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OLIVEIRA JUNIOR, Admilton Gongalves. Avaliagdo da atividade antibiotica de
compostos extracelulares bacteriano no controle de Xanthomonas axonopodis
pv. citri cepa 306. Londrina, 2008. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia)

Universidade Estadual de Londrina — UEL.

RESUMO

O Cancro citrico causado pela Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) € considerado
um dos maiores problemas fitossanitarios e econdmicos para citricultura mundial.
Atualmente, a forma mais utilizada de controle é a erradicacdo das plantas doentes
e/ou pulverizacdo com produtos a base de cobre. A obtencdo de novos produtos para
controle do cancro citrico € necesséria, uma vez que as formas atuais de controle nao
atuam efetivamente na doenca e podem contaminar o ambiente pelo uso de metal
pesado. A bactéria cepa LV (Pseudomonas sp) foi cultivada em caldo nutriente +
CuCI2 . 2H20 (100 mg L-1) por 15 dias (28 °C, 100 rpm) em seguida centrifugada
(9.000 rpm, 20 min, 4°C), sendo o sobrenadante tratado com diclorometano por
particdo liquido-liquido, concentrado em rotavapor a 45°C, congelado em nitrogénio
liquido e liofilizado. A fase diclorometano (FD) obtida, foi fracionada por cromatografia
liquida a vacuo (CLV) utilizando seis solventes com polaridade crescente. Foi testada a
acao antibiética da FD e das fracBes obtidas na CLV contra a Xac cepa 306 através da
técnica de difusdo em agar, e determinada a concentracdo inibitéria minima em placas
de cultura de 24 pocos onde a FD e a fracdo F3 tiveram maior efeito antibidtico. As
plantas foram tratadas com a FD e com a fracdo F3 que apresentou maior acao in vitro.
Os resultados mostraram que ocorreu a diminuicdo da presenca de lesédo em cerca de

80% e 94% nas plantas tratadas com FD e F3 respectivamente. Estes resultados



indicam que o uso de substancias com acdo antibidtica pode ser uma excelente

ferramenta para o controle da Xac.

Palavras-chave: Citricultura. Fitopatogeno. Cancro citrico. Controle biolégico.

Antibiose. Xanthomonas axonopodis pv. citri



OLIVEIRA JUNIOR, Admilton Gongalves. Evaluation of the antibiotic activity of
extracellular bacterial compounds in the control of Xanthomonas axonopodis
pv. citri strain 306. Londrina, 2008. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia)

Universidade Estadual de Londrina — UEL.

ABSTRACT

The disease caused by Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) is a big problem for
citriculture. Usually the control is make by cutted sick plants and/or treated with cupper
product. The challenge today is find the new product which is more effective to control
canker citrus. The bacteria strain LV (Pseudomonas sp.) was culturated in nutrient
broth plus CuCl2 . 2H20 (100 mg L-1) for 15 days (28 °C, 100 rpm) followed of
centrifugation (9,000 rpm ; 20 min ; 4°C), the supernatant was treated with
dichloromethane in a liquid-liquid extraction, and concentrated with rotator evaporator at
45°C, freezed in a liquid nitrogen and lyophilized. The phase of dichloromethane (PD)
was fractionated by vacuum liquid chromatography (VLC) using six organic solvents
with crescent polarity. The antibiotic activity of FD and the fraction obtained from VLC
was tested against Xac strain 306 using agar diffusion technique in a Petri dishes. Also
the inhibitory minimum concentration was estimated in a cell culture plates with 24
wells. The results showed the FD and the fraction F3 were more effective to control the
Xac 306 growth. In a greenhouse experiment plant was treated with FD and F3 fraction
(high effective in vitro experiment). The results showed that the lesions formation was
inhibited around 80% and 94% in plants treated with FD and F3 respectively. The data
suggested that the use of antibiotic compounds produced by bacteria should be an

excellent tool to control plant disease in this case the canker citrus.
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1 INTRODUGAO

O Cancro citrico € considerado um dos maiores problemas fitossanitario para a
citricultura em diversas partes do mundo. De um modo geral ela acorre mais
severamente em paises ou regibes com clima mais quente e umido. O mais antigo
relato data de 1827 e 1831 com Fawcett e Jenkins, (1933) em folhas de Citrus medica
provenientes da india, sendo descrita primeiramente por Hasse em 1915 nos EUA, Ja
no Brasil, 0s primeiros relatos ocorreram na década de 50.

Cinco tipos diferentes de cancro citrico foram agrupados em funcdo da
sintomatologia apresentada e os diferentes hospedeiros afetados: A, B, C, D e E. O
tipo A, ou cancro citrico asiatico, € o principal e mais severo tipo presente nos
pomares, sendo causado pela Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), bastonete
aerobio, Gram negativo, monotriquio.

Os sintomas constituem-se em lesdes circulares, corticosas, salientes, de
coloracdo amarronzada e aspecto eruptivo ocorrendo em folhas, frutos e ramos. A
infeccdo pode ser de forma passiva, ganhando o interior dos tecidos de citros atraves
de aberturas naturais, como os estbmatos, por ferimentos causados mecanicamente
ou pela atividade de insetos.

O estudo do efeito de diversas medidas para o controle e prevencdo do cancro
citrico assume grande importancia, tanto para areas com culturas de citros onde a
erradicacdo de plantas doentes néao € a principal medida de controle, como no Estado
do Parana, quanto para regides aonde a préatica de erradicacdo vem sendo adotada
como principal medida para eliminar a doenca, como no Estado de S&o Paulo.

Tendo em vista a grande importancia que o cancro citrico assume na

citricultura mundial e o problema da rapida disseminacdo da bactéria nos pomares, a



busca por novas medidas de controle € uma alternativa necessaria, uma vez que, as
formas atuais de controle ndo atuam efetivamente na doenca e podem contaminar o
meio ambiente pelo uso de metal pesado. Medidas isoladas ndo tém demonstrado
eficiéncia para prevenir a introdugcéo e o estabelecimento da fitopatologia em novas
areas até mesmo a sua erradicacao total em varias regides. No entanto, antes de estas
medidas serem efetivamente adotadas, é fundamental que a eficacia no controle de
niveis de infeccdo nos pomares e o seu efeito na producdo das plantas sejam

consistentemente estudados.

2 OBJETIVOS

2.1 Geral:

Obtencéo de metabdlitos secundarios com propriedades antibiéticas produzidos pela
cepa LV (Pseudomonas sp) para o controle do cancro citrico causado pela

Xanthomonas axonopodis pv. citri cepa 306.

2.2 Especificos:

a) Produzir substancias extracelulares bacterianas com ac¢éo antibiotica durante o
crescimento da cepa LV,

b) Fracionar a fase organica em cromatografia liquida a vacuo;

c) Avaliar a termoestabilidade da fase organica;

d) Avaliar a acdo antibidtica e determinar a concentracao inibitéria minima in vitro da
fase organica e suas fracoes;

e) Determinar a citotoxicidade das substancias com acao antibidtica;



f) Avaliar a agéo antibiotica da fase organica e a melhor fracdo na incidéncia de

lesBes foliar do cancro citrico em condi¢do de casa de vegetacao.

3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cancro Citrico: Histérico e Importancia

A producéo e exportacédo de citros no Brasil garantiram o primeiro lugar no
ranking mundial, tendo como principal concorrente os EUA (FAO, 2006). O Brasil
produz quase a metade do suco de laranja consumido no mundo, que responde
anualmente por mais de um bilhdo de délares nas exportacBes brasileiras.
Entretanto, esta posicdo vem sendo constantemente ameacada pelo grave problema
fitossanitario que representa o cancro citrico para a producao nacional, aumentando
os custos, desestimulando o citricultor e causando problemas na exportacdo devido
a barreiras fitossanitarias que muitas vezes sdo impostas por paises concorrentes.
Entre 1997 e 2000, quase quatro milhdes de arvores e mudas foram erradicadas
devido ao cancro citrico, gerando um prejuizo acumulado de aproximadamente R$
300 milhdes (Bernardo Esteves, 2001).

O cancro citrico é originario do sudoeste da Asia, mesmo centro de origem
dos citros, as primeiras indicacfes de sua existéncia datam dos anos entre 1827 e
1831 em folhas herbarizadas de Citrus medica provenientes da india (Bitancourt,
1957). A partir dai, esta doenca tem se disseminado pelo mundo, principalmente
pela importacdo de material vegetativo contaminado, propagando-se para varias
regides do planeta tais como Oceania, Africa, América do Sul e do Norte (Koizumi,

1985; Leite Junior e Moham; 1990; Feichtenberger, 1997). A erradicacdo do cancro



citrico € mérito de poucos paises tais como a Africa do Sul e Nova Zelandia
(Koizumi, 1985).

Nos EUA, apesar do cancro citrico ter sido considerado erradicado na
década de 40 (Dopson, 1964), por volta de 1984 novos focos foram encontrados,
levando a eliminacdo de milhdes de plantas o que representou em um prejuizo
acumulado de aproximadamente 100 milhdes de dolares. Hoje, apesar dos esforcos,
a Florida ainda possui focos da doenca devido a disseminacdo da bactéria,
principalmente em pomares residenciais. No Brasil, a doenga foi relatada pela
primeira vez no municipio de Presidente Prudente - SP em 1957 (Bitancourt, 1957),
dando assim inicio a varias medidas de controle com o objetivo de evitar a
disseminacdo da doenca. No entanto, o agente causal do cancro citrico
(Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac)) foi disseminada para varios estados
brasileiros, como Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul,
Mato Grosso, Minas Gerais e Roraima (Feichtenberger et al., 1997; Leite Junior e
Moham, 1990; Nascimento et al., 2003).

Com o objetivo de conter e eliminar focos da doenca em territorio brasileiro
foi criado a Campanha Nacional de Erradicacdo do Cancro Citrico (CANECC),
conforme Decreto n° 70.601 de 09/12/1974. No inicio, o processo de erradicacao
envolvia 0 mapeamento e avaliacdo de todas as plantas citricas das zonas rural e
urbana. Uma vez constatada a doenca por engenheiros agrébnomos da CANECC, a
propriedade podia sofrer interdicdo total.

A erradicacdo em si se dava através da eliminacdo das plantas infectadas e
as suspeitas em um raio de 50 metros a partir do foco inicial. Para viveiros de
mudas, todas as mudas deveriam ser eliminadas incluindo as sadias além das

mudas de outros viveiros em um raio de até 200 metros. A eliminacdo podia ser



através do uso de herbicidas, ou a forma mais indicada, através da queima das
plantas depois de arrancadas in loco (Rosetti, 1977; Leite Junior e Monhan, 1990).
Com o passar do tempo, discusséo entre entidades governamentais, produtores e
pesquisadores fizeram com que limites impostos pela CANECC fossem modificados.

A partir do ano de 1996, com a introducdo da lagarta minadora do citros,
Phyllocnistis citrella, mudou as caracteristicas epidemioldgicas do patossistema em
vigéncia, citros-Xanthomonas para citros-Xanthomonas-Phyllocnistis (Bergamin Filho
et al., 2001), ocasionando um aumento na incidéncia do cancro citrico e novas
mudancas nas legislagdes, a fim de diminuir ou até mesmo eliminar os focos da
bactéria.

O recente sequenciamento completo do genoma da bactéria Xac cepa 306
permitiu evidenciar a consideravel versatilidade biogquimica e uma série de
mecanismos que esse organismo utiliza para a sua sobrevivéncia e para a infeccéo
da planta hospedeira (Da Silva et al., 2002). Aspectos como, produ¢ao de compostos
potencialmente capazes de aumentar a capacidade da bactéria em causar danos a
planta, proteinas que atenuam o efeito de antibiéticos, proteinas que destroem as
células do interior da folha, permitira abrir novas linhas de pesquisa para combater o

cancro citrico.

3.2 Etiologia

A taxonomia do agente causal do cancro citrico vem sendo constantemente
revisada, com isso, propostas de reclassificacdo tem sido feitas por alguns
pesquisadores (Shaad et al., 2000, 2005; Brunings e Gabriel, 2003). Em virtude

disto, adotamos no presente trabalho a seguinte classificacdo aceita na literatura



mundial, Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) (Vauterin et al.,, 1995). A Xac
(Bactéria, Proteobacteria, Subdivisdio Gamma, Xanthomodales), é um bastonete
estritamente aerdébio apresentando reacdo Gram-negativa, motilidade por flagelo
polar (monotriquio), colénias com pigmentacdo amarela e um aspecto viscoso
devido a producédo de exopolissacarideos.

A Xac cresce na maioria dos meios utilizados em laboratério e é facilmente
isolada de tecido vegetal infectado. Col6nias sao visiveis apés 24 e 72 horas de
incubacdo a uma temperatura de 28 °C (Brunnings e Gabriel; 2003). As condicdes
ideais para o crescimento da Xac sdo umidade elevada e temperatura entre 20 e 30
°C.

Cinco tipos ou patovares de cancro citrico foram agrupados em A, B, C, D e
E, com base na sintomatologia apresentada e nos diferentes hospedeiros afetados.
O cancro citrico asiatico (cancrose A), causado pela cepa asiatica X. axanopodis pv.
citri, € a forma mais severa da doenca. Afeta varias espécies da familia Rutacea e
encontram-se disseminado na Asia, Africa, América e Oceania. A Cancrose B,
causada pela cepa B de X. axanopodis pv. aurantifolii, com maior importancia em
limdes verdadeiros (Citrus limon) e lima acida “Galego” (Citrus aurantifolia), sendo
encontrada na Argentina, Paraguai e Uruguai. A Cancrose C, causada pela cepa C
da X. axanopodis pv. aurantifolii, foi isolada em 1970 de lima mexicana no Estado de
Sao Paulo, mas é raramente encontrada desde entdo. A cancrose D, causada pela
cepa D de X. axanopodis pv. aurantifolii, 0 Unico hospedeiro natural conhecido dessa
bactéria € o limdo Galego (Citrus aurantifolia) (Leite Junior e Moham, 1990).

Outras formas da bactéria do cancro citrico tém sido relatadas, como o0s

isolados descobertos em Oma, Arabia Saudita, Ird e india que produzem lesdes



como a cancrose A somente em lima mexicana, mas aparentam ser distintas da
cepa A (Verniere et al., 1998; Mohammadi et al., 2001).

Os cultivares citricos sdo classificados quanto a variabilidade nos niveis de
resisténcia ao cancro citrico, sendo considerado com resistente a altamente

suscetiveis, como mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Exemplos de algumas cultivares citricos quanto a niveis de
resisténcia ao cancro citrico

. A Cultivares citricos
Nivel de resisténcia

Nome popular Nome cientifico
Altamente Resistentes Calamondin C. mitus
Laranjinha Kinkan Fortunella spp
Resistentes Laranja Doce, Moro C. sinensis
Tangerina Pokan, Tankan C. reticulata
Moderadamente Laranja Doce, Péra, Valencia C. sinensis
resistente Tangerina Dancy C. reticulata
Moderadamente Laranja Doce,Natal C. sinensis
suscetiveis Tangerina Cravo, King, Romana C. reticulata
Suscetiveis Laranja Doce, Bahia, Ruby e C. sinensis
Hamlin
Altamente suscetiveis Limao verdadeiro C. limon
Lima &cida Galego C.aurantifolia
Tangerina Lee C. reticulata
Grapefruit C. paradisi

*Adaptado de Gottwald et al., (2002) e Shubert e Sun, (2003).

3.3 Ciclo da Doencga

3.3.1 Disseminacéao
A disseminagdo da bactéria se da principalmente através de trés fatores

essenciais a dispersdo da doenca: altas temperaturas, umidade elevada

acompanhada de ventos fortes e novas brotagdes nos pomares.



As precipitacdes elevadas e aumento da temperatura no inicio da estacédo de
maior fluxo de crescimento sao fatores favoraveis ao desenvolvimento epidémico de
cancro citrico. Isso provavelmente esta relacionado ao fato de que em condi¢des de
alta umidade as lesGes de cancro exsudam mais células bacterianas na superficie
afetada (Leite Junior et al., 1987). Além disso, as células bacterianas sdo mantidas
ativas por mais tempo quando a umidade do ar é elevada, aumentando com isso a
viabilidade e consequientemente a amplitude de dispersédo do inéculo (Koizumi et
al.,1996).

Em precipitacbes acompanhadas de fortes ventos, um filme de &agua é
formado desde o filoplano até as células do mesdfilo, passando por entre as células
estomaticas. Nesta condicdo, lesbes novas exsudam células bacterianas
imediatamente, chegando a liberar de 10* a 10° unidades formadoras de coldnias
(UFC/mL). Em lesBes mais velhas e suberizadas, a liberacdo da Xac ocorre mais

lentamente.

3.3.2 Infeccao

A Xac tem capacidade de infectar folhas, ramos e frutos. A penetracédo e
infeccdo se dao através de aberturas naturais (principalmente estématos), ou por
acao mecanica com ferimentos causados por espinhos, grdo de areia, pelo homem
ou por insetos (Fundecitrus, 2006). As faces abaxiais das folhas sdo mais
suscetiveis que as faces adaxiais, em razdo da maior densidade de estébmatos
presentes (Grahm et al., 1992).

Fatores climaticos como temperatura e umidade exercem importante papel
no sucesso da infeccdo. A duracdo do molhamento e o proprio filme de agua sobre a

folha influenciam na capacidade da bactéria ganhar a camara sub-estomatica ou um



ferimento. Nas folhas, o periodo de expansao foliar € mais suscetivel a infeccdo da
bactéria Xac do que aquele posterior a maturacdo. Ja em frutos, o periodo de

suscetibilidade ocorre entre 60 a 90 dias ap0s a sua formacao.

3.3.3 Colonizacéo

Uma vez no interior do tecido de citros, a colonizacdo por Xac restringe-se
ao sitio de infeccdo. No inicio da colonizacdo, as células da Xac multiplicam-se no
espaco intercelular envolvidas por matriz de polissacarideos extracelular. As
primeiras lesdes salientes comecam aparecer apés 7 a 10 dias, formadas por
hipertrofia e hiperplasia de células do mesofilo foliar.

As lesdes apresentam coloracdo amarelada no inicio de sua formacéo e vao
se tornando de cor marrom e corticosa ao longo do tempo, ao redor das lesbes
podem-se formar halos cloréticos e/ou halos aquosos. Quando ocorre uma infeccao
via estbmato, a lesdo se torna mais rapidamente visivel em ambas as faces da folha

(Figura 1A, B e C).
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Figura 1. LesBes de cantro citrico causadas por Xac 306 em folhas de C.

sinensis, aumento de 1X (A), 3X (B), 1X (C).

A multiplicacdo da Xac no sitio de colonizacdo ocorre somente durante a
fase de expansdo da lesao, com isso, a populacdo de bactéria produzida por leséo

esta fortemente relacionada ao tamanho da lesdo (Grahm et al., 1992).

3.3.4 Sobrevivéncia

A sobrevivéncia de Xac no ambiente pode chegar até seis meses em 6rgaos
infectados, mesmo apds a queda dos mesmos. Em ambiente aberto, a sobrevivéncia
da bactéria pode chegar por volta de 15 dias em solo e por volta de 62 dias tanto no
filoplano quanto em rizoplano de algumas gramineas

A producao de exopolissacarideo pelas bactérias exsudadas na superficie
das lesdes possui um importante papel na dispersdo e sobrevivéncia no ambiente
(Goto e Hyodo, 1985). A persisténcia da Xac por varias semanas em material de
plantas ndo hospedeiras e na zona de raizes de algumas gramineas embaixo de
arvores doentes foi observado no Japao e no Brasil (Goto et al., 1975; Pereira et al.,
1978).

Em casos de folhas e frutos em decomposi¢ado caidos no chao, a populacéo
de bactéria declina para um nivel ndo detectdvel em 1-2 meses por sofrer
interferéncia de bactérias antagonistas e competicdo com organismos saprofiticos
(Graham et al., 1989). Em materiais como metal, plastico, tecido ou madeira, a Xac
possui um periodo de sobrevivéncia relativamente curto, podendo chegar até 72

horas (Graham et al., 2000).
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3.4 Controle do Cancro Citrico
3.4.1 Erradicacéo e Exclusao

Diversas medidas de controle vém sendo utilizados a fim de reduzir os
prejuizos causados pelo cancro citrico. Dentre elas destacamos medidas de carater
curativo como a erradicacao das plantas doentes que causa um grande prejuizo ao
produtor (Leite Junior e Moham, 1990) e o tratamento quimico com pulverizagcdo das
plantas infectadas com produtos a base de cobre que pode contaminar o ambiente
por ser um metal pesado (Koizumi, 1985; Leite Junior e Mohan, 1990), e as medidas
de carater preventivo: (1) localizagdo de viveiros em locais livres de cancro citrico,
(2) pomares manejados para prevenir ou reduzir o risco de epidemias de cancro
citrico através do estabelecimento de quebra-ventos, (3) construcdo de cercas para
restringir o acesso aos pomares; (4) pulverizacdo de desinfetantes sobre a
magquinaria, equipamentos de colheita dos pomares e trabalhadores, bem como a
desinfeccdo de suas roupas e calcados; e (5) frutas frescas para comércio interno e
exportacdo sdo sujeitas a uma inspecao rigorosa para garantir a isencdo dos
sintomas do cancro citrico em frutas em pomares e tratamentos sanitarios nas
camaras de armazenagem de frutos.

Inicialmente, essas medidas foram consideradas para todas as plantas
citricas doentes ou ndo. Posteriormente, com o estabelecimento de modificacdes
dos critérios de erradicacdo, somente as plantas doentes e aquelas adjacentes num
raio de até 30 metros passaram a ser eliminadas.

A utilizacdo de quebra-ventos € uma das praticas eficientes para a
prevencdo e controle do cancro citrico. Esta medida cultural de controle promove a
reducdo da acao direta das correntes de ar sobre o pomar, proporcionando

condicdes menos favoraveis para a disseminacdo e penetracdo da bactéria no
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tecido hospedeiro. Por consequéncia, promove a reducéo de ferimentos nos tecidos
da planta, causados pelo vento e abrasdo de aerossois, que servem de porta de
entrada para bactérias (Leite Junior e Mohan, 1990). Além disso, areas protegidas
por quebra-ventos perdem menor quantidade de agua, devido a reducdo da
evapotranspiragdo e, conseqguentemente, favorecer ao aumento da produtividade
dos pomares.

O quebra-vento arb6reo ndo deve ser uma barreira compacta. Estes devem
estar dispostos perpendicularmente a direcdo dominante do vento ou em sistemas
de compartimentacdo, em areas onde ndo ocorra direcdo predominante de
incidéncia do vento. A distancia entre as linhas de quebra-ventos depende da
topografia do terreno e da espécie arborea utilizada.

As espécies utilizadas como quebra-ventos devem ter como caracteristicas,
menor competicdo com as plantas citricas, crescimento rapido e uniforme, copa
densa, resisténcia a pragas e doencas e ndo serem hospedeiras de patégenos que
afetam a cultura. Entre as espécies mais recomendadas estdo: a casuarina
(Casuarina equisetifolia e C. cunninghamiana), a grevilha (Grevillea robusta), a
leucena (Leucaena leucocephala), o pinus (Pinus spp.), o sansdo-do-campo
(Mimosa caesalpiniifolia), o jambolao (Eugenia spp.) e o eucalipto (Eucalyptus spp.)

(Leite Junior e Mohan, 1990).

3.4.2 Controle Quimico

O uso de produtos a base de cobre como forma de controle do cancro é feito
em todos os paises produtores de citros (Koizumi, 1985; Leite Junior e Mohan,
1990). O cobre reduz a populacédo bacteriana na superficie das folhas e aplicacdes

multiplas sdo necessarias para alcancar um controle adequado em hospedeiros
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susceptiveis (Stall et al., 1980). A pulverizacdo a base de cobre é efetiva por um
periodo de duas a quatro semanas quando as taxas de formacao e crescimento das
folhas se igualam (Graham et al., 1992; Stall et al., 1982). Os frutos s@o susceptiveis
conforme vao crescendo de 2-6 mm de didmetro por um periodo de 60-120 dias,
dependendo da espécie de citros. A eficiéncia das pulverizagcbes com cobre
depende do seu contato com a bactéria na superficie da folha. Por isso a ocorréncia
de chuvas com ventos pode comprometer a eficiéncia desses programas de
controle, visto que nesses casos as bactérias sdo introduzidas diretamente nos
estdmatos.

Devido ao uso continuo de produtos a base de cobre pode ocorrer o
aparecimento de cepas de Xac resistentes ao produto, 0 que compromete a
eficiéncia do controle (Rinaldi e Leite Junior, 2000). Além disso, o acumulo do metal
no solo pode contaminar as plantas, o solo e 0 meio ambiente (Alva et al., 1995).

fons cobre sdo requeridos para a sintese de metaloproteinas que s&o, na
sua grande maioria, oxigenases e proteinas transportadoras de elétrons. A0 mesmo
tempo em que as bactérias utilizam cobre em baixas concentracfes, elas precisam
desenvolver um mecanismo de regulacdo bem apurado, pois altos niveis de cobre

podem ser téxicos para as células.

3.4.3 Controle Bioldgico

As exigéncias dos consumidores por produtos agricolas livres de residuos
toxicos e por uma agricultura mais cuidadosa como o meio ambiente, ao longo dos
anos, tem feito os agricultores buscaram tecnologia cada dia mais limpa para a
producdo de alimentos. A pressdo do mercado tem forcado os governos a

estabelecerem novas politicas publicas quanto a utilizacdo de agrotéxicos no
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controle de fitopatologias (Gullino e Kujipers, 1994; Ragsdale e Sisler, 1994). Desta
forma, todos os seguimentos envolvidos na cadeia produtiva de produtos agricolas
estdo envolvidos na busca de produtos fitossanitarios menos toxicos para 0s
consumidores e ao meio ambiente (Punja e Utkhede, 2003).

Mesmo sendo eficaz no controle dos agentes causais, 0 controle de
fitopatégenos através da utilizacdo de produtos quimicos pode apresentar efeitos
colaterais ao hospedeiro ou niveis de contaminacdo na cadeia tréfica nem sempre
aceitaveis. Estas substancias, em alguns casos, podem apresentar niveis de toxidez
elevados, divido ao acumulo na cadeia tréfica causando doencas muitas vezes
graves como o cancer (Lima et al. 2000).

A procura de microrganismos com potencial de uso como agente de controle
biolégico, ou a obtencdo de moléculas com acdo antimicrobiana produzidas por
estes microrganismos, € uma das alternativas para o controle de fitopatégenos.

Apébs a descoberta inicial, o isolamento de agentes de controle biol6gico da
fase laboratorial até a obtencdo do produto comercial € uma tarefa dificil. Sendo
necessario obter informac6es com relacdo a eficacia, modo de acdo do agente, a
sobrevivéncia, colonizacdo e potencial de toxicidade para espécies nao alvo. Além
disso, estudo com relacdo a formulacdo, estabilidade e vida de prateleira também
sdo necessarios (Lumsden, 1996; Mathre et al., 1999; Harmam, 2000).

No Brasil, centros de pesquisas, universidades e industrias vém realizando
estudos para desenvolver novos produtos biolégicos que poderiam ser utilizados no
controle de doencas e pragas. Nos programas de controle biolégico de
fitopatdgenos, esta incluida a pratica de manejo favorecendo antagonistas nativos e

adicdo de microrganismos previamente estudados (Melo, 1998).
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O sucesso nos programas esta relacionado com as propriedades
antagbnicas e mecanismo de ag¢édo do organismo como, por exemplo, a inibicdo de
fitopatdgenos por meio da competicao por nutrientes, oxigénio e espaco, parasitismo
direto ou producdo de metabdlitos secundarios que degradam a parede celular como
enzimas liticas e biosurfactantes. Além disso, véarias espécies de bactérias,
principalmente Pseudomonas e Streptomyces, produzem varios tipos de antibioticos,
0s quais podem ser utilizados também pela industria farmacéutica (Gomes et al.,
2000).

Muitos pesquisadores vém trabalhando na area de biocontrole, entretanto,
poucos produtos biolégicos foram introduzidos no mercado. O sucesso do controle
biol6gico em condi¢cbes de campo esté relacionado ao melhor entendimento sobre a
ecologia dos agentes antagonistas e do patdgeno. E necessario o conhecimento
sobre espectro de acgdo, producdo de antibibticos, resisténcia a fatores ambientais
estressantes e instabilidade genética dos agentes de biocontrole (Melo, 1998).

O controle biologico possui diferentes mecanismos de interacdo entre os
microrganismos patogénicos e antagobnicos: (1) antibiose: interagdo onde um ou
mais metabolitos produzidos por um organismo tem acdo danosa sobre outro; (2)
competicdo: ocorre quando dois ou mais organismos concorrem entre si,
principalmente por nutrientes, oxigénio e espaco; (3) parasitismo: quando um
microorganismo vive sobre e/ou alimenta-se de outro; (4) predacéo: situacdo onde
um microrganismo obtém seus nutrientes a partir do patégeno; (5) hipoviruléncia: diz
respeito a introducdo de uma linhagem menos agressiva ou nao patogénica
comparada ao patdgeno, a qual pode, ainda que raramente, transmitir esta

caracteristica as linhagens patogénicas; (6) inducédo de defesa do hospedeiro: acéo
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direcionada ao hospedeiro por meio dos préprios organismos ou seus metabdlitos
(Baker 1985; Bettiol e Ghini 1995).

As substancias eliminadas pelas bactérias na competicdo por um nicho
podem ser metabdlitos secundarios com acdo antibidtica que em meio de
crescimento, comegam a ser produzidos no fim da fase de crescimento exponencial.
Esses produtos ndo sao essenciais para o0 crescimento e reproducdo dos
microrganismos que os produzem. No entanto, em termos competitivos, 0sS
microrganismos produtores de antibidticos sdo favorecidos em relagdo aos néo
produtores. Esses tipos de substancias quimicas matam ou inibem o crescimento de

outras espécies microbianas, mesmo em pequenas quantidades.
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Resumo

O Cancro citrico causado pela Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac) € considerado
um dos maiores problemas fitossanitarios e econémicos para citricultura mundial. Atualmente,
a forma mais utilizada de controle é a erradicacdo das plantas doentes e/ou pulverizagdo com
produtos a base de cobre. A obtenc&o de novos produtos para controle do cancro citrico é
necessaria, uma vez que as formas atuais de controle ndo atuam efetivamente na doenca e
podem contaminar o ambiente pelo uso de metal pesado. Este trabalho teve como objetivo
avaliar a acdo antibittica de composto produzido por um isolado de Pseudomonas sp (cepa
LV) no crescimento da Xac 306 in vitro, e na formacgé&o de les6es de cancro citrico em folha de
Citrus sinensis cv. Valéncia. A cepa LV foi cultivada em caldo nutriente + CuCl, . 2H,0 (100
mg L™) por 15 dias (28 °C, 100 rpm) em seguida centrifugada (9.000 rpm, 20 min, 4°C),
sendo o sobrenadante tratado com diclorometano por parti¢ao liquido-liquido, concentrado
em rotavapor a 45°C, congelado em nitrogénio liquido e liofilizado. A fase diclorometano
(FD) obtida, foi fracionada por cromatografia liquida a vacuo (CLV) utilizando seis solventes
com polaridade crescente. Foi testada a acao antibiética da FD e das fracdes obtidas na
CLV contra a Xac cepa 306 através da técnica de difusdo em agar, e determinada a
concentracao inibitéria minima em placas de cultura de 24 pocos onde a FD e a fracéo F3
tiveram maior efeito antibiético. As plantas foram tratadas com a FD e com a fragédo F3 que
apresentou maior acao in vitro. Os resultados mostraram que ocorreu a diminui¢cdo da
presenca de lesdo em cerca de 80% e 94% nas plantas tratadas com FD e F3
respectivamente. Estes resultados indicam que o uso de substancias com acao antibiética

pode ser uma excelente ferramenta para o controle da Xac.

Palavras-chave: Citricultura, Fitopatégeno, Cancro citrico; Controle biolégico, antibiose,

Xanthomonas axonopodis pv. citri
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1 Introducdao

O Brasil é o maior produtor mundial de citros, com uma producao de
aproximadamente 19 milhdes de toneladas de frutas ano (FAO, 2006), sendo a citricultura
uma das atividades mais importantes do agronegdcio. Contudo, o cancro citrico é
considerado uma doencga potencialmente grave para diversas regides produtoras de citros
no mundo (Gottwald et al., 2002; Kimati e Bergamin Filho, 1995; Leite Janior et al., 1988;
Stall e Civerolo, 1991; Stall e Seymour, 1983) pois trata-se de uma doenca séria, que ataca
a maioria das cultivares comerciais e 0 seu controle é limitado.

O mais antigo relato data de 1827 e 1831 (Fawcett e Jenkins, 1933) sendo
observado em folhas de Citrus medica provenientes da india. Foi descrita primeiramente por
Hasse em 1915 nos EUA, e no Brasil na década de 50 (Bitancourt, 1957).

Cinco tipos diferentes de cancro citrico foram agrupados em funcédo da
sintomatologia apresentada e os diferentes hospedeiros afetados: A, B, C, D e E,
(Feichtenberger, 1997; Gabriel et al., 1989). O tipo A, ou cancro citrico asiatico, é o principal
e mais severo tipo presente nos pomares, sendo causado pela Xanthomonas axonopodis
pv. citri (Xac), bastonete aerébio, Gram negativo, monotriquio. A Xac pode infectar toda
parte aérea da planta, causando sintomas caracteristicos podendo variar em funcéo do tipo
e idade do érgéo afetado.

Diversas medidas de controle vém sendo utilizados a fim de reduzir os prejuizos
causados pelo cancro citrico. Dentre elas destacamos a erradicacao das plantas doentes
(Leite Junior e Moham, 1990) e o tratamento quimico com pulverizacdo das plantas
infectadas, com produtos a base de cobre (Koizumi, 1985; Leite Junior e Mohan, 1990).

Outra estratégia que pode ser utilizada no controle do cancro citrico é o controle
utilizando metabdlitos bacterianos com acao antibiética, produzidos a partir de bactérias
antagonistas, produtos ja utilizados com sucesso em outras culturas (Kloepper et al., 1999).

Estes microrganismos competem entre si inter e intra-especificamente dentro dos nichos
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nos quais vivem, sendo uma das formas de adquirirem maior competitividade (Andrade,
2004).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a agéo antibiética de composto produzido
por um isolado de Pseudomonas sp (cepa LV) no crescimento da Xac 306 in vitro, e na

formacédo de lesbes de cancro citrico em folha de Citrus sinensis cv. Valéncia.

2 Material e Métodos

2.1 Cepas de bactérias

A cepa patogénica tipo utilizada foi a Xac 306, a mesma que teve 0 seu genoma
sequenciado (Da Silva et al., 2002), gentilmente cedida pelo Dr. Rui Pereira Leite Junior,
IAPAR, Londrina,PR. A cepa LV, (Pseudomonas sp) isolada a partir de lesédo de cancro
citrico de fruto proveniente de um pomar com alto indice de ocorréncia da doenca
(Rampazo, 2004). Para a preservacao das cepas, cultivo jovens foram criopreservados em

solucéo de glicerol 20% (v:v) a -20°C.

2.2 Producéo e extracdo das substancias antibiéticas

O in6culo utilizado para a produgéo de metabdlitos foi obtido a partir de cultura da

cepa LV na fase log com 108UFC mL (D.O.= 0.9, 1= 590 nm), sendo retirada uma aliquota
de 150 pL desta suspenséo e inoculada em 1.5 L de caldo nutriente (CN) + 100 mg.L™* CuCl,
. 2H,0, e incubada no escuro a 28°C por 15 dias a 100 rpm em agitador horizontal. Apés o
cultivo, as células foram peletizadas por centrifugacao (9.000 rpm 20 min, 4°C). O
sobrenadante livre de células foi tratado com diclorometano na razdo 1:1 (v:v) por particao
liquido-liquido em funil de separacédo de 2000 mL, em aliquotas de 500 mL do sobrenadante
e do solvente. Para cada separacéo, este procedimento foi repetido 15 vezes, deixando em

repouso por 15 min cada. A fase diclorometano (FD) obtida na particdo foi concentrada em
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rotavapor de 10 L a 45°C, em seguida, congelada em nitrogénio liquido e liofilizada por 24 h,

sendo obtido aproximadamente 0.5 g da FD para cada 15 L de sobrenadante.

2.3 Teste de sensibilidade da Xac 306 ao cloreto de cobre

Devido a sensibilidade da Xac a determinadas concentracdes de cobre (Marco e
Stall, 1983) e a utilizacdo de cloreto de cobre no meio de cultura da cepa LV, foi avaliado a
sensibilidade da Xac 306 ao cloreto de cobre a partir de uma curva de concentracédo (0, 5,
10, 25, 50 e 100 pg.mL™) adicionadas em AN em placa de Petri com trés repeticdes para
cada concentracéo (6 x 3, n=18) e a Xac 306 sem cloreto de cobre como controle positivo.
Foi utilizado como in6culo uma suspenséo da Xac 306 de 10" UFC mL™ (D.O. = 1.0, 1=590
nm) em solucdo salina 0.85% estéril. As placas de Petri foram inoculadas com uma
suspenséo de 20 L desta suspensdo na superficie e incubadas a 28 °C 48 h™*. Os
resultados foram considerados como sensivel (-) quando ndo houve crescimento e

resistente (+) quando houve crescimento.

2.4 Quantificacao do residuo de cobre remanescente na fase diclorometano

O residuo remanescente de cobre foi determinado a partir de dissolugéo de 2 g da
FD em &gua e leitura direta em espectrometria de emissdo atbmica com fonte de plasma
indutivamente acoplado no Instituto Agronémico de Campinas — CPD de Solos e Recursos

Ambientais.

2.5 Purificacao das substancias antibiéticas por cromatografia liquida a vacuo (CLV)

A FD foi fracionada através de CLV, em coluna de vidro (20 mm @ x 350 mm
altura), acoplada a uma bomba de vacuo 51 kPa. Como fase estacionéria foi utilizada silica
gel 60 (0.063 — 0.200 mm, Merck), e como fases moveis solventes organicos com polaridade
crescente: hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol, metanol e agua destilada na
razao 1:1 (v:v) e 4gua destilada. A coluna foi montada com 30 g de silica gel; em seguida

uma mistura de 2 g da FD e 5 g de silica gel. Para as passagens dos solventes organicos
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foram utilizados aliquotas de 40 mL com 10 repeticdes para cada solvente, obtendo-se 6
fragcbes: (F1) hexano; (F2) diclorometano; (F3) acetato de etila; (F4) metanol; (F5) metanol e
agua destilada e (F6) agua destilada. As fragBes foram concentradas em rotavapor a 45 °C,

congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas por 24 h.

2.6 Avaliacao da acdo antibiotica por difusdo em agar

A avaliacao da acao antibiética da FD e das fracdes F foram pelo método de
difusdo em agar com pocos de 9 mm de didmetro feito equidistantes no agar. O desenho
experimental foi conduzido com: 3 concentra¢cdes da FD e das fracGes F, 4 repeticdes (3 x 4,
n=12) e como controle negativo foi utilizado dgua destilada estéril. O in6culo da Xac 306 foi
obtido a partir de cultura em fase exponencial a uma concentracéo de 102 UFC mL™ e
inoculado em placa de Petri com AN pela técnica de pour-plate. Aliquotas de 150 uL da FD

e das fracOes F foram adicionadas nos po¢os com uma curva de concentracédo de 100, 1000

-1
e 10000 ug mL e &gua destilada estéril para controle negativo (solvente usado na
suspenséo da FD e das fracbes F). As placas foram incubadas a 28 °C 48 h™. A leitura foi

feita através da medida dos halos de inibicao (mm).

2.7 Determinagao da concentragdo inibitéria minima (CIM) e termoestabilidade da fase
diclorometano

A CIM foi feita em placas de cultura de células com 24 pocos. O desenho
experimental utilizado foi o seguinte: 10 concentracdes da FD e das fracoes F, 4 repeticdes
(10 x 4, n=40) e foi considerado como controle negativo caldo nutriente e como positivo uma
suspensédo de Xac 306. Foram adicionados em cada pogo a seguinte sequéncia: 1.8 mL de
CN, 100 pL de uma suspenséao da Xac 306 na mesma concentracdo descrita acima e 100
pL de uma curva de concentracdo (5000, 2500, 1250, 625, 312.5, 156.25, 78.12, 39,06,
19,53 e 9.76 ug mL™) da FD, fase diclorometano autoclavada (120 °C 20 min™) (FDT) e das
fracdes F. Foi considerado como controle positivo Xac 306 inoculada em CN e como

controle negativo agua destilada estéril. As placas foram incubadas a 28 °C 48 h™* em
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seguida foi adicionado 20 pL de uma solucao de cloreto de 2, 3, 5-trifenil tetrazélio (TTC) a
1% e incubadas a 28 °C 20 min™. A leitura foi realizada através da mudanca de cor através
da observacgéo da viabilidade celular, foi considerado sensivel (-) na auséncia de cor e

resistente (+) na presenca de coloragéo rosa - avermelhada.

2.8 Avaliacao da acdo das substancias antibi6ticas FD e F3 sobre a formacédo de lesdo em
folha

As plantas de C. sinensis cv. Valéncia foram cultivadas em vasos de 3 L com solo
nao estéril (Rhodic Ferralsol) (FAO, 1994) mantidos em casa de vegetacéo (28 °C/22 °C e
10 h/14 h dia/noite, umidade relativa de 80%). A cada 15 dias foram adicionados 150 mL de
solucéo nutritiva de Hewitt para ndo leguminosas (Hewitt, 1966) e regadas conforme a
necessidade com agua de torneira.

Foram realizados dois experimentos. O primeiro experimento foi em blocos
casualizados com o seguinte delineamento experimental: 2 tempos de aplicacéo (pré e poés),
3 concentracdes da FD, 5 repeticdes (2 x 3 x 5, n = 40) e dois controles positivos com Xac
306 e agua destilada para o pré e pds-tratamento com 5 plantas cada. A aplicacéo da FD foi
feita apOs 15 dias da poda e foram selecionadas 18 a 20 folhas jovens com
aproximadamente o mesmo tamanho. Antes da aplicacdo as plantas foram cobertas por 24
h com saco de polietileno preto para formar uma camara Umida e escura, permanecendo
nestas condi¢Bes por mais 48 h até o final das aplicacdes dos tratamentos. No pré-
tratamento, os vasos foram abertos e as plantas pulverizadas com 8 mL da FD por planta
nas concentracdes de (10.000, 1.000, 100 pg mL™) e 8 mL de &gua destilada no controle
(solvente utilizado para diluir a FD) e fechados, apés 24 h, os vasos foram novamente
abertos e pulverizados com uma suspenséo de 8 mL de Xac 306 (108 UFC mL™) por planta
e fechados. Apds 24 h foi tirado a camara Umida e escura dos vasos. No pds-tratamento, foi
adotado o mesmo procedimento descrito anteriormente com excecdo da ordem das
pulveriza¢bes que primeiramente foram inoculadas com Xac 306 e depois pulverizadas com

as concentracOes da FD.
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O segundo experimento também foi em blocos casualizados e teve o seguinte
desenho experimental 2 tempos de aplicacao (pré e pos), 4 concentracdes da F3, 5
repeticdes (2 x 4 x 5, n = 50), e dois controles positivos com Xac 306 e agua destilada para
0 pré e pds-tratamento com 5 plantas cada. Para o pré e pds-tratamento, foi adotado o
mesmo procedimento descrito acima, com exce¢do do composto antibidtico que foi a F3
com as seguintes concentracdes (10.000, 1.000, 100, 10 pg mL™). O nimero de les&o dos
experimentos foi determinado apos 21 dias da aplicagdo. O numero de lesdo por folha foi
avaliada a partir da contagem das lesdes em 18 folhas coletadas de cada repeticéo por

tratamento e os dados submetido a analise estatistica por regressao (p < 0.05).

2.9 Efeito citotoxico das substancias antibioticas FD e F3

Para o teste de citotoxicidade foi utilizado células epiteliais de carcinoma de faringe
humana ATCCL CCL-23 (HEp-2) estocadas a -80%, As células foram cultivadas em meio
DMEN (GiBco™), suplementado com 10% de soro fetal bovino, 100 pg mL™ de
estreptomicina, 100 unidades mL™ de penicilina e 2.5 ug mL™ de fungizona.

A leitura da viabilidade celular foi feita com MTT de acordo com as instrucdes do
método (MTT-baseado no kit, Sigma Chem. Co.). O cultivo celular foi feito em micro placas
de 96 pocos e incubadas a 37 °C 48 h™ com 5% CO,, Ap6s a formagéo do tapete celular o
sobrenadante foi descartado e transferido para cada poco 100 pL de meio DMEN contendo
diferentes concentracées da FD e da F3 (FD: 1000.000, 100.000, 10.000 e 1.000 pg mL™;
F3: 2300, 230, 23 e 2,3 ug mL™). As placas foram incubadas a 37 °C 72 h™ com 5% CO, e a
leitura feita em leitor de ELISA com 490 e 630 nm. O experimento foi realizado em

quadruplicata.

3 Resultados

3.1 Sensibilidade da Xac 306 a diferentes concentracdes de cloreto de cobre
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A Xac 306 apresentou resisténcia a todas as concentracdes de cloreto de cobre

testadas (Tabela 1).

3.2 Andlise de residuo de cobre na fase diclorometano

O cloreto de cobre que foi adicionado no meio de cultura da cepa LV que poderia
ter apresentado efeito bactericida na FD ou nas fragdes F proveniente do sobrenadante néao
foi observado. Pois na FD que foi extraida diretamente do sobrenadante e apresentou
grande efeito antibiético nos experimentos in vitro e in vivo tinha uma quantidade de cobre
de 1.7 mg kg™. Considerando que a concentrac&o minima inibitoria é de 3 g L™ e que a Xac
306 apresentou resisténcia em 100 mg mL™, a concentracéo contida na FD é muito menor

do que a concentracao inibitéria minima considerada.

3.3 Avaliacao da acdo antibiotica in vitro pelo método de difusdo em agar

Na avaliacao da acdo antibidtica por difusdo em agar da FD e das fracbes F, a FD
apresentou halos inibitérios de crescimento da Xac 306. No entanto somente a F3 mostrou
ter efeito semelhante a FD formando halos de inibicdo de crescimento com didametro
aproximados, 42 e 38.5 mm na concentracdo de 10.000 pg mL™. As F1, F2 e F4

apresentaram baixa a¢ao antibiética com halos de inibicdo de 13, 12.5 e 10 mm

-1
respectivamente. Na F1, a concentracdo 1000 ug mL apresentou 0 mesmo efeito

encontrado na 10.000 pug mL1 (Tabela 2).

3.4 Determinacao da concentracdo inibitéria minima e termoestabilidade da fase

diclorometano

-1
A CIM, da FD foi de 78.12 pg mL , diferentemente da FDT, que apresentou inibi¢cao

parcial na mesma concentrac&o. Nas fracdes, a F3 apresentou menor CIM com inibicdo na

-1
concentracdo de 19.53 ug mL . Ja as F1 e F2 tiveram como menor concentracdo inibitéria
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-1 -1
2500 pg mL e a F4 625 ug mL , as fracBes F5 e F6 nao tiveram efeito inibitério frente a Xac

306 (Tabela 3).

3.5 Avaliacao da acdo das substancias antibi6ticas FD e F3 sobre a formacédo de lesdo em
folha

Nos dois experimentos in vivo realizados, foi avaliado o efeito antibiético na
formacéo de lesdo de cancro citrico nas folhas. No primeiro experimento onde foi aplicado a
FD, no pré-tratamento, o efeito inibitorio foi observado a partir da D1 sendo maior na D2 e
na D3. Na regresséo as diferencas entre dose-efeito foi significativa (r* = 0.9868, p < 0.01)
mostrando que a dose minima testada foi a mais efetiva no controle da formagéo de leséo.
As plantas tratadas com a D3 apresentaram 80% menos lesdo nas folhas quando
comparadas com o controle (Figura 1 A). No pds-tratamento as concentragdes maiores D1 e
D2 estimularam a formacéo de lesdo quando comparadas com o controle. Somente a D3
teve efeito inibitério na formacao de lesdo. Isto mostra um modelo diferente na dose-efeito
quando o produto é aplicado apés a infeccdo de Xac 306 tendo também diferencas
significativas no ndmero de lesdo formadas (r* = 0.9449, p < 0.01) (Figura 1 B).

No segundo experimento, onde foi aplicado a F3 (obtida na CLV a partir do
tratamento da FD com acetato de etila), no pré-tratamento, todas as concentracées
diminuiram o nimero de lesdo e a dose-efeito na regressao foi significativa (r* = 0.8037, p <
0.01). As plantas tratadas com a D1, D2 e D3 diminuiram em aproximadamente 65 % no
namero de lesdo e as plantas tratadas com a D4 o nimero de leséo foi reduzido em 92 %,
guando comparado com as plantas controle (Figura 2A). As plantas tratadas com a F3 no
pos-tratamento a correlagéo dose-efeito também foi significativa (r* = 0.9938, p < 0.01), onde
todas as concentracdes diminuiram o nimero de lesdo, no entanto o efeito na formacéao de
leséo foi diferente, quando comparada ao controle a D1 diminuiu em 42.4%, a D2 79,8%, a

D3 87.7% e a mais efetiva foi a D4 com 93.5% (Figura 2B).

3.6 Efeito citotdxico das substancias antibioticas FD e F3
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No teste de citotoxicidade, a FD apresentou efeito citotdxico somente nas duas
concentracdes maiores (1.000.000 e 100.000 ug mL™) o mesmo ocorreu com a F3 (2300 e
230 pg mL™). Estes resultados demonstraram que as concentracdes que foram utilizadas
nos experimentos in vivo, e que apresentaram melhores efeitos no controle da formacéo de
lesdo, sdo ambas 10 vezes menores do que as concentra¢gdes minimas que apresentaram

efeito citotoxico.

4 Discussao

Apesar do uso de pequenas concentracdes de cobre no meio de cultura da cepa
LV, nédo foi observado nenhuma interferéncia na acéo antibidtica das substancias testadas,
ja que o residual de cobre encontrado na FD foi muitas vezes menor do que a concentracao
inibitéria minima considerada para diminuir a presenca de lesdes foliares através de
pulverizac6es periddicas nas fases de brotacdo das plantas citricas (Koller et al., 2006). A
acao antibiética do cobre frente a patégenos depende diretamente da concentracdo de ions
livres na solucao (Lee et al., 1993).

Nos testes de antibiose in vitro, a F3 seguida pela FD foram as que apresentaram
maior efeito inibitério e menor CIM frente a Xac 306. Como a F3 é extraida da FD por
fracionamento na CLV, os resultados indicam que as substancias com agao antibiéticas
sollveis em acetato de etila, presente na FD foram extraidas na F3, com isso, as outras
fracOes apresentaram pouca ou nenhuma agéao antibiética.

Para os experimentos in vivo foi utilizada a FD e a F3, por apresentarem maior acao
antibidtica nos experimentos in vitro e baixa concentracdo inibitéria minima. A FD na
concentrac@o D3 do pré-tratamento diminuiu aproximadamente 80% no numero de lesbes
foliares, por outro lado, no pés-tratamento os efeitos observados forma diferentes. A D1
estimulou o niumero de lesdes e a D2 nao teve efeito tendo aproximadamente o mesmo

namero de lesbes do controle. Mesmo a D3 que apresentou melhor controle, a sua
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eficiéncia diminuiu bastante, pois a reducao no namero de lesdes foi somente de 30% em
relagéo ao controle. Isto demonstra que a forma de tratamento com a FD tem efeitos
diferentes no controle das lesdes o que é refor¢cado pelo fato de ambos os modelos
apresentaram diferencas significativas na correlagio dose-efeito e um alto valor de r*. Essas
diferencas no controle de lesao do cancro citrico com relacéo a época de tratamento
também foram observadas nos experimentos de Camargo (2006) que avaliou o efeito do
sobrenadante no controle de lesdo de cancro citrico.

Na F3 no pré-tratamento todas as doses tiveram um grande efeito inibitério no
namero de leséo, sendo a mais efetiva a menor dose a D4 e no pés-tratamento o efeito
observado foi menor do que no pré-tratamento, sugerindo que apesar de nao ocorrer o
estimulo na formacéao de lesdo como na FD, o efeito observado foi menor do que no pré-
tratamento. Isto significa que o tempo de aplicacdo é um importante fator na relacdo dose-
efeito. Diferencas no niumero de lesdes entre o pré e pds-tratamento também foi observado
no trabalho de Camargo (2006), diferentemente de Murati (2007) onde a diminui¢céo do
numero de lesdes foliares ndo apresentou diferenca nos tempos de aplicagées.

As diferencas observadas no presente trabalho entre os tratamentos FD e a F3
possivelmente estdo relacionadas com o grau de pureza das substancias, demonstrando
gue guanto mais puro as substancias, maior o efeito observado na formacgéo de leséo.

Para os testes de citotoxicidade a FD e a F3, substancias com melhor acdo
antibidtica in vitro e in vivo ndo apresentaram efeito téxico nas concentragcdes com maior
acao antibiética, sendo 10 vezes menor do que a concentracdo minima citotéxica,
demonstrando que a melhor concentracéo pode ser manipulada sem efeito téxico para o
aplicador.

O fato da FD e da fragédo F3 obtida através da CLV terem apresentado efeito
inibitério na formacao de lesdes, € um importante indicio de que estas substancias podem
ajudar no controle do cancro citrico, podendo estar associados a outros produtos ou a
formas de manejo para o controle da doencga. No entanto, experimentos de campo devem

ser realizados para determinar qual serd o comportamento destas substancias nestas
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condicdes. As condi¢cbes experimentais aqui utilizadas facilitaram a formacéo das lesdes nas
folhas, uma vez que, a cepa 306 é de alta viruléncia, a concentragdo celular de Xac 306

usada era muitas vezes acima da encontrada naturalmente e a camera Umida e escura teve
funcdo importante na abertura dos estbmatos para facilitar a entrada da Xac 306 através dos

estdbmatos e infectar as folhas.

5 Concluséao

A acdo das substéancias antibiéticas produzida pela cepa LV tem efeito inibitério na
formacéo de lesdes foliares do cancro citrico. Este efeito € um resultado bastante promissor
na obtencédo de novos produtos para o controle de doengas causadas por bactérias em
citros. No entanto este é o desafio para os proximos anos, buscar o controle efetivo das
bactérias fitopatogénicas e diminuir 0s prejuizos causados por estes microrganismos na

citricultura mundial.
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Tabela 1: Teste de sensibilidade da Xac 306 ao cloreto de cobre

Concentracdo de cloreto de
Cepa Crescimento bacteriano
cobre (ug mL™)

0 +
5 +
10 +
Xac 306
25 +
50 +
100 +

(+) resisténcia ao cobre, (-) sensivel ao cobre



Tabela 2: Avaliacdo da acao antibiotica por difusdo em agar da fase diclorometano
(FD), fracdo hexano (F1), fracdo diclorometano (F2), fragdo acetato de etila (F3),
fracdo metanol (F4), fracdo metanol e agua (F5) e fracao agua (F6), frente a Xac
306.

Amostras Concentracdo (ug mL™) Diametro do halo (mm)
10000 38.5
FD 1000 215
100 16.0
10000 13.0
F1 1000 13.0
100
10000 12.5
F2 1000 -
100 -
10000 42.0
F3 1000 26.5
100 10.5
10000 10.0
F4 1000 -
100 -
10000 -
F5 1000 -
100 -
100 -
F6 1000 -
10000 -

(-) sem formacao de halos de inibicdo
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Tabela 3: Determinacdo da concentracao inibitéria minima da fase diclorometano (FD), fase
diclorometano autoclavada a 121°C 20min™ (FDT), fracdo hexano (F1), fracdo diclorometano
(F2), fracao acetato de etila (F3), fracdo metanol (F4), fracdo metanol e 4gua (F5) e fracao

agua (F6), frente a Xac 306

Concentracéo Compostos antibiéticos
(g mLY) FD FDT F1 F2 F3 F4 F5 F6
5000 - - - - - - + +
2500 - - - ; ) ] + +
1250 - - + + - - + +
625 - - + + - - + +
312.5 - - + + - + + +
156.25 - - + + - + + +
78.12 - -+ + + - + + +
39.06 + + + + - + + +
19.53 + + + + - + + +
9.76 + + + + + + + +

(-) sensivel, (+) resistente, (+-) inibicdo parcial
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Legenda das Figuras

Figura 1: Regresséo (p < 0.05, n = 40) dose-efeito da aplicacdo de trés doses da fase
diclorometano (DO = &gua destilada, D1 = 10.000 pg mL™, D2 = 1.000 pg mL™*, D3 = 100 ug
mL™) sobre o nimero de lesdes foliares de cancro citrico causado pela Xac 306 em plantas
de C. sinensis cv. Valéncia ap6s 21 dias da aplicagdo. (A) Pré-tratamento. (B) Pds-

tratamento.

Figura 2: Regresséo (p < 0.05, n = 50) dose-efeito da aplicacdo de quatro doses da fracdo
F3 obtida a partir do tratamento da fase FD com acetato de etila (DO=agua destilada,
D1=10.000 pg mL?, D2=1.000 pg mL™, D3=100 pug mL™, D4=10 pg mL™) sobre o nimero de
lesBes foliares de cancro citrico causado pela Xac 306 em plantas de C. sinensis cv.

Valéncia apés 21 dias de aplicacdo. (A) Pré-tratamento, (B) Pés-tratamento.
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