUA - CcV -4.455 149.979 216.782 < .001*
AGUA - DIFERE -2.546 149.979 189.500  0.005*
AGUA - LMA 1957 -1.255 149.979 169.889  0.105
CV - DIFERE 1.788 216.782 189.500  0.037*
CV - LMA 1957 3.005 216.782 169.889 0.001 *
DIFERE - LMA 1957 1.217 189.500 169.889  0.112

E importante salientar que embora a a¢io protetiva do extrato LMA 1957 tenha apresentado
um numero de lesGes tdo baixas quanto as obtidas através do Difere®, este extrato apresenta-
se em uma mistura de componentes uma média de lesdes bem inferiores as obtidas pelo CN. E
importante salientar que, embora a concentracdo testada tenha sido de 10x que a concentracao
realizada no laboratdrio in vitro em condicdes controladas, diferentes das encontradas na estufa,
é possivel que com o teste in planta em concentracGes ainda maiores ou ap6s purificacdo e
isolamento de seus compostos ativos revelem moléculas de alta capacidade inibitéria podendo
ser futuramente aplicadas como substituto de origem natural para defensivos agricolas quimicos

atuais.

5.6. Teste de validacao dos extratos

Ap0ds a producao de uma nova quantidade de extrato bruto da linhagem LMA 1957, o
mesmo passou por uma avaliacdo a fim de verificar se 0 mesmo continuaria apresentando
atividades inibitorias satisfatorias em valores semelhantes aos encontrados anteriormente, foi
possivel verificar que diferente das atividades encontradas nas avaliacdes anteriores onde
apresentou atividade inibitoria superior a 90% acima de 3,52 pug/mL (figura 27). Nesta nova

avaliacdo foi possivel observar que atividades inibitérias contra X. citri subsp. citri foram
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encontradas em concentracdes ainda mais baixas, apresentando atividades inibitdrias acima de

90% em 0,88 pg/mL. Os dados para esta anélise foram obtidos em triplicata.

Dose - Resposta LMA 1957

90
80
70
60
50
40
30
20
10 ﬁ
0 —

1800 900 450 224 112.556.2528.1314.06 7.03 3.52 1.76 0.88 0.44 0.22 0.11 0.055

Inibicdo (%)

Figura 26: Grdfico da dose reposta do extrato LMA1957 no meio Malte 2% em relagdo a bactéria X. citri subsp. citri

5.7.Cromatografia em coluna

Durante o processo de eluicdo da coluna foram obtidos um total de 344 tubos que foram
analisados por cromatografia em camada delgada (CCD) e por similaridade foram reunidos em
29 fracOes, as quais apresentaram ap0s 0 processo de secagem 0s seguintes rendimentos (tabela

10).

Tabela 10: Tabela contendo as fragGes obtidas e seus respectivos rendimentos apds secagem e pesagem.

Fracdo Massa Fracéao Massa
1 1,4 mg 16 20 mg
2 1,1 mg 17 4,4 mg
3 7,8 mg 18 3,5 mg
4 13,3 mg 19 15 mg
5 10,4 mg 20 20,9 mg
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6 5,8 mg 21 13,4 mg
7 4,6 mg 22 6,2 mg

8 4,1 mg 23 3,5mg

9 5,6 mg 24 17,1 mg
10 4 mg 25 12 mg

11 0,8 mg 26 3,3 mg

12 11,6 mg 27 11 mg

13 12,8 mg 28 6,2 mg

14 2,9 mg 29 13,7 mg
15 94 mg

Seguindo o método de REMA ja descrito anteriormente, todas as fracdes foram testadas
e analisadas quanto ao seu potencial inibitdrio contra X. citri subsp. citri a fim de identificar
qual ou quais fracdes bioativas apresentaram melhor atividade inibitoria. Os graficos contendo
a variacdo da atividade versus a concentracdo para cada fracao estdo apresentados nas figuras

27 — 41 e nas figuras 43-46 sdo apresentados os testes de atividade bactericida de cada fracéo.

Fracdo 1 Fracdo 2

y = 0.0001xf - 0.0066x5 + 0.0893x* - 0.0845x% - 5.665x2 + 20.024x + 83.09 LB
R?=0.9949

Inibigdo (%)
g
Inibigdo (%)
g

20 O
loy =-0.0011xF + 0.0546x5 - 1.0056x* + 8.5567x° - 34.581x% + 60.224x + 63:928 I o P
o R?=0.9799

»

o o g

S H o N 6 B (X s H D
A O T A8 VY
R - VL SRR

O o “ o) v © b=l g v N $H \e) Qv o S
S N R S L &

NTQ AS) A8}

Concentragio (pg.mL1) Concentragdo (pg.mL1)

Figura 27:Curva de inibigdo das fragées de LMA 1957 obtidas através do método de REMA.

62



Inibigdo (%)

Inibigdo (%)

Inibigdo (%)

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Fragdo 3 Fragdo 4
C== 100
90
80
SE- 70
— 60
(=]
f; 50
2 40
c
= 30
20 N
y =0.0003x5-0.0134x° + 0.2375x* - 2.0092x> + 8.4378x* - 16.753x + 109.94 10 Y= 3E-05x°-0.0038x° +0.1326x* - 1.825x> + 10.188x> - 22.956x + 115.19
R?=0.9934 0 R?=0.9872
St S VR T R Y PR SR S S, R R, S SIS S P TR S AR S S RS R, A
O & 4V 4 Q7 VY Y Y S & Q& ; QP D A
IR X R S S R T O N R R A LA S I R A P R P G
Concentracdo (pg.mL1) Concentragdo (pg.mL?)
Figura 28:Curva de inibi¢do das fragées de LMA 1957 obtidas através do método de REMA.
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Figura 29: Curva de inibigdo das fragbes de LMA 1957 obtidas através do método de REMA.
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Figura 30: Curva de inibigéo das fragbes de LMA 1957 obtidas
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através do método de REMA.
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Figura 31: Curva de inibigdo das fragbes de LMA 1957 obtidas através do método de REMA.
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Figura 32: Curva de inibigdo das fragées de LMA 1957 obtidas
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Figura 33: Curva de inibigéo das fragbes de LMA 1957 obtidas
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Figura 34: Curva de inibigdo das fragbes de LMA 1957 obtidas através do método de REMA.
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Figura 35: Curva de inibigdo das fragées de LMA 1957 obtidas através do método de REMA.
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Figura 36: Curva de inibigéo das fragbes de LMA 1957 obtidas através do método de REMA.
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Figura 37: Curva de inibigdo das fragées de LMA 1957 obtidas através do método de REMA.
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Figura 38: Curva de inibi¢do das fragbes de LMA 1957 obtidas através do método de REMA.
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Figura 39: Curva de inibigéo das fragbes de LMA 1957 obtidas através do método de REMA.
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Figura 40: Curva de inibigdo das fragbes de LMA 1957 obtidas através do método de REMA.
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Figura 41: Curva de inibi¢do das fragbes de LMA 1957 obtidas através do método de REMA.

A figura 42 mostra um esquema das placas de MBC apresentadas abaixo, onde, as
colunas em branco estdo apenas com meio e bactéria, sendo, portanto, descartadas da leitura
dos resultados por terem sido preenchidas apenas para evitar erros padrdes como a evaporagao
do meio nos pocos que serdo lidos. Cada fracdo foi adicionada no pogo marrom escuro na maior
concentracdo presente e diminuindo conforme o método de REMA ja descrito anteriormente e
seguido por duas colunas conforme a figura abaixo a fim de obter uma melhor abertura da curva
de concentracdo, sendo assim, a leitura das placas de MBC presentes neste trabalho seguirdo

esse mesmo método de leitura.
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Figura 42: Figura esquematizando os resultados de MBC apresentados abaixo.

Figura 43: Placas de MBC contendo as fragdes 1 - 4 (A), 5-8 (B). Foto: do autor
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Figura 46: Placas de MBC contendo as fragdes 25 - 27 (G), 28 - 29 (H). Foto: do autor
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Analisando os gréficos de decaimento de atividade vs concentracdo, a atividade
bactericida e o rendimento da fracdo, visto que é necessaria uma massa consideravel para as
andlises quimicas, a fracdo F15 foi selecionada para dar prosseguimento, ja que esta apresentou
maior massa, 0 decaimento da atividade foi proporcional a diminui¢cdo da concentragéo,
mantendo atividade maxima até 4,1 pg/mL e apresentou atividade bactericida em 4,1 pg/mL.
A amostra foi encaminhada para a realizagdo de analise de RMN de 'H, entretanto, ndo foi
possivel ainda pelo espectro de hidrogénio da amostra identificar o composto, ha necessidade
de uma analise de espectrometria de massas, a qual ja tentou realiza-las em varios locais, mas

SEM SUCessO.

Identificado inicialmente como Penicillium cf purpurogenum em 1904 por Beitr et al,
foi atualmente reclassificado para Talaromyces Purpurogenum (Samson R. A., 2011). E é
possivel encontrar relatos na literatura sobre a bioatividade de metabdlitos secundarios obtidos
de Talaromyces sp., sendo as principais atividades encontradas: antifungica, antibacteriana e
antitumoral. Dentre os encontrados com potencial atividade antifungica estdo os metabolitos
secundarios de Talaromyces flavus com potencial inibitério contra Candida albicans,
Aspergillus niger e Mucorracemosus (M. ARAI et. al. 2002; F. LIU et. al. 2010; J. W. HE et.

al. 2015).

Metabolitos secundarios de Talaromyces sp., Talaromyces amestolkiae e Talaromyces
flavus isolados de amostras de solo, Talaromyces rugulosus isolado através de esponja marinha
mediterranea e o endofito Talaromyces wortmannii isolado de babosa Aloe vera (L.) Burm. f.
apresentaram atividade inibitdria significante contra diversas bactérias: Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus epidermidis, Klebsiella pneumoniae,

Clostridium perfrigens, Bacillus megaterium, Sarcina ventriculi, Pseudomonas aeruginosa e
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Micrococcus luteus (F. LIU et. al. 2010; S. CHEN et. al.,2016; J. W. HE et. al. 2015; M. M.

ZHAI et. al. 2015; R. BARA et. al. 2013)

Existem, também, relatos de atividade antitumoral proveniente de metabolitos do grupo,
como visto em H. LI et al 2011, que identificou 3 metabdlitos extraidos de T. flavus
apresentando resultados citotdxicos considerados promissores para 5 tipos de células
cancerigenas em humanos e por M. M. ZHAI et. al. em 2015 que identificaram metabolitos do
isolado Talaromyces wortmannii com atividade citotdxica contra diversas linhagens celulares

cancerigenas.

Ja sdo bem conhecidas algumas estruturas quimicas isoladas de Talaromyces sp. que
apresentam atividades antibacterianas, antifingicas e antitumorais como as citadas acima,
dentre os exemplos de moléculas identificadas a partir destes isolados estdo esteroides e
terpenoides (H. Li et al, 2011)(figura 47), Quinonas (J. Atherton et al, 1968) (Figura 48),

Meroterpenoides (Kaur et al, 2016; H. Hideo et al, 2012) (figura 49).

Figura 47: Talaperoxides A-D (1, 3, 4 e 5) e steperoxide B (2), moléculas com potencial atividade contra cdncer de mama.

71



Figura 48: Homodimérico (aR, 3R, 3'R) -flavomanina A (6), (aS, 3R, 3'R) -flavomanina B (7), flavomanina C (8) e flavomanina
D (9), moléculas com atividades antibacterianas contra S. aureus.

Figura 49: Talarolutinas A (10), Talarolutinas B (11), Talarolutinas C (12), Talarolutinas D(13), Chrodrimanins D (14),
Chrodrimanins E(15), moléculas que possuem citotoxicidade contra carcinoma de préstata, atividade antimicrobiana e
indugdo de quinona redutase.
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Mesmo com diversos relatos das atividades antimicrobianas deste grupo, até o presente
momento ndo foi encontrado na literatura trabalhos correlacionando a atividade inibitoria de
extratos obtidos de Talaromyces sp. contra X. citri subsp. citri sendo este o primeiro relato na

literatura.

Muitas das espécies desse género produzem uma grande quantidade de pigmento
vermelho intenso (J. C. Frisvad et. al. 2013), o que foi identificado também em nosso extrato
LMA 1957 (Talaromyces sp) (Figura 50), o qual pode ser empregado como potencial aditivo
colorifico na industria alimenticia, sendo, no entanto, necessario realizar analises quimicas

deste pigmento para determinacdo da sua estrutura quimica.

Figura 50: Coloragdo do metabdlito obtido apds fermentagdo. Foto: do autor.
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6. CONCLUSAO

Dentre os 16 extratos testados 4 apresentaram atividade inibitoria significativa (acima de
80%) contra Xanthomonas citri subsp. citri. Porém, destes 4 extratos testados apenas o obtido
do isolado LMA 1957, identificado como sendo do género Talaromyces sp. apresentou uma
atividade inibitéria satisfatoria, exibindo inibicdo superior ao antibidtico utilizado como
controle (canamicina), verificou-se também que nos testes em planta mesmo em condicBes
desfavoraveis apresentou resultados satisfatdrios, ficando em valores de inibicdo proximos aos
encontrados pelo antibidtico Canamicina, havendo no entanto a necessidade de identificacéo e

isolamento do composto responsavel pela inibicdo para testes futuros.
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