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RESUMO

O Huanglongbing (HLB, ex-greening),é considerado a mais grave das doencgas de
citros. Nao ha medidas de controle efetivas e de baixo custo, nem mesmo métodos
curativos para o HLB. Neste sentido, este estudo teve como objetivo avaliar a
atividade da fracdo F4A resultante do metabolismo secundario de Pseudomonas
aeruginosa (cepa LV) em plantas de Citrus sinensis no controle do Huanglongbing.
O primeiro experimento teve como objetivo avaliar diferengas na populagao
bacteriana de Ca. Liberibacter asiaticus pela técnica de g-PCR, plantas de Citrus
sienensis do cultivar Valencia foram inoculados com Ca. Liberibacter asiaticus pela
técnica de enxertia e trés concentragdes da fracdo F4A foram avaliadas sendo elas
1Opg/mL'1 100pg/mL'1 e 1000|Jg/mL'1 em dois tempos de aplicacdo denominados de
preventivo e curativo, tendo como delineamento experimental blocos cazualizados,
com sete replicas biologicas para cada tratamento. O segundo experimento teve
como objetivo investigar o potencial indutor de resisténcia da fragcdo através da
expressédo do gene (-1,3 glucanase em plantas de Citrus sinensis (Valencia) pela
técnica de RT-PCR. Trés replicatas biolégicas foram utilizadas por tratamento, os
tratamentos foram os seguintes: aplicagdo da fracdo F4A nas concentragbes de
10pg/mL™" 100pg/mL™" e 1000ug/mL 1, como controle positivo foi utilizado o produto
comercial BION e como controle negativo apenas agua destilada, o experimento foi
avaliado 24h, 7 dias e 15 dias apds a aplicacdo dos compostos. No primeiro
experimento o tratamento curativo com 100pg/mL'1 da Fracdo F4A foi capaz de
reduzir em duas unidade de Log a populagdo de Ca. Liberibacter asiaticus em
comparagao com as plantas testemunhas. No segundo experimento a expressao do
gene de resisténcia para -1,3 gluacanase foi 9 vezes mais expressa no tratamento
com 100pg/mL‘1 da Fracédo F4A apds 24h da aplicacédo e 12,9 vezes mais expressa
apos o sétimo dia de aplicacdo. Os resultados deste estudo mostram-se promissores
e sugerem que os compostos produzidos pela cepa LV de Pseudomonas aeruginosa
surgem como uma possivel alternativa no controle da doenga Huanglongbing.

Palavras- chave: Citrus. Produto Natural. Inducédo de Resisténcia. Antibiético.
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ABSTRACT

The Huanglongbing (HLB) is considered the most serious citrus diseases. There is
no effective control measures and low cost, even curative methods for HLB. Thus,
this study aimed to evaluate the activity of the fraction F4A resulting from secondary
metabolism of Pseudomonas aeruginosa (strain LV) in Citrus sinensis in control of
HLB. Two experiments were conducted, the first plants of Citrus sinensis cultivar
Valencia were inoculated with Ca. Liberibacter asiaticus by the technique of grafting
and the fraction F4A three concentrations were applied, namely: 10 ug mL™, 100 pg
mL™" and 1000 ug mL™" and as negative control only distilled water was used. Two
time intervals were evaluated termed preventive and curative, the experimental
design was completely cazualizado with seven biological replicates for each
treatment. After four and eight months after inoculation DNA samples were extracted
and analyzed by Q-PCR technique for the quantification of Ca. Liberibacter asiaticus
on plants. In the second experiment, three biological replicates of Citrus sinensis
(Valencia) were used, the treatments were: for the ratio F4A concentrations of 10 pg
mL™ 100 ug mL™" and 1000 pg mL™ as a positive control the commercial product was
used BION as a negative control and only distilled water, the experiment was
evaluated 24h, 7 days and 15 days after application of the compounds, and
evaluated by RT-PCR to investigate the potential to induce resistance Fraction F4A,
through expression of gene [(-1,3 glucanase. In the first experiment curative
treatment with 100 pg mL-1 fraction F4A was able to reduce by two unit Log
population of Ca. Liberibacter asiaticus compared with control plants. In the second
experiment the expression of the resistance gene [(-1,3 glucanase was 9 times
higher in treatment with 100pg mL-1 fraction F4A 24h after application and 12.9
times more expressed after the seventh day of application. The results of this study
are promising and suggest that the compounds produced by LV strain of P.
aeruginosa emerge as a possible alternative for disease control HLB.

Key words: Citrus. Natural Product. Induction of Resistance. Antibiotic.
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1 INTRODUCAO

A citricultura tem grande importancia para a economia brasileira
contribuindo com a balanga comercial nacional e principalmente, como geradora
direta e indireta de 400.00 empregos na area rural (LOPES et al., 2011). No Brasil, a
producao de citros ocorre principalmente no Estado de Sao Paulo, onde encontram-
se cerca de 85% da producgao brasileira de laranjas. As laranjeiras [Citrus sinensis
(L.) Osbeck] sédo os citros de maior importancia econémica (LOPES et al., 2011).

A producido de citros vem sendo constantemente ameacada pela
bactéria Candidatus Liberibacter sp agente causal do huanglongbing (HLB), trés
espécies de Candidatus Liberibacter sdo conhecidas. O HLB é considerado uma das
mais devastadoras doencas do citros de todo o mundo. Restrita a paises da Asia e
da Africa, a doenca teve seu agente causal identificado no Estado de S&o Paulo pela
primeira vez em 2004 (COLETTA FILHO et al., 2004). A doenga € de particular
importancia para a citricultura brasileira, pois pode causar consideraveis e
irreversiveis danos a praticamente todas as variedades de citros (BOVE, 2006).

A principal forma de disseminagdo da doenga ocorre através de
insetos vetores. Duas espécies de psilidio sdo responsaveis pela transmissdo da
bactéria, Diaphorina citri Kuwayama é responsavel pela transmissao das espécies
asiatica e americana de Candidatus Liberibacter, e Trioza erytreae Del Guercio € o
transmissor da espécie africana de Liberibacter (DA GRACA, 1991).

O HLB se caracteriza por uma série de sintomas que muitas vezes
podem ser confundidos com deficiéncia de Zn, Ca, B e Mn, os frutos apresentam-se
com tamanho reduzido e assimétrico com amadurecimento incompleto e
abortamento de sementes, a planta apresenta reducido do numero de radicelas,

queda acentuada de folhas e frutos e seca dos ramos a partir da extremidade.
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Plantas infectadas com HLB apresentam morte econdmica (=
incapacidade de produgao econémica) em curto espaco de tempo e morte bioldgica
com ataque severo da bactéria (BOVE, GARNIER 2003; COLLETA — FILHO et al.,
2004; LOPES, FRARE 2008; BELASQUE JUNIOR et al., 2009).

As praticas de manejo da doenga consistem em erradicagao dos
pomares infectados, o plantio de mudas sadias, e o controle do inseto vetor, ndo
havendo, portanto métodos curativos para o HLB (BELASQUE JR et al., 2009).

Ha uma constante busca por medidas de controle da doenca, e optar
por medidas estratégicas que nao agridam o meio ambiente € de grande importancia
para a preservacao da biodiversidade. O controle alternativo torna-se promissor no
controle de doencas em plantas, e 0 uso de microrganismos ou de compostos
produzidos através do metabolismo secundario de cepas antagonistas estdo sendo
cada vez mais explorados (SHODA, 2000; HARMAM, 2000; BYRNE et al., 2005;
RAN et al., 2005; LEMESSA, ZELLER, 2007; OLIVEIRA et al., 2011).

Neste contexto buscando encontrar uma alternativa para o controle
do HLB, a atividade de compostos extracelulares produzidos por Pseudomonas
aeruginosa cepa LV, foi avaliada no controle de Candidatus Liberibacter asiaticus

em casa de vegetagao.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar a acdo da fragdo F4A produzida
através do metabolismo secundario de P. aeruginosa (cepa LV) no controle de Ca.

Liberibacter asiaticus em plantas de laranja (Citrus sinensis L. Osbeck).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Obter compostos extracelulares de P. aeruginosa (cepa LV) através do

cultivo em meio liquido.

2.2.2 Fracionar os compostos produzidos pela cepa LV por cromatografia liquida a

vacuo.

2.2.3 Investigar a Resisténcia Sistémica Adquirida através da expressao do gene
PR-2 (B-1,3 glucanase) em plantas de Citrus sinensis tratadas com a fracao
F4A.

2.2.4 Quantificar por meio de PCR em tempo real a populacdo de Candidatus
Leberibacter asiaticus em folhas e ramos de laranja Valéncia inoculadas e

submetidas a tratamento com a fragdo F4A.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CITRICULTURA

Registros apontam que as plantas citricas sdo originarias da Asia e
ilhas adjacentes, regides umidas tropicais e subtropicais. No que se refere a laranja
estudos apontam que as plantas tiveram origem no Sul Asiatico, provavelmente na
China a cerca de 4.000 anos atras (NEVES et al., 2010).

No Brasil as plantas citricas fora introduzidas pelas primeiras
expedicdes colonizadoras, provavelmente na Bahia onde expandiu-se por todo
territorio nacional devido as boas condi¢des para vegetar (RODRIGUEZ et al., 1991).

No inicio do século XX a citricultura brasileira ndo era considerada
um negdcio rentavel, no entanto a boa qualidade da laranja produzida propiciou o
aumento da producgao, e a partir da década de 1920 comecgou-se a exportagao para
a Argentina, e em 1930 para a Europa (RODRIGUEZ et al., 1991; REIS, 2008). A
citricultura no Brasil desenvolveu-se primeiramente nos estados de Sao Paulo, Rio
de Janeiro e Bahia (RODRIGUEZ et al., 1991).

No entanto foi no estado de Sao Paulo que a citricultura encontrou
seu principal centro de desenvolvimento garantindo o consumo da produgdo (
RODRIGUEZ et al., 1991) sendo responsavel por 77,2 % da produgao nacional de
laranja e em 2011 a producdo paulista foi estimada em torno de 15 milhdes de
toneladas. Dentre os demais estados produtores destacam-se Bahia, Minas Gerais,
Sergipe e Parana (IBGE, 2011).

O Parana é o terceiro maior produtor de laranjas do Pais. A
citricultura paranaense primeiramente esteve, concentrada no municipio de Cerro

Azul, se expandindo no final da década de 80 em razao das pesquisas realizadas no
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Instituto Agrondmico do Parana — IAPAR que visava o manejo e controle do cancro
citrico (LEITE JR et al., 1987; LEITE JR and MOHAN, 1990). O Parana contribuiu
com uma producédo de 503 mil toneladas de laranja (12.328 caixas de 40,8 kg), o
que equivale a 2,7% da produgao brasileira, porém com um rendimento médio de
26.000kg/ha, que é 15% superior a média nacional (NUNES et al., 2010).

A citricultura se tornou um dos setores mais produtivos e com maior
potencial para crescimento no setor do agronegécio brasileiro. O Brasil detém 30%
da produgdo mundial de laranja in natura e 59% do comércio de suco de laranja, o
agronegocio citricola movimenta nove bilhdes de reais por ano e gera mais de 400
mil empregos diretos e indiretos (IBGE, 2010; NEVES, JANK, 2006).

As variedades copa de citros cultivados em plantios comerciais séo,
basicamente, representadas pelas laranjas, tangerinas, limdes, limas acidas e
pomelos. As laranjas (Citrus sinensis) predominam na maioria dos paises citricolas
com, aproximadamente, dois tercos dos plantios. No Brasil, dentre as laranjas
comerciais destacam-se Péra, Natal, Valéncia e Hamlin. As trés primeiras
variedades perfazem mais de 80% da citricultura paulista (PIO et al., 2005).

Entre as principais barreiras que ameagam a citricultura encontram-
se 0s problemas causados por pragas e doencas (AMARO et al.,1997; AFONSO;
SILVA, 1999; NEVES, 1999). Existem cerca de 300 pragas e doencgas afetando a
citricultura brasileira. Entre as doencgas bacterianas que representam as maiores
preocupacdes por parte do setor estdo o huanglongbing (HLB), a clorose variegada

dos citros (CVC) e o cancro citrico.



19

3.2 HUANGLONGBING

Huanglongbing” € uma palavra de origem chinesa, designada as
arvores que possuem sua copa afetada, e apresentam um ou mais ramos com
folnas amarelas se destacando dos ramos normais. Esta doencga foi primeiramente
chamada de doenga do “dragdo amarelo”, nome proposto em homenagem ao Dr.
Kung Hsiang Lin, pesquisador chinés, que relatou pela primeira vez a doenc¢a no Sul
da China em 1919 (BOVE, 2006).

O Huanglongbing (HLB), também conhecido como Greening é
considerado a mais importante e destrutiva doenca da citricultura mundial (BOVE,
2006; GOTTWALD et al., 2007). Esta doenga pode debilitar a capacidade produtiva
de citros, com perdas relatadas de 30 a 100% (AUBERT et al.,1993).

O HLB estd entre as doengas mais antigas do citros sendo
conhecida h& mais de um século no leste da Asia (BOVE et al., 2006; DA GRACA,
1991; GOTTWALD, 2010). No entanto, esta doenca foi amplamente ignorada até
sua recente introducédo para as Américas e apresenta um inédito desafiar em areas
de producdo de citros infectadas (WANG, TRIVEDI, 2013). No Brasil foi
primeiramente detectada em margo de 2004 em pomares localizados na regido de
Araraquara no estado de Sao Paulo (COLLETTA FILHO et al., 2004; TEIXEIRA et
al., 2005), essa foi a primeira detecgdo da doenga no continente americano. Em
2005 ocorreu a primeira deteccdo da doenga em Minas Gerais e em 2007 no Parana
(BELASQUE JR et al., 2010).

Todas as espécies de citros comerciais e de cultivares copa sao

suscetiveis a infecgdo do HLB independentemente do porta-enxerto (BOVE, 2006).
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3.3  AGENTE ETIOLOGICO E TRANSMISSAQ

O agente causal da doenga HLB dos citros, sdo bactérias Gram-
negativas classificadas como a-Proteobacteria, da ordem Rhizobiales e familia
Rhizobiaceae, denominadas de Candidatus Liberibacter spp. (JAGOUIEX et al.,
1994). Por serem restritas aos vasos do floema, também conhecidos como vasos
liberianos, foram inicialmente propostas como Liberobacter (JAGOUEIX et al., 1994),
mas teve o nome alterado para Liberibacter, para ajuste ao nome latino correto
(MACHADO et al., 2010).

Ca. Liberibacter spp. sdo bactérias nao cultivaveis e por isso,
receberam a denominacdo Candidatus, na condicdo de candidato a ter tal
classificagdo assim que mais conhecimentos sobre sua biologia sejam adquiridos
(MACHADO et al., 2010). Trés espécies de Ca. Liberibacter estdo associados ao
HLB, Ca. Liberibacter asiaticus, Ca. Liberibacter africanus e Ca. Liberibacter
americanus.

Nos paises asiaticos como Japao, india, China, Filipinas e Vietna
entre outros, a doenca estd associada a presenca da bactéria Ca. Liberibacter
asiaticos, no continente Africano em paises como a Africa do Sul e o Zibabwe o HLB
estd associado a Ca. Liberibacter africanus, ja no continente americano estédo
presentes Ca. Liberibacter asiaticus em paises como Brasil, México, Cuba, Estados
Unidos entre outros (COLETTA-FILHO et al.,2004; HALBERT, 2005; MARTINEZ et
al., 2009) e Ca. Liberibacter americanus encontrado somente no Brasil até o
momento (TEIXEIRA et al., 2005).

Dados mostram que “africanus”, “asiaticus” e “americanus” sdo trés

espécies diferentes de Liberibacter (TEIXEIRA et al., 2005) a comparagao entre os
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DNAr 16S das formas asiatica e africana mostrou que eles sao 97,8% homdlogos
(JAGOUEIX et al., 1994). Enquanto a sequéncia de Ca. Liberibacter africanus e Ca.
Liberibacter asiaticus compartilham 81,2% de identidade, a porcentagem de Ca.
Liberibacter americanus e Ca. Liberibacter africanus é de 72,2%, ja a identidade de
Ca. Liberibacter americanus e Ca. Liberibacter asiaticus é apenas 71,4% (TEIXEIRA
et al., 2008).

A transmissdao de Ca. Liberibacter spp. ocorre naturalmente nos
pomares por meio de insetos vetores, mas pode também ser transmitida pelo
método de enxertia de material vegetal contaminado (BOVE, 2006), a transmiss&o
das espécies asiatica e americana de Ca. Liberibacter ocorre através do psilideo,
Diaphorina citri Kuwayama (CAPOOR and VISWANATH, 1967;YAMAMOTO et al.,
2006) descrito pela primeira vez em 1940 por Angelo da Costa Lima, da escola
Nacional de Agronomia do Estado do Rio de Janeiro, Brasil (ESALQ — USP), ja a
espécie africana é transmitida por outra espécie de psilideo o Trioza erytreae
(MCCLEAN and OBERHOLZER, 1965), no entanto estudos mostraram que em
condigdes experimentais D. citri e T. erytreae sao capazes de transmitir a forma
asiatica e africana de HLB (MASSONIE and BOVE, 1976; LALLEMAND and
BOVE,1986).

Através do processo de alimentagao, o psilideo do citros adquire o
agente causal do HLB de fontes infectadas, sendo que o tempo minimo de aquisi¢éo
pode variar de 15 a 30 min para D. citri e 24 h para T. erytreae, uma vez adquirido, o
psilideo mantém as bactérias e a capacidade de transmiti-la ao longo de sua vida util
(GOTTWALD, DA GRACA and BASSANEZI, 2007).

A planta conhecida como murta ou falsa-murta (Murraya paniculata),

utilizada largamente como espécie ornamental no Brasil, também & hospedeira dos
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tipos asiatico e americano de Ca. Liberibacter e do inseto vetor D. citri (BELASQUE

JUNIOR et al., 2009).

3.4 SINTOMATOLOGIA

Os sintomas do HLB se manifestam no limbo foliar, na brotacdo de
ramos, no crescimento e amadurecimento dos frutos e no préprio desenvolvimento
geral da planta. Em plantas doentes, o floema e o sistema fotossintético s&o
afetados, desencadeando inumeras alteragbes na planta (COLETTA-FILHO and
CARLOS, 2010)

Plantas infectadas com HLB s&o caracterizadas pela presenca de
um ou poucos ramos, com folhas amareladas e manchas assimétricas, com perda
de parte da sua coloragao verde. Tais folhas apresentam o que é chamado de
‘mosqueado”, este & o sintoma mais caracteristico do HLB onde ocorre a doenga,
seja na Asia, na Africa ou na América, e sejam quais forem as espécies de citros
afetadas, com o tempo todo o limbo foliar pode vir a se transformar uniformemente
amarelo e as folhas podem tornar-se mais espessas (BOVE, 2006).

Os sintomas foliares principalmente o mosquedo pode estar
associado ao excessivo acumulo de amido nas folhas com consequente rompimento
dos cloroplastos (ETXEBERRIA et al., 2008). Alguns autores sugerem que a
emissdo de compostos volateis pelo patégeno poderia afetar o metabolismo dos
carboidratos primarios promovendo o acumulo de amido nas folhas (EZQUER et al.,
2010).

Plantas Infectadas possuem a formacao de calose nos elementos de

tubos crivados do floema impedindo a distribuicdo da seiva elaborada para flores,
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frutos, folhas jovens e sistema radicular (KIM et al., 2009), causando diminuicdo na
formagado de raizes secundarias (DA GRACA, 1991; ETXEBERRIA et al., 2009),
morte de ponteiros, diminuicdo do tamanho dos frutos, assimetria, bem como
aumento da acidez e diminuicido do teor de soélidos soluveis, causando diminuicdo da
qualidade dos frutos (DAGULO et al., 2009)

Os frutos apresentam ainda sementes abortadas com coloragao
marrom. Na medida em que amadurecem permanecem com a coloragao verde, dai
0 nome “greening”, em casos severos, toda a planta mostra sinais da doenga que
passa a apresentar um menor desenvolvimento geral em relagdo as sadias

(GOTTWALD; DA GRACA, BASSANEZI, 2007).

Figural- Sintomas do Huanglongbing causados pela bactéria Candidatus
Liberibacter asiaticus em plantas de laranja.

— . W
Fonte: (FUNDECITRUS, 2013)
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3.5 METODOS DE CONTROLE

Nao ha métodos de controle curativos para o HLB que possam ser
usados em pomares comerciais, desta forma, é fundamental prevenir a infecgao das
plantas (BELASQUE JR et al., 2009). Tentativas de controle da doenga com injecdes
de antibidticos foram realizadas porém com resultados insatisfatérios (BOVE, 2006),
pois, além do risco ambiental, uma vez interrompido o tratamento os sintomas
voltavam a parecer, ou seja, as plantas continuavam doentes (BELASQUE JR et al.
2009). A poda de ramos sintomaticos e assintomaticos também foi testada como
uma medida de controle, mostrando-se igualmente ineficaz (LOPES et al., 2007).

Programas de melhoramento nutricional foram estudados para o
controle de Ca. Liberibacter asiaticus na Florida, EUA, e no Brasil. Entretanto, o uso
destes suplementos nutricionais ndo foram capazes de reduzir a populagao
bacteriana em plantas de citros infectadas e nem reestabelecer a produtivadade dos
pomares citricos (GOTTWALD et al., 2012; BASSANEZ| et al., 2013)

Ainda n&o s&o conhecidas fontes de resisténcia ao HLB, e todas as
espécies citricas plantadas comercialmente no Pais sdo suscetiveis a Ca.
Liberibacter asiaticus e Ca. L. americanus, e ao seu inseto vetor (Diaphorina citri).
(BELASQUE JR et al. 2009).

Atualmente, as estratégias de manejo dessa doenga consistem
principalmente no controle quimico do psilideo, remocédo das plantas infectadas,
além do plantio de mudas certificadas livres da bactéria (BASSANEZI, 2010). O
manejo do HLB fundamenta-se, portanto, na prevencdao de novas infeccbes em
plantas sadias, reduzindo o in6culo presente em plantas e insetos vetores

(BASSANEZI, 2010). Recomenda-se ainda a eliminagao das plantas de murta-de-
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cheiro ou falsa-murta (Murraya paniculata) que podem servir como um reservatorio
de Ca. Liberibacter asiaticus e atuar como “ponte” para as espécies citricas, uma vez
que esta espécie de planta pode hospedar uma grande quantidade de Diaphorina

citri (DAMSTEEGT et al., 2010).

Independentemente de estarem infectadas ou de sua localizagao,
essas medidas requerem tempo, recursos humanos e financeiros, e também que

sejam adotadas continuamente e em escala regional (BELASQUE JR et al., 2009).

Figura2 - Porcentagem de plantas erradicadas devido ao huanglongbing entre os
anos de 2005 e 2012.
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Fonte: (FUNDECITRUS, 2013)

3.6 CONTROLE ALTERNATIVO

O controle alternativo de pragas ou doencgas de plantas nao requer o
uso de defensivos agricolas, no entanto estes podem estar associados de maneira

integrada aos métodos tradicionais de controle quimico ou de praticas culturais
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como, por exemplo, a rotacdo de culturas, poda e eliminagdo de restos culturais

(MORAIS, 1992).

Dentro do controle alternativo estédo incluidos o controle bioldgico,
indugao de resisténcia, resisténcia induzida e imunizagao, estes visam o controle de
pragas e doengas com menos impacto ambiental, e com menor risco para o homem
(MORAIS, 1992), uma vez que o uso intensivo de pesticidas na agricultura tem,
reconhecidamente, promovido diversos problemas de ordem ambiental, como a
contaminagdo dos alimentos, do solo, da agua, a resisténcia de patdégenos, e o

desequilibrio bioldgico entre outros (BETTIOL et al., 2001).

Dentro do controle biolégico, a acdo controladora se faz diretamente
sobre o patégeno (MORAIS, 1992), e pode ser efetuado pela acido de
microrganismos antagénicos (BORRERO et al.,, 2009; LARKIN and TAVANTZIS,
2013; SUAREZ-ESTRELLA et al., 2007).

O efeito desta microbiota antagonista implica em uma variedade de
acdes tais como, competicdo por nutrientes e nicho ecoldgico, produgédo de enzimas
liticas e antibidticos, parasitismo e mudangas na disponibilidade de nutrientes
(BORRERO et al., 2006, 2009). Ao longo dos ultimos 20 anos, numerosos estudos
demonstraram inequivocamente que metabdlitos, como antibidticos, enzimas, e os
volateis produzidos por bactérias antagonistas desempenham papéis fundamentais

no controle de varios patégenos de plantas (WELLER, 1988; WHIPPS 1997).

O sucesso de muitos microrganismos antagonistas em ensaios de
laboratério e em testes piloto em casa de vegetagado, tem gerado o interesse de
muitas industrias de agroquimicos no desenvolvimento e na comercializagdo de

bioprodutos, contendo microrganismos antagonistas para o controle de doengas em
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plantas (SHARMA et al., 2009), estes podem ainda ser benéficos para a planta
hospedeira diretamente através da producdo de metabdlitos, que ou estimulam o
desenvolvimento radicular e o crescimento da planta, ou desencadeiam a inducio

de resisténcia sistémica adquirida (VAN LOON et al. , 1998).

Este fenbmeno de resisténcia em plantas tornou-se conhecido
apenas no inicio do século passado, tendo como marco inicial o trabalho
desenvolvido por Chester em 1933 (MORAES, 1998). A partir deste trabalho, muitos
outros foram realizados na busca de produtos de defesa com fungcdo semelhante a
de anticorpos animais em plantas (LUCAS, 1999), entretanto, todos fracassaram.
Um segundo marco foi a descoberta das fitoalexinas, nos anos 40, as quais foram

mais amplamente estudadas na década de 70 (PASCHOLATI, 1998).

A indugcdo de resisténcia vem se firmando como uma opgéao
ecologicamente correta e economicamente viavel, e tem sido demonstrada em
diversas espécies de plantas (HAMMERSCHMIDT; KUAE, VAN LOON, 2001;

PASCHOLATI, 2003).

Este processo envolve a ativagdo de mecanismos de defesa, que
estavam inativos ou latentes na planta, pelo uso de agentes bidticos e abidticos sem
alterar o genoma da planta (PASCHOLATI and LEITE, 1994), estes agentes séo
conhecidos como indutores de resisténcia (HAMMOND-KOSACK and JONES,
2000). A utilizacdo destes indutores leva a ativagdo da Resisténcia Sistémica
Adquirida (RSA), o que gera uma marcante redugédo nos sintomas da doenga apos
subsequentes infecgdes, inclusive com diferentes espécies de patdgenos

(KESSAMANN et al., 1994; MARTINEZ et al.,2000).
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Existem varios relatos na literatura de diversas substancias de

origem bidtica que agem como indutores de resisténcia (KUC’, 2001), como fragdes
de parede celular de plantas, de fungos (DOKE; RAMIREZ; TOMIYAMA, 1987) e de
bactérias; lipopolissacarideos de rizobactérias promotoras de crescimento de plantas
(PIETERSE et al., 2001; VAN LOON; BEKKER; PIETERSE, 1998); fluido intercelular
de plantas; extratos vegetais (FOUGHT and KUC, 1996) e de microrganismos nao
patogénicos, como S. cerevisiae (PASCHOLATI, 1998) e substancias provenientes
de fitopatégenos, como Phytophthora spp., Pyricularia oryzae e Erwinia amylovora
(KELLER et al., 1996; SCHAFFRATH; SCHEINPFLUG; REISENER, 1995; WEI et
al., 1992; YU, 1995). Ha também agentes abidticos conhecidos como indutores de
resisténcia como o &acido salicilico, (HAMMERSCHMIDT and DAN, 1997), acido
aminobutirico (COHEN, 1996), acido 2,6-dicloroisonicotinico (INA) (HIUWEGNWN;
VERHAAR; ZADOKS., 1996) e acibenzolar-S-metil (ASM) (CAVALCANTI et al.,

2006).

A resisténcia da planta, é definida como sendo a capacidade da
planta em atrasar ou evitar a entrada de um microrganismo em seu interior, bem
como criar condicdes adversas para a colonizagao de seus tecidos pelo mesmo
(PASCHOLATI et al., 1995).

Desta forma as plantas podem se defender passivamente ou
ativamente; esses mecanismos sao subdivididos em pré-formados e pos-formados,
isto €, que ja existem, ou podem ser ativados. Os fatores pré formados incluem
cuticula, tricomas, estdbmatos, vasos condutores ou podem ser bioquimicos que
envolvem a presencga de fendis, alcalbides, fototoxinas, glicosideos, cianogénicos, e
glicosideos fendlicos. Ja para os mecanismos pos - formados as barreiras estruturais

podem envolver a lignificacédo, suberificacdo, formag&o de papilas e de camadas de
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abscisao e de cortica, bem como as tiloses (PASCHOLATI and LEITE, 1994). Por
sua vez os mecanismos bioquimicos pds formados podem englobar o acumulo de
fitoalexinas e de proteinas relacionadas a patogénese (PR- proteins) (SCHWAN-
ESTRADA et al., 2008), dentre as PR proteinas mais pesquisadas estdo as
quitinases e as B-1,3 glucanases. Estas duas enzimas tem atividade hidrolitica,
quebrando polimeros estruturais presentes na parede dos patdégenos (ANDREU et
al., 1998; LORITO et al., 1993; WALTON, 1997)

Proteinas-PR acumulam-se em locais de infeccdo e em sitios
distantes destes (STICHER et al.,1997). Sua sintese e acumulo possuem carater de
resposta ativa e sistémica em caso de resisténcia induzida (VAN LOON, 1985).
Podem se acumular nos espacos intercelulares quando teriam uma acio direta
sobre os patdgenos e também em vacuolos, onde teriam agdo apos eventos de
patogénese, que culminam com a descompartimentalizagdo. Atualmente, essas
proteinas sdo agrupadas em 17 familias, sendo que algumas tém atividade
conhecida e outras ndo (VAN LOON et al., 2006).

A resisténcia induzida pode inicialmente ser localizada na regido de
infeccdo, na tentativa de impedir e/ou retardar a penetragdo do patdgeno.
Posteriormente, esta resisténcia passa a ocorrer em locais da planta, distantes do
local da infecgao pelo patdgeno, ou do local de aplicacdo dos agentes elicitores,
caracterizando, assim, a resposta sistémica adquirida (AGRIOS, 2004). O
mecanismo da RSA envolve uma cascata de eventos e sinais, 0s quais iniciam-se no
momento da interagdo planta/patégeno ou do tratamento com fatores bidticos ou
abidticos, levando a alteragcbes no seu metabolismo celular, culminando com a
emissao de sinais moleculares dirigidos para outras partes da planta, atuando de

forma inespecifica, promovendo a redugao da severidade da doengca (FERNANDES
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et al., 2009). Em resposta a distribuicdo dos sinais dentro da planta, esta seria
induzida a sintetizar agentes de defesa, incluindo as PR-Proteinas, além da
formagdo de barreiras estruturais, como a lignina. A participacdo de compostos,
como o Oxido nitrico, etileno, acido jasmédnico (JA) e acido salicilico (SA), tem sido
sugerida como sinalizadores da RSA. A participacédo do SA na RSA deve-se a sua
presenga, em altos niveis, em plantas que apresentam esta resposta (DOREY et al.,

1997; DURNER et al., 1997; FERNANDES et al, 2009).
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Resumo

Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade da fracdo F4A resultante do
metabolismo secundario de Pseudomonas aeruginosa (cepa LV) no controle do HLB. Dois
experimentos foram realizados, no primeiro plantas de Citrus sinensis do cultivar Valéncia
foram inoculadas com Ca. Liberibacter asiaticus pela técnica de enxertia e trés
concentragdes da fracdo F4A foram aplicadas (10ug mL" 100ug mL”" e 1000ug mL™") e
como controle negativo foi utilizado agua destilada estéril. Dois tempos de aplicagdo foram
avaliados denominados de preventivo e curativo, o delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, com sete plantas para cada tratamento. Apds quatro e oito meses
da infeccao as amostras de DNA foram extraidas e analisadas pela técnica de g-PCR para
quantificagdo de Ca. Liberibacter asiaticus nas plantas de citros. No segundo experimento
foram utilizados trés replicatas bioldgicas de plantas de Citrus sinensis (Valencia), os
tratamentos foram: aplicacdo da fracdo F4A nas concentragdes de 10ug mL™" 100ug mL™" e
1000ug mL™1, como controle positivo foi utilizado o produto comercial BION e como controle
negativo apenas agua destilada, as extracdes de RNA foram realizadas 24h, 7 dias e 15
dias apdés a aplicacdo dos compostos, e avaliados pela técnica de RT-gqPCR, para
investigacdo do potencial indutor de resisténcia da Fracdo F4A, através da expressédo do
gene B-1,3 glucanase. No primeiro experimento o tratamento curativo com 100ug mL™ da
fracdo F4A foi capaz de reduzir em duas unidade de Log a populagdo de Ca. Liberibacter
asiaticus em comparagdo com as plantas testemunhas. No segundo experimento a
expressao do gene de resisténcia 3-1,3 gluacanase foi 9 vezes maior no tratamento com
100pg mL™" da fragdo F4A apds 24h da aplicagdo e 12.9 vezes mais expressa apos o sétimo
dia de aplicagao. Os resultados deste estudo sdo promissores e sugerem que os compostos
produzidos pela cepa LV de P. aeruginosa pode ser uma possivel alternativa no controle da
doenca HLB.

Palavras- chave: Citrus; Produto Natural; Inducao de Resisténcia; Antibiotico
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Introducéo

A doenga Huanglongbing, (HLB), também conhecida como
Greening, é considerada uma das mais devastadoras para a cultura de citros no
mundo (Boveé, 2006) sendo detectada no Brasil pela primeira vez na cidade de
Matdo - SP, 2004 (Coletta-Filho et al., 2004). O HLB é uma doenga que afeta
severamente a cultura dos citros e coloca em risco esse importante setor do
agronegocio pelas dificuldades de seu manejo e pelos danos causados.

O agente causal do HLB envolve trés espécies de bactérias nao
cultivaveis denominadas de Candidatus Liberibacter spp. (Bové, 2006). Estas
bactérias foram caracterizadas como bactérias Gram-negativa (Garnier et al., 1984)
e pertencentes ao grupo das alfa-proteobactérias (Jagoueix et al., 1994). Nos
diversos paises asiaticos onde a doenca ocorre, o HLB esta associado a presenca
da bactéria Ca. Liberibacter asiaticus, ja no continente Africano, o HLB esta
associado a Ca. Liberibacter africanus (Garnier and Bové,1996). Na América do Sul
ocorrem Ca. Liberibacter americanus e Ca. Liberibacter asiaticus (Teixeira et al.,
2005).

O principal agente transmissor € um inseto da familia Psylloidea,
sendo que duas espécies estdo associadas a transmissao de Ca. Liberibacter spp.
A Diaphorina citri € reponsavel pela trasmissdo das espécies asiatica e americana
de Ca. Liberibacter (Capoor et al., 1967; Yamamoto et al., 2006) e Trioza erytreae
presente na Africa é responsavel pela transmissao da espécie africana (Mcclean and
Oberholzer, 1965).

As plantas infectadas com as bactérias do HLB apresentam morte
econdmica em curto espaco de tempo, devido a reducdo do numero de radicelas,

queda acentuada de folhas e frutos, e seca dos ramos a partir da extremidade
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(Bové, 2006). Alem disso, ndo ha medidas de controle efetivas e de baixo custo,
nem mesmo métodos curativos para o HLB. O controle preconizado envolve o
plantio de mudas sadias, a eliminacdo de plantas doentes e o controle do inseto
vetor (Bové,2006; Lopes, 2006)

Tratamentos com injegdes de tetraciclina foram testadas em alguns
paises para o controle do HLB. No entanto, esta técnica foi abandonada por razées
ecoldgicas e pelo fato da tetraciclina ser um antibiético bacteriostatico (Bové, 2006).
Programas de melhoramento nutricional foram estudados para o controle de Ca.
Liberibacter asiaticus na Flérida, EUA, e no Brasil. Entretanto, o uso destes
suplementos nutricionais ndo foram capazes de reduzir a populacédo bacteriana em
plantas de citros infectadas e nem reestabelecer a produtivadade dos pomares
citricos (Gottwald et al., 2012; Bassanezi et al., 2013).

Ha uma constante busca por medidas de controle para o HLB. Nos
ultimos anos, um grande numero de estudos tem mostrado a possibilidade da
utilizacdo de agentes biolégicos no controle de doengas de plantas (Wilson, 2004;
Wilson and Backman, 1999; Castano, 2013). Além disso, varios mecanismos de
acao envolvendo microrganismos antagonistas tem sido descritos para controlar o
desenvolvimento de patégenos, como por exemplo, antibiose, competicdo por
espaco e nutrientes, interacdo direta com o patégeno e indugdo de resisténcia
(Orietta Fernandez-Larrea, 2001).

Entre as principais estratégias no controle de fitopatégenos destaca-
se a ativacdo das defesas naturais da planta, por meio da indugao de resisténcia
sistémica adquirida (IRSA) (Louws et al., 2001). Moléculas elicitoras podem ativar a
resisténcia sistémica, protegendo os tecidos da planta contra o ataque de uma

ampla variedade de patégenos (Hammond-Kosack and Parker, 2003). A resisténcia



42
expressa pela planta esta associada entre outros mecanismos ao aumento de
atividade de proteinas relacionadas a patogénese (PR), sendo mediada por um
processo dependente do acido salicilico. Entre as PR proteinas, encontram-se
hidrolases, como as B-1,3 glucanases (PR-2), que sao capazes de inibir o
crescimento de patdgenos (Schlumbaum et al., 1986) e quitinases (PR-3) (Van Loon
and Van Strien 1999).

Oliveira et al. (2011) relatam que o uso do composto semi purificado
denominado de fracdo F3D produzido através do metabolismo secundario de
Pseudomonas aeruginosa (cepa LV) foi eficaz no controle de Xanthomonas citri pv.
citri, agente causal do cancro citrico. Vasconcellos et al. (2014) reportou uma
diminuicao de 80% no numero de lesdes causadas por Xanthomonas arboricola pv.
pruni em mudas de pessegueiro (Prunus persica) pelo uso do mesmo composto.
Lopes et al. (2012) obtiveram um controle efetivo em mudas de eucalipto
(Eucalyptus sp.) tratadas em casa de vegetagdo com a fragdo F3D, em relagdo ao
crestamento foliar causada por Xanthomonas axonopodis. Estes trabalhos sugerem
que esta fracdo pode atuar tanto como um indutor de resisténcia, como também
possuir um efeito de antibiose.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a acéo da fragdo F4A, analoga a
fracdo F3D produzida pelo metabolismo secundario de P. aeruginosa (cepa LV) no
controle de Ca. Liberibacter asiaticus em plantas de laranja (Citrus sinensis L.

Osbeck).
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 Agente de biocontrole

O agente de biocontrole utilizado neste estudo foi Pseudomonas
aeruginosa (cepa LV), isolada a partir de lesbes de cancro citrico em folhas de
laranja coletadas em pomar no Municipio de Astorga, PR (Rampazo, 2004). A cepa
foi isolada em meio de cultura acrescido de cloreto de cobre (100 ug mL™" CuCI2) de

acordo com Cain et al. (2000) e mantida em glicerol 30% a -20°C.

2.2 Obtencgéo e extragdo de compostos bioativos

O processo de obtencao e extragcdo dos compostos bioativos do
metabolismo secundario de P. aeruginosa cepa LV, foram realizados de acordo com
protocolo patenteado (Patente, 2008). O extrato bruto obtido foi fracionado por
cromatografia de adsorgao a vacuo, em coluna de vidro (20 mm @ x 350 mm altura),
acoplada a uma bomba de vacuo 51 kPa. Como fase estacionaria foi utilizada silica
gel 60 (0.063 — 0.200 mm, Merck®), e como fases moveis foram utilizadas solventes
organicos com polaridade crescente: hexano (100%), hexano/diclorometano (1:1)
diclorometano (100%), diclorometano/acetato de etila (1:1), acetato de etila (100%),
acetato de etila/metanol (1:1), metanol (100%), metanol/agua (1:1) e agua (100%)
(Tabela 1). As fragdes obtidas foram concentradas e as propriedades fisicas, tais
como a aparéncia, cor, odor e solubilidade foram determinadas de acordo com os
procedimentos padrédo. O perfil quimico cromatografico foi determinado por
cromatografia em camada delgada (CCD). Os resultados foram comparados com os
obtidos por Oliveira et al. (2011) (Anexo 2). A fragdo F4A apresentou o mesmo perfil
fisico e cromatografico encontrados por Oliveira et al. (2011). Portanto para este

estudo a fracdo F4A foi utilizada em todos os experimentos.
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2.3  Ensaio em casa de vegetacdo

Plantas de Citrus sinensis do cultivar Valéncia, enxertados em limao
cravo, foram cultivadas em vasos com solo ndo esterilizado mantidos em casa de
vegetacdo com temperatura entre 20 °C e 30 °C e fertilizadas quando necessario. O
experimento foi realizado com mudas de aproximadamente dois anos de idade em
blocos casualizados tendo como desenho experimental dois tempos de aplicagao da
fracdo F4A, denominados de preventivo e curativo, com trés concentragées: 10 ug
mL™"; 100 pg mL™ e 1000 pg mL". No tratamento preventivo, as plantas foram
tratadas sete dias antes da inoculacdo, e no tratamento curativo, as plantas foram
tratadas 30 dias apo6s a infecgao, todas as plantas foram tratadas pelo método de
aspersao em folha até o ponto de escorrimento, e a aplicagao da fragdo seguiu-se a
cada 60 dias por um periodo de um ano tanto para o tratamento preventivo quanto
para o tratamento curativo. Todas as plantas foram tratadas pelo método de
aspersao e como controle negativo utilizou-se apenas agua destilada.

Para cada tratamento, foram inoculadas sete plantas utilizando dois
segmentos de borbulhas infectadas, enxertadas aproximadamente 5 cm acima da
linha do porta enxerto em locais opostos ao da regidao principal do tronco. As
borbulhas foram obtidas a partir de plantas em pomar, na cidade de Cambé -PR
com aproximadamente 4 anos de idade, variedade Valéncia, PCR positivas para

HLB e com sintomas da doenca.
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2.4  Analises moleculares das plantas de laranja tratadas com a fragdo F4A
2.4.1 Determinacgéo da presenca do Ca. Liberibacter asiaticus por PCR

O DNA total das plantas inoculadas e tratadas foi extraido quatro e
oito meses apo6s a inoculagdo, a extragao foi realizada a partir da nervura central e
peciolo das folhas. (Murray and Thompson,1980).

Todas as amostras foram analisadas por PCR convencional para
confirmacdo de presenca ou auséncia de plantas infectadas com Ca. Liberibacter
asiaticus utilizando os primers RPLA2 ( 5’ - TAT AAA GGT TGA CCT GAG TTT - 3))
e RPLJ5 ( 5 — ACA AAA GCA GAA ATA GCA ACA - 3’) que amplifica fragmento de
703 pares de bases (Hocquellet et al.,1999). As reagbes foram conduzidas em
termociclador com desnaturacéo inicial de 30 seg a 94°C seguido de hibridagao a

62°C por 30seg, extensao a 72°C por 1min seguido de 35 ciclos

2.4.2 Analise quantitativa de Candidatus Liberibacter asiaticus (QPCR)

As reacbes de g-PCR foram conduzidas com primers e sonda
especificos para Ca. Liberibacter asiaticus, baseado no rDNA 16S (Li et al., 2006) .
As reagdes foram conduzidas em termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems)
no laboratério de pesquisa e diagnostico do Fundo de Defesa da Citricultura
(FUNDECITRUS), Araraquara, SP, utilizando o sistema Tagman de detecc¢ao.

As reacdes continham 10 yM de cada primer especifico para Ca.
Liberibacetr asiaticus, 5 yM da sonda marcada com FAM (6-carboxy-fluorescein) na
extremidade 5 e Quencher (BHQ)-1 na extremidade 3’ (Applied Biosystems, Foster
City, USA),1X Path ID master mix (Applied Biosystems) e 300 ng do DNA gendmico.
As reagdes de qPCR foram realizadas em um volume final de 15 pL. As condicbes

da PCR foram de 50°C por 2 min, 95°C por 10 min, 95°C por 15 seg em 40 ciclos e
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58°C por 60 seg (Li et al., 2006). Todas as reagdes foram feitas em duplicata, como
controle negativo foi utilizado DNA de plantas de C. sinensis sadias e como controle
positivo foi utilizado DNA de Ca. Liberibacter asiaticus, extraido de plantas de citros
infectadas. Os valores de Ct foram utilizados para estimar o numero de copias de
Ca. Liberibacter asiaticus.

A curva padrao foi determinada a partir dos produtos de amplificacao
da PCR do gene ribossomal 16S (rRNA) de Ca. Liberibacter asiaticus, utilizando os
seguintes primers Oi1 (5-GCGCGTATGCAATACGAGCGGCA-3’) e 0i2C (5-
GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT-3’). Os fragmentos de 1.200 pares de base (pb)
gerados foram clonados no vetor pGEM-T (Promega), utilizando como transformante
a cepa DH5a de Escherichia coli. Os plasmideos das colénias transformantes (que
continham o inserto 16S do rDNA de Ca. Liberibacter asiaticus) foram purificados
utilizando PCR-Clean-Up System (Promega). A conversao do numero de cépias do
rRNA 16S foi realizada de acordo com Lopes et al. (2009). Para a construgao da
curva foram realizadas diluicbes em série dos plasmideos conforme descrito por

Lopes et al. (2013).

2.4.3 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilzando o log do numero
de copias de Ca. Liberibacter asiaticus por grama de tecido vegetal. Estes valores
foram submetidos a analise de variancia, seguido pelo teste de Dunnett para a
comparagao de médias. Todas as analises foram realizadas utilizando o software

Estatistica 7.0.
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2.5 Avaliagdo do potencial indutor de resisténcia da fragdo F4A em plantas de

citrus sinensis por RT-qPCR.

2.5.1 Material vegetal e tratamentos

Para o monitoramento da expressao do gene PR-2 que codifica a
enzima B-1,3 glucanase realizou-se um novo experimento, as avaliagdes foram
feitas em plantas de C. sinensis de aproximadamente 2 anos de idade enxertadas
em limao cravo e mantidas em casa de vegetagao, em triplicata com os seguintes
tratamentos: (1) aplicacdo foliar da fragdo F4A na concentragdo de 10ug mL™", (2)
Aplicacdo foliar da fragdo F4A na concentracdo de 100ug mL™, (3) aplicacéo foliar
da fracdo F4A na concentragdo de 1000ug mL™', (4) aplicacdo via solo de
acibenzolar-S-methyl (BION) na concentracédo de 200mg por planta e (5) Aplicagéao
foliar de agua destilada como controle negativo.

Duas folhas por planta foram coletadas, 24h, 7 dias e 15 dias apods a
aplicacao dos produtos e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido e

armazenadas em ultrafreezer a -80 °C até o momento da extracido do RNA.

2.5.2 Extragcéo de RNA
O RNA total foi extraido a partir de duas folhas por planta em
nitrogénio liquido e 200mg do tecido foi processado segundo o protocolo descrito por

Chomczynski and Sacchi (1987) com algumas modificagdes.
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2.5.3 Sintese de cDNA
Todas as amostras de RNA foram quantificadas em Nanodrop. A
partir de 1 ug de RNA realizou-se a sintese da segunda fita (cDNA) utilizando-se a

enzima M-MLV (Invitrogen) de acordo com as informagdes do fabricante.

2.5.4 RT-qgPCR

A inducdo da RSA foi monitorada através dos niveis relativos de
transcrigdo (MRNA) para o gene PR-2. Foram utilizados oligonucleotidios especificos
para o gene [(-1,3 glucanase de Citrus sinensis responsavel pela sintese de
proteinas relacionadas a patogénese (PR-2) e para o gene endogeno GAPDH-C
gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase que codificam proteinas “housekeeping”, de
fungdes constitutivas a partir de sequéncias ja descritas por Francis et al., (2009).

Os niveis de transcricao foram detectados por Real Time de
transcricdo reversa (RT-gPCR) em aparelho LightCycIer® Nano SW 1.0 (Roche),
através do sistema SYBR® Green de detec¢do. Para cada reacdo foram utilizados
250 nm de cada primer, 10 pL de Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix
(Invitrogen) e 1uL do cDNA em uma reagc&o com volume final de 20uL. As condigbes
da PCR foram de 95°C por 5 min, 95°C por 30 seg, 60°C por 30 seg, 72°C por 30
seg, em 40 ciclos e 72°C por 5 min.

Os niveis relativos de mRNA foram calculados de acordo com o
tratamento controle e normalizados com o gene de referencia GAPDH-C. A
quantificacdo relativa foi realizada utilizando o programa REST-2009 (Qiagem
software) e a quantidade de gene alvo foi normalizada através da referéncia

enddgena e calculada utilizando o método comparativo AACH.
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3 Resultados

3.1 Determinagdo da infeccdo das plantas citricas com base na reagdo da
polimerase em cadeia (PCR) convencional

Nas analises de PCR realizadas quatro meses apés a infecgao, o
tratamento com 100 ug mL™" da fragdo F4A mostrou-se mais efetivo em relacdo aos
demais tratamentos na protecdo das plantas citricas, apresentando percentual de
14,2% de plantas com presenca positiva para a bactéria do HLB no tratamento
preventivo e de 0% no tratamento curativo. Em contraste, para os demais
tratamentos com a fracdo F4A, a proporcado de plantas infectadas variou de 28,5 a
42,8% e para a testemunha a variagao foi de 42,8 a 71,4% de plantas infectadas
(Tabela 2; Figura 1).

Apos oito meses da infecgdo, uma nova extracdo de DNA foi
realizada com o objetivo de identificar o progresso da infecgado das plantas citricas
pela bactéria do HLB. Em analise por PCR convencional, o maior percentual de
plantas infectadas foi observado nas plantas testemunhas do tratamento preventivo
com um total de 71,4% de plantas positivas para Ca. Liberibacter asiaticus (Tabela

2).

3.2 Analise quantitativa de Candidatus Liberibacter asiaticus por g-PCR
As quantificagcdes foram realizadas com base na curva padrao
envolvendo os valores de Ct para as plantas que apresentaram resultado positivo
para Ca. Liberibacter asiaticus. O inicio e o limite de deteccédo da fluorescéncia
das amostras ocorreram entre os ciclos 17 e 33,2 (Figuras 2 e 3). Portanto, o

valor de Ct 34,0, que corresponde ao log de 0,9 células foi utilizado como o limite
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de deteccdo mais baixo para quantificagdo de Ca. Liberibacter asiaticus. Os
valores de Ct (ciclo “Threshold” — piso de fluorescéncia) variaram de 17,5 a 37,3
entre as amostras de DNA das plantas de laranja analisadas. Os menores
valores de Ct indicam uma maior quantidade do produto amplificado e
consequentemente maior concentragao bacteriana de Ca. Liberibacter asiaticus.

Com base na curva padrao estabelecida, foi possivel estimar o
numero de coépias alvo das amostras analisadas. Os indices de eficiéncia da
curva foram de 103%, apresentando-se dentro dos padrdes aceitaveis (95% a
105%) e com uma correlagdo linear de r* = 1. Desta forma, os resultados
mostraram que quatro meses apos a inoculacéo, o tratamento curativo com 100
Mg mL'da fracdo F4A apresentou reducdo de duas unidades logaritmicas na
populacdo de Ca. Liberibacter asiaticus nas plantas citricas tratadas com essa
fragdo quando comparada a populagcdo da bactéria presente nas plantas
testemunhas (Tabela 3). Estes valores foram significantemente diferentes nas
analises estatisticas (p < 0.05), indicando que este tratamento foi o mais efetivo
no controle da doenca. No entanto estes valores ndo foram consistentes nas
avaliagdes realizadas oito meses apds a inoculagao (Tabela 3).

Por outro lado, os tratamentos com 10 ug mL™ e 1000 uyg mL™ da
fragdo F4A nao apresentaram diminuicdo significativa na populagdo de
Ca.Liberibacter asiaticus em plantas citricas, tanto no tratamento preventivo

quanto no tratamento curativo (Tabela 3).
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3.3 Avaliacdo da atividade indutora de resisténcia da fragcdo F4A em plantas de
Citrus sinensis por RT-PCR.

Vinte e quatro horas apds a aplicacao da fracdo, a expressao do
gene da B-1,3 glucanase foi nove vezes maior nas plantas tratadas com a
concentracdo de 100 ug mL™" da fracdo F4A quando comparadas as plantas
controle (Figura 4). Por outro lado, as plantas tratadas com 10 pg mL™, 1000 pg
mL" da fracdo F4A e com o produto comercial BION ndo apresentaram
diferengas significativas de expressdo do gene PR-2em relagdo as plantas
controle (Figura 4).

No entanto, os niveis de expressao do gene da B-1,3 glucanase
nas plantas apods o sétimo dia do tratamento apresentaram as maiores taxas de
expressdo para os tratamentos com 10 ug mL™ e 100 pg mL™" da fracdo F4A,
sendo este 14,7 e 12,9 vezes maior em relacdo as plantas controle,
respectivamente (Figura 5). Os tratamentos com 1000 pg mL™" da fragdo F4A e
BION nao apresentaram niveis significantes de expressao do gene em relagéo ao
grupo controle (Figura 5). No décimo quinto dia apds a aplicagdo dos
tratamentos, apenas as plantas citricas tratadas com BION apresentaram niveis
significativos (-1,3 glucanase, sendo nestas 4,7 vezes maiores do que nas

plantas do grupo controle (Figura 6).
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4 Discussao

A incidéncia de fitopatdégenos representa um grave problema para a
agricultura, e a utilizagdo de agentes de biocontrole como 0s microrganismos
endofiticos tem mostrando alta capacidade de controle de doencas em plantas
(Byrne et al., 2005; Mercado-Blanco et al., 2004; Roberts et al., 2005; Spadaro and
Gullino, 2005). No entanto nao ha relatos sobre a utilizagdo de microrganismos ou
compostos metabdlicos no controle de Ca. Liberibacter sp nem mesmo de agentes
quimicos.

A fracao F4A nao apresentou efeito fitotoxico e foi eficaz na redugao
populacional de Ca. Liberibacter asiaticus nos ensaios em casa de vegetacgao o qual
reduziu significativamente o numero de bactérias quando aplicado apds a
inoculagao, esta fragdo em sua forma menos purificada ja foi relatada por outros
autores como um potente agente antimicrobiano frente a bactérias fitopatogénicas
(Oliveira et al., 2011; Lopes et al., 2012; Vasconcellos et al., 2014). Estes estudos
sugerem que esta fragdo além de ter um alto poder antibiético poderia estar atuando
também como um indutor de resisténcia em plantas devido a sua composi¢ao e seu
perfil cromatografico.

Plantas de laranja quando tratadas com 100 pg mL" da fracdo F4A
expressaram nove vezes mais o gene de resisténcia da B-1,3 glucanase apds 24 h
da aplicacao, e ao sétimo dia as mesmas plantas apresentaram uma expressao 12,9
vezes maior em relagado as plantas nao tratadas (testemunhas) e as plantas tratadas
com o indutor de resisténcia BION.

A aplicagdo de 1000 pg ml" ndo apresentou niveis significativos de

expressao génica, em nenhum dos tempos analisados, sugerindo que a utilizagao de
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altas dosagens da fracao diminui a eficiéncia do composto de maneira significativa
na inducéo de respostas de defesa das plantas assim como na atividade antibidtica
(Oliveira et al., 2011).

Isolados de Pseudomonas sp., sdo frequentemente relatados como
indutores de resisténcia sistémica em culturas agronémicas (Maurhofer et al., 1994,
Van Loon et al.,1997). Nesse sentido, ja foi comprovado que um isolado de P.
aeruginosa (KMPCH) induziu resisténcia a Botrytis cinerea em tomate (Audenaert et
al., 2002a).

Outro isolado (7TNSK2) de P. aeruginosa produtor de trés tipos de
sideroforos, foi capaz de induzir resisténcia a B. cinérea em feijao e tomate (De
Meyer and Hofte, 1997; De Meyer et al., 1999b; Audenaert et al., 2002b), a
Colletotrichum lindemuthianum em feijao (Bigirimana and Hofte, 2002) e ao virus do
mosaico (TMV) em fumo (De Meyer et al., 1999a)..

A purificacdo parcial de elicitores obtidos a partir de extratos de
cogumelo permitiram a Di Piero (2003) verificar uma redugdo na severidade da
antracnose em plantulas de pepino. Fragdes oriundas da cromatografia de
Saccharomyces cerevisiae foram testadas por Labanca (2002), induzindo resisténcia
local em pepino contra Coletothichum lagenarium, e proporcionaram redugdes de
50% a 70% nas areas lesionadas.

O indutor de resisténcia BION foi eficaz na resposta de indugao
sistémica em plantas tratadas e avaliadas apds o décimo quinto dia da aplicagao do
composto, Francis et al. (2009) ja relataram que a aplicagdo de Acibenzoar-S-
methhyl induziu o aumento da expresséo de B-1,3 glucanase e reduziu o numero de
lesbes de cancro citrico em plantulas de Citrumelo Swingle em condigbes

controladas.
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A populagao de Ca. Liberibacter asiaticus revelada por g-PCR em
plantas tratadas com 100 ug mL"' apds quatro meses de inoculagdo foi
significativamente reduzida quando comparada com as plantas n&o tratadas
(testemunhas). Estes resultados sugerem que o tratamento com esta dosagem pode
atuar na reducgao bacteriana tanto por seu potencial indutor de resisténcia quanto por
seu efeito antibacteriano, devido ao fato de Ca. Liberibacter asiaticus ser um
fitopatdégeno nao cultivavel nao foi possivel obter resultados mais precisos sobre o
efeito da fragdo sobre o este fitofatbgeno em ensaios in vitro como os observados
por outros autores (Oliveira et al., 2011 ; Lopes et al., 2011; Vasconcellos et al.,
2014).

Oliveira et al. (2011) relataram o controle de Xanthomonas citri
subsp. citri (Xcc) causadora do cancro citrico, com o uso de uma fragdo analoga a
fragcdo utilizada no presente estudo denominada de F3D, e obtiveram uma
diminuicdo de 93,5% no numero de lesbes do cancro citrico além de grandes
alteragdes morfolégicas nas células de Xcc, dados semelhantes foram observados
por Vasconcellos et al. (2014) onde mostraram uma diminuigcdo de 80% no numero
de lesdes foliares causadas por X. arboricula pv. pruni em mudas de pessegueiro
com a aplicacao da fracado obtida pela cepa LV.

Os resultados indicam que a fragao F4A foi eficaz na diminuigcao
populacional da bactéria do Huanglongbing. Novamente esta fragdo confirma o seu
efeito antibidtico no controle de bactéria Gram negativa em laranja demonstrando
sua acgao sistémica na planta. Por outro lado, foi confirmado neste estudo que a
fracdo F4A mostrou-se mais ativa na indugao de resisténcia em laranja, do que o

BION, produto amplamente utilizado na cultura de laranja.
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Uma vez que ha uma busca constante por controle do HLB e

pomares afetados pela doenca, esse trabalho vem oferecer uma possibilidade de
controle. No entanto novos estudos devem ser conduzidos para elucidar eventuais
questionamentos sobre a verdadeira agcdo dessa fracdo sobre Ca. Liberibacter

asiaticus bem como na planta citrica.
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TABELAS E FIGURAS

M Tratamento preventivo Tratamento curativo

CH 1 ||

Figural- Gel de agarose de produtos da PCR de plantas citricas
tratadas com 100 pg/mL’1 da fracdo F4A apdos 120 dias de
inoculacdo utilizando os primers A2/J5, que amplificam
fragmento de 703 pares de base. M= marcador molecular 1kb
Plus. CP= controle positivo.
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Figura2- Curva padrdo obtida através de diluicdes seriadas de plasmidios
contendo gene de Ca. Liberibacter asiaticus através do método
Tagman de detec¢do com o par de primers HLBas/ HLB e a sonda
HLBp. A partir do ciclo 33,2 n&o foi possivel obter detecgéo dos alvos.
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Figura 3 - Curva padrao utilizada para quantificagdo do DNA de Ca. Liberibacter
asiaticus com o par de primers HLBas/ HLBr e a sonda HLBp, obtida
através da diluicdo em série dos plasmideos contendo a sequéncia alvo
do amplicon.
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Expressao relativa do gene PR2 (B-1,3 glucanase) em folhas de Citrus
sinesis 24h apos a aplicagdo da fracdo F4A. A expresséo relativa do
gene foi calculada de acordo com o método AACt. Os valores
representam a meédia de trés repeticbes bioldégicas para cada
tratamento. Os tratamentos foram: aplicados via foliar para a fracao
F4A nas concentracdes de 10 pg/mL™", 100 pg/mL" e 1000 pg/mL™. O
produto acibenzolar-S-methyl (ASM) foi aplicado via solo na doseagem
de 200 mg/planta.
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Relative Expression

Figura 5 -
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Expressao relativa do gene PR-2 ($-1,3 glucanase) de folhas de Citrus
sinesis 7 dias apés das aplicagdo dos compostos. A expressao relativa
do gene foi calculada de acordo com o método AACt. Os valores
representam a meédia de trés repeticbes bioldégicas para cada
tratamento. Os tratamentos foramaplicados via foliar para a fragao F4A,
nas concentragdes de 10 pg mL™, 100 ug mL™, 1000 ug mL™", e via
solo acibenzolar-S-methyl (ASM) na dosagem de 200 mg/planta.
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Figura 6 - Expressao relativa do gene PR-2 (B-1,3 glucanase) em folhas de Citrus
sinesis 15 dias apds a aplicacdo dos produtos. A expressao relativa do
gene foi calculada de acordo com o método AACt. Os valores
representam a média de trés repeticdes bioldgicas para cada tratamento.
Os tratamentos foram aplicados via foliar para a fracdo F4A, nas
concentracdes de 10 pug mL™", 100 pg mL", 1000 ug mL™", e via solo
acibenzolar-S-methyl (ASM) na dosagem de 200 mg/planta.



Tabela 1 - Fracbes obtidas a partir da cromatografia liquida a vacuo com solventes

organicos em ordem de polaridade crescente.
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Fracoes
F1A/F1B
F2A/F2B
F3A/F2B
F4A/F4B
F5A/F5B
F6A/FEB
F7A/F7B
F8A/F8B

FOA/FOB

Volume

200ml/200ml

200ml/200ml

200ml/200ml

200ml/200ml

200ml/200ml

200ml/200ml

200ml/200ml

200ml/200ml

200ml/200ml

Solvente organico
hexano
hexano /diclorometano (1:1)
diclorometano
diclorometano/acetato de etila (1:1)
acetato de etila
acetato de etila/metanol (1:1),
metanol
Metanol/agua destilada (1:1)

agua destilada
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Tabela 2 - Avaliagdo da presenga de plantas citricas com resultado positivo para
Ca. Liberibacter asiaticos em teste de PCR convencional aos 120 e 240
dias apds a inoculagao. .

Tratamentos Preventivo Las+ Curativo Las+

DAI 120 240 DAI 120 240
Testemunha 5(71,4%) 5 (71,4%) 3(42,8%) 4 (57,1%)
10 2(28,5%) 4 (57,1%) 2(28,8%) 2(28,8%)
100 1(14,2%) 4 (57,4%) 0 (0%) 3 (42,8%)
1000 2(28,5%) 5(71,4%) 3(42,8%) 3(42,8%)

DA, dias apés a inoculagao ; Las,+ indica o numero de plantas positivas para Ca. L.
asiaticus na PCR e %, a porcentagem de plantas Las +. Todos os tratamentos continham
sete plantas.
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Tabela 3 - Populagdo estimada de Ca. Liberibacter asiaticus por PCR quantitativo
(g-PCR) e numero de células bacterianas expresso em Log1o.

Avaliacao apés Preventivo Curativo

a gPCR+/total log fEp gPCR+/total IogiEP

inoculacao

(dias)

120

Testemunha 517 4,28i1,28b o/7 4,81 i1,63a
-1

10pg mL 1 SI7 4,191,570 i 599%0,82a

100pg mL 1 417 52951 26b SI7 2,6650,11b

240

Testemunha e/7 5,26i1 ’54a 5/7 6,10i0,503
-1

10ug mL 1 7 597%1,34a SI7 4,62%1 50a

100pg mL SI7 5,75%1,58a 6/7 4,71%1 63a

-1
1000pg mL i 5,76<1,43a 6/7 5,35%1,43a

As médias foram calculadas apenas para as amostras positiva (QPCR +) na reacao
em cadeia da polimerase quantitativa. Medias (n=7), valores seguidos pela mesma
letra n&do s&o significativamente diferentes a P<0.05 de acordo com o teste de
Dunnett. Letra (a) indica maior populagdo bacteriana e letra (b) menor populagado
bacteriana.



ANEXOS

73



ANEXO A

orpiosoasso-1 a2 NIHINIFAAINHNI

(22) Data de Depdsite; 10082008 {51) Int.CL:
_ {43) Data da Publicagio: 15/06/2010 C12P 1104
ptpitis Fedwrab o Bl [RP 2058) ADTN 6302
snCmem C12R 101

(54) Titulo: PROCESS0O DE PRODUGAD,
PURIFICACAO E OBTENGAO DE SUBSTANCIAS
COM ATIVIDADES ANTIBIOTICAS PARA ©
CONTROLE DE DOENGAS CAUSADAS POR
BACTERIAS EM PLANTAS

(73) Titular({es): Universidsde Estadual de Londrina

(72) Inventor(es): Galdns Andrade Filthe
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(57) Resumo; & preserte invengdo trata-se de um processo de
produgdo, punfcagde o oblengdo de substincias com atmidades
antbidticas para controle de doencas causadas por bactéras em
plantas, uma vel que @ formas alukis de conlrole ndo atuam
efetivamenta nas doangas ¢ podem contaminar o ambiente pelo uso
de metas pesados. Dianle dsso, wvérios experdimentos foram
conduzidos no sentids do avakar os resultados da agdo artibictica de
compostos produzidos por um isolado de bacléra gram negaliva no
crescimento da Xac in vitro, & na formagho de lesbos em folhas de
Pantas diversas, uma vez gue oferecem controbes mais efelives no
aparecimento de doengas bioldgicas, maior seguranga com o meio
AMBHNG & MENer cusdd de produgio.
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Inclusdo de processo de patente (20/11/2011)

Titulo: Processo de producgado, purificacdo e obtengcdo de substancias com

atividades antibidticas para o controle do cancro citrico.

Titular: Universidade Estadual de Londrina

Inventores: Galdino Andrade

Joao Carlos Palazzo de Mello

Admilton Goncgalves de Oliveira Junior

Campo da Invencio

A presente invencao trata-se de compostos com atividade antimicrobiana produzidos
por bactérias Gram negativas compreendendo substancias bioativas para controle
microbiolégico, em especial para controle de bactérias do género Xanthomonas spp. e
para o0 agente causal do cancro citrico Xanthomonascitripv. citri (sinbnimo X.
axonopodispv. citri) (Schaad et al., 2005), uma vez que as formas atuais de controle
nao atuam efetivamente na doenga e ou podem contaminar o ambiente pelo uso de

metal pesado.
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A presente invengdao descreve ainda um processo de produgdo, purificagcdo e
obtencdo de substancias com atividades antimicrobianas, além de prover métodos

de controle destes microrganismos.

Antecedentes da Invencao

O Brasil € o maior produtor mundial de citros, com uma producdo de
aproximadamente 19 milhdes de toneladas de frutas ano (FAO, 2006), sendo a
citricultura uma atividade muito importante do agronegécio. Contudo, o cancro citrico
€ considerado uma doencga potencialmente grave para diversas regides produtoras
de citros no mundo (Gottwaldet al., 2002; Kimati e Bergamin Filho, 1995; Leite Junior
et al., 1988; Stall e Civerolo, 1991; Stall e Seymour, 1983) pois se trata de uma
doenca séria, que ataca a maioria dos cultivares comercial e o 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 fungdo 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, € o
principal e mais severo tipo presente nos pomares, sendo causado pela X. citripv.
citri, bastonete aerdbio, Gram negativo. A Xccpode infectar toda parte aérea da
planta, causando sintomas caracteristicos podendo variar em fungao do tipo e idade

do 6rgao afetado.
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Diversas medidas de controle vém sendo utilizados a fim de reduzir os prejuizos
causados pelo cancro citrico. Dentre elas destacamos a erradicacdo das plantas
doentes (Leite Junior e Moham, 1990) e o tratamento quimico com pulverizagédo 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 € o controle
utilizando metabdlitos bacterianos com atividade antibidtica, produzidos a partir de
bactérias antagonistas, produtos ja utilizados com sucesso em outras culturas
(Kloepperet al., 1999). Estes microrganismos competem entre si inter e intra-
especificamente dentro dos nichos nos quais vivem, sendo uma das formas de

adquirirem maior competitividade (Andrade, 2004).

A presente invencao tem como proposta a producao e purificacdo de substancias
tendo como resultado a atividade antimicrobiana de compostos produzidos por
isolados de bactérias Gram negativasno controle do crescimento da Xccin vitro, € na

formagao de lesdes de cancro citrico em folhas de Citrusspp.

Diante disso a presente invencédo difere dos outros produtos ja existentes do
mercado, visto ser um produto microbiano altamente ativo contra bactérias do
género Xanthomonas em especial a Xcc e, além disso, o processo de obtencéo dos
compostos com atividade antimicrobiana é de simples e facil execucdo. Sendo
assim, os consumidores terao um produto mais eficiente, de baixo custo, altamente

ativo e indcuo a saude e ao ambiente.

A literatura patentaria descreve alguns documentos relacionados a presente

invencao.
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O documento WO 99/63830 descreve um agente bioldgico e um método para inibir
patbgenos de plantas. Nesse documento ¢é citado o uso de
Pseudomonasresinovorans para o controle biolégico de patdégenos. Também é
descrita a possibilidade de uma combinagao bioldgica entre esse agente bioldgico e
outro agente. Esses agentes biolégicos realizam o controle dos patdgenos
competindo com os mesmos em seu habitat natural e podem ser utilizados em larga

escala.

A presente invengao difere desse documento no tocante a ndo se tratar de um
agente biolégico, mas sim, de um produto semi-purificado do metabolismo

microbiano usado para inibir patdégenos de plantas.

Sumario da Invencio

Em primeiro aspecto, a presente invencao descreve o processo de producao,
extracdo e semi-purificagdo de compostos antimicrobianos de bactérias Gram

negativas além de descrever formas de controle microbiolégico.

E, portanto um objeto da presente invencdo um processo de producdo, extragdo e
semi-purificagcdo de compostos antimicrobianos com atividade antimicrobiana

compreendendo as etapas de:

a) Preparo de um indculo de bactérias gram-negativas e indugao da producgao de
compostos antimicrobianos in vitro em meio liquido e em aerobiose;

b) Extrair os compostos com atividade antimicrobiana com solvente organico;

c) Fracionamento da fase organica diclorometano (FD) em uma coluna de gel de
silica;

d) Refracionamento das fragdes obtidas em c) em uma coluna de gel de silica.
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e) Formas de controle microbiolégico com o uso das fragdes obtidas nesta

invencao.

Descricdo detalhada da invencao

Producéo e extracdo das substincias antibidticas

O indculo utilizado para a producdo de metabdlitos secundarios com atividade

antibidtica foi obtido a partir de cultura de bactérias Gram negativas na fase de

crescimento acelerado ou exponencial (fase log), com 108 UFC mL_1 (D.0.= 0.9, A=
590 nm), sendo retirada uma aliquota de 50 a 150 pL desta suspensao e inoculada
em caldo nutriente adicionado de cloreto de cobre a uma concentragao cerca de 10
a cerca de 1000 mg/L, e incubada a uma temperatura cerca de 20°C a cerca de 37
°C durante cerca de 5 a cerca de 15 dias sob agitagdo mecéanica em agitador
horizontal com velocidade de cerca de 50 a cerca de 500 rpm. Apds o cultivo, as
células foram peletizadas por centrifugagao (5.000 a 15.000 rpm por 5 a 60 min, a
temperatura entre 2 e 10 °C). O sobrenadante livre de células foi lavados com
diclorometano com cercade 1 : 1 acercade 1: 10 (v : v) por particao liquido-liquido
em funil de separacado. Para cada separagao, este procedimento foi repetido cerca
de 1 a cerca de 30 vezes, deixando em repouso por cerca de 1 acerca de 30 min
cada. A fase diclorometano (FD) obtida na particdo foi concentrada em rotavapor a
uma temperatura de cerca de 30 °C a cerca de 50 °C, em seguida, congelada em
nitrogénio liquido e liofilizada. Nesta modalidade, o composto antibiético FD da
presente invencdo rende cerca 0.1 g a cerca de 0.5 g para cada 15 L de

sobrenadante.



80

Purificacdo das substancias antibidticas por cromatografia em coluna

A FD foi fracionada através de cromatografia em coluna de vidro (20 mm & x 350
mm altura), acoplada a uma bomba de vacuo. Como fase estacionaria foi utilizada
silica gel 60 (0.063 — 0.200 mm), e como fases mdveis solventes organicos com
polaridade crescente: hexano, diclorometano, acetato de etila, metanol, metanol e
agua destilada na razdo 1 : 1 (v : v) e agua destilada. Para cada solvente foi utilizado
um volume maximo de 500 mL. Nesta modalidade foram obtidas 6 fracdes: (F1)
fracdo hexano; (F2) fragao diclorometano; (F3) acetato de etila; (F4) metanol; (F5)
metanol e agua destilada e (F6) agua destilada. As fragdes foram concentradas em

rotavapor e congeladas em nitrogénio liquido e liofilizadas.

A fracdo F3 obtida (fracdo com maior atividade antibidtica monitoradas por
bioautografia em cromatografia em camada delgada e em método de disco difusao)

foi submetida a uma nova cromatografia em coluna.

Uma aliquota da fragdo F3 foi fracionada utilizando a mesma coluna e a mesma
bomba de vacuo. Como fase estacionaria foi utilizada silica gel 60 (0.063 — 0.200
mm), e como fases moéveis foram utilizadas solventes organicos com polaridade
crescente: (hexano (100; F3a), hexano/diclorometano (1 : 1; F3b) diclorometano
(100; F3c), diclorometano/acetato de etila (1 : 1; F3d), acetato de etila (100; F3e),
acetato de etila/metanol (1 : 1; F3f), metanol (100; F3g), metanol/agua (1 : 1; F3h) e
agua (100; F3i). As fracbes foram concentradas em rotavapor e congeladas em

nitrogénio liquido e liofilizadas.
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Experimentos realizados

Ensaio in vitro

Para avaliar e quantificar a atividade e potencial das fragdes com atividade
antibidtica foi utilizado a técnica de difusdo em disco seguindo as recomendagdes do
NationalCommittee for ClinicalLaboratory Standards (NCCLS) onde foi quantificado o
tamanho do halo de inibicdo formado. Os discos foram preparados com diferentes
concentragdes de cada fracdo (FD; F1; F2; F3; F4; F5; F6) nas concentragdes 100,
1000 e 10.000 pg/disco e (F3a; F3b; F3c; F3d; F3e; F3f, F3g; F3h; F3i) nas
concentragdes 100 e 1000 pg/disco) para a bactéria Xcc cepa 306 (Xcc 306) e as
concentragdes 250 e 500 ug/disco para 59 isolados clinicos multirresistentesde
bactérias produtoras de carbapenemase. Todos os experimentos foram realizados
com trés repeticbes em trés experimentos distintos.

Depois de secar os discos com cada fragdo ou controle de solvente (solventes
utilizados no processo de extragdo para cada fragado) foram colocados na superficie
do meio de cultura acrescido da suspensao de bactéria e foi incubado por 24 horas a
28 °C para a Xcc 306 e por 18 h a 37 °C para os isolados clinicos de KPC. Os halos

formados foram mensurados em milimetros.

Ensaio in vivo

As plantas de Citrus foram cultivadas em vasos de 3 L com solo nao estéril
(RhodicFerralsol) (FAO, 1994) mantidos em casa de vegetagao (28 °C/22 °C e 10

h/14 h dia/noite, umidade relativa de 80%). A cada 15 dias foram adicionados 150
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mL de solugao nutritiva de Hewitt para nao leguminosas (Hewitt, 1966) e regadas
conforme a necessidade com agua de torneira.
O primeiro experimento foi em blocos casualizados com o seguinte delineamento
experimental: 2 tempos de aplicagdo (pré e pds), 3 concentragbes da FD, 5
repeticbes (2 x 3 x 5, n = 40) e dois controles positivos com Xcc 306 e agua
destilada para o pré e pdés-tratamento com 5 plantas cada. A aplicacdo da FD foi
feita apdés 15 dias da poda e foram selecionadas 18 a 20 folhas jovens com
aproximadamente o mesmo tamanho. Antes da aplicagao as plantas foram cobertas
por 24 h com saco de polietileno preto para formar uma camara umida e escura,
permanecendo nestas condicoes por mais 48 h até o final das aplicacbes dos
tratamentos. No pré-tratamento, os vasos foram abertos e as plantas pulverizadas
com 8mL da FD por planta nas concentracdes de (10.000, 1.000, 100 ug mL") e 8
mL de agua destilada no controle (solvente utilizado para diluir a FD) e fechados,
apos 24h, os vasos foram novamente abertos e pulverizados com uma suspensao
de 8 mL de Xcc 306 (10° UFC mL™") por planta e fechados. Apds 24h foi tirado &
camara umida e escura dos vasos. No poés-tratamento, foi adotado o mesmo
procedimento descrito anteriormente com excecédo da ordem das pulverizagcées que
primeiramente foram inoculadas com Xcc306 e depois pulverizadas com as
concentracdes da FD.
O segundo experimento também foi em blocos casualizados e teve o seguinte
desenho experimental: 2 tempos de aplicagao (pré e pos), 4 concentragdes da F3, 5
repeticbes (2 x 4 x 5, n = 50), e dois controles positivos com Xcc 306 e agua
destilada para o pré e pds-tratamento com 5 plantas cada. O procedimento realizado
neste experimento foi 0 mesmo adotado no primeiro experimento, com exceg¢ao do

composto antibiético que foi a F3 com as seguintes concentrag¢des (10.000, 1.000,



83
100, 10 ug mL™"). O nimero de leséo dos experimentos foi determinado apds 21 dias
da aplicagdo. O numero de lesao por folha foi avaliada a partir da contagem das
lesdes em 18 folhas coletadas de cada repeticdo por tratamento e os dados
submetido a analise estatistica por regresséo (p < 0.01).
O terceiro experimento também foi em blocos casualizados com o seguinte desenho
experimental: dois tempos de aplicagéo (pré e pos), trés concentragdes da fragcéo
F3d, cinco repeticbes, e dois controles (positivo com Xcc 306 e agua destilada e
negativo somente com agua destilada com cinco plantas cada. O procedimento
realizado neste experimento foi o mesmo adotado no primeiro experimento, com
excecao do composto antibiético que foi a F3d com as seguintes concentracdes (1,
10, 100 yg mL-1). O numero de lesdo dos experimentos foi determinado apés 21
dias da aplicagdo. O numero de lesao por folha foi avaliada a partir da contagem das
lesdes em 18 folhas coletadas de cada repeticdo por tratamento e os dados

submetido a analise estatistica por regressao (p < 0.01).

Resultados

Na avaliagdo da agao antibidtica por difusdo em agar da FD e das fragdes F1; F2;
F3; F4; F5 e F6, a FD apresentou halos de inibicdo frete a Xcc 306. No entanto
somente a F3 mostrou ter efeito semelhante a FD formando halos de inibicdo de
crescimento com diametro aproximados, 42 e 38.5 mm na concentracdo de 10.000
pg/disco. As fragbes F1, F2 e F4 apresentaram menor atividade antibiotica com
halos de inibicdo de 13, 12.5 e 10 mm respectivamente. Na F1, a concentracdo 1000
pg/disco apresentou o mesmo efeito encontrado na 10.000 pg/disco (Tabela 1). A

fracdo F3d apresentou uma alta atividade antibidtica contra a Xcc 306, com halos de



84

inibicdo com diametro de 42 e 38.5 mm nas concentragdes de 1000 e 100 ug/disco

(Tabela 2).

Nos ensaios para os isolados clinicos de cepas milti-rresistentes de KPCs, a fracao
F3 apresentou uma boa atividade antibidtica contra 65% das cepas multi-resistentes
testadas de KPC na concentragdo de 250 pg/disco, com halos em média de 12 mm
de didmetro, e 89% na concentragdo 500 pg/disco, com halos em média com 14 mm

de didmetro.

Nos trés experimentos in vivo realizados, foi avaliado o efeito antibidtico na formagao

de lesdo de cancro citrico nas folhas.

No primeiro experimento onde foi aplicado a FD, no pré-tratamento, o efeito inibitério
foi observado a partir da D1 sendo maior na D2 e na D3. Na regresséao as diferengas
entre dose-efeito foi significativa (r* = 0.9868, p < 0.01) mostrando que a dose
minima testada foi a mais efetiva no controle da formacdo de lesdo. As plantas
tratadas com a D3 apresentaram 80% menos lesédo nas folhas quando comparadas
com o controle (Figura 1 A). No pds-tratamento as concentragdes maiores D1 e D2
estimularam a formacgao de lesdao 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 apds a Xac 306 tendo também diferencas

significativas no nimero 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 concentracdes
diminuiram o ntmero 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 numero de lesdo e as plantas tratadas com a D4 o
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numero de lesdo foi reduzido em 92 %, quando comparado com as plantas controle
(Figura 2A). As plantas tratadas com a F3 no pds-tratamento a correlagédo dose-
efeito também foi significativa (r* = 0.9938, p < 0.01), onde todas as concentracdes
diminuiram o numero de lesdo, no entanto o efeito na formacdo de lesado 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).

A FD na concentracdo D3 do pré-tratamento diminuiu aproximadamente 80% no
numero de lesdes foliares, por outro lado, no pds-tratamento os efeitos observados
foram diferentes. A D1 estimulou o numero de lesdes e a D2 nao teve efeito tendo
aproximadamente o mesmo numero de lesbées do controle. Mesmo a D3 que
apresentou melhor controle, a sua eficiéncia diminuiu bastante, pois a redugao no
numero de lesdes foi somente de 30% em relagdo ao controle. Isto demonstra que a
forma de tratamento com a FD tem efeitos diferentes no controle das lesbes o que é
reforgado pelo fato de ambos os modelos apresentaram diferengas significativas na
correlacdo dose-efeito e um alto valor de regressdo (r?). Na F3 no pré-tratamento
todas as doses tiveram um grande efeito inibitério no numero de leséo, sendo a mais
efetiva a menor dose a D4 e no pds-tratamento o efeito observado foi menor do que
no pré-tratamento, sugerindo que apesar de nao ocorrer o estimulo na formagao de
lesdo como na FD, o efeito observado foi menor do que no pré-tratamento. Isto
significa que o tempo de aplicagdo é um importante fator na relacdo dose-efeito.

Portanto, atividade das substancias antibiéticas produzida pela cepa LV tem efeito
inibitorio na formagéo de lesdes foliares do cancro citrico. Este efeito € um resultado
bastante importante na obtencido de novos produtos industriais para o controle
efetivo das bactérias fitopatogénicas causadas por bactérias em citros, diminuindo

assim, os prejuizos causados por estes microrganismos na citricultura mundial.
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Tabela 1: Avaliacdo da acdoantibidtica por difusdo em agar da fase diclorometano
(FD), fragdo hexano (F1), fragdo diclorometano (F2), fragdo acetato de etila (F3),
fracdo metanol (F4), fragdo metanol e agua (F5) e fragdo agua (F6), frente a Xcc306

Amostras Concentracdo (ug mL™")  Diametro do halo (mm)
10000 38.5

FD 1000 21.5
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 -
10000 -

F6 1000 -
100 -

(-) sem formacao de halos de inibicao
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Tabela 2: Avaliagcédo da atividade antibidtica das fragdes obtidas por CLV, por difusao
em agar frente a Xcc 306.

Amostras Concentracdo (ug mL™")  Diametro do halo (mm)
F3a 1000 :
"3 1000 :
Fc 1000 :
Fad 1000 2
Fe 1000 :
Faf 1000 :
"3 1000 :
F3h 1000 :
F3i 1000 :

F3a- Extraido com hexano (100), F3b- Extraido com hexano/diclorometano (1:1;),
F3c- Extraido com diclorometano (100), F3d- Extraido com diclorometano/acetato
de etila (1:1), F3e- Extraido com acetato de etila (100), F3f- Extraido com acetato
de etila/metanol (1:1), F3g- Extraido com metanol (100), F3h- Extraido com
metanol/agua (1:1), F3i- Extraido com agua (100). (-) sem formagao de halos de
inibicao.
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Figura 1: Regressao (p < 0.01, n = 40) dose-efeito da aplicacao de trés doses da
fase diclorometano (DO = agua destilada, D1 = 10.000 yg mL™", D2 = 1.000 ug mL™,
D3 = 100 pg mL™") sobre o nimero de lesdes foliares de cancro citrico causado pela
X. citripv. citricepa 306 em plantas de Citrussinensis cv. Valéncia apos 21 dias da
aplicacdo. (A) Pré-tratamento. (B) Pds-tratamento.
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FIGURA 2
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Figura 2: Regressao (p < 0.01, n = 50) dose-efeito da aplicagdo 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 pg mL", D4=10 ug mL™)
sobre o numero de lesdes foliares de cancro citrico causado pela X. citripv. citricepa
306 em plantas de Citrussinensis cv. Valéncia apés 21 dias de aplicagéo. (A) Pré-
tratamento, (B) Pés-tratamento.
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Figura 3: Regressao (p < 0.01, n = 50) dose-efeito da aplicagcdo de trés doses da
fracdo F3d obtida a partir do fracionamento da facdo F3 com acetato de
etila/diclorometano 1:1 (v:v) onde (DO=agua destilada, D1=1 ug mL™, D2=10 pg mL"
' D3=100 pg mL™) sobre o nimero de lesées foliares de cancro citrico causado pela
X. citripv. citricepa 306 em plantas de Citrussinensis cv. Valéncia ap6s 21 dias de
aplicacao. (A) Pré-tratamento, (B) Pés-tratamento.
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In this work, we evaluated the antibiotic activity of metabolites produced by the Preud: sp LV
atrain and their effects on the cell marphology of the Xanthomonas cierd e, it 306 strain (Xoc 3061
which causes citrus canker lesions. The LV strain was cultvated, centrifuged, a cell-free supermatant
was wreated with dichloromethane and then concentrated, frozen in ligquid nitrogen and hyophilized.
The dichloromethane phase (IN) was fractionated by vacuum liquid chromatography (VLC) using six
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Oitriculture VL weere tested against Xoo 306 and only the F3 fraction showed antimicrobial activity. The antibiotic
i i activity of F3 was determined by minimum inhibitory concentration and the action on the cell morphol-
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showed antibiotic activity against Moo 306 in in viftro experiments, Electron microscopy showed that the
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F3 fraction (highly effective in in vitro experiments), reduced the formation of lesions by approxi mately

BO% and 94T, respoctively,
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1. Introd uction systemic acquired resistance inducers (van Loon et al, 1998)

Citrus canker caused by Xanthomonas difrl pv. dirf (Xec) s an
important disease in citriculture in all producing countries (Stall
and Civerolo, 1991; Kimati and Bergamin Filho, 1995; Gotrwald
et al. 2002} The symptoms consist of erumpent lesions on fruit,
leaves and young stems., reducing frult quality and production.

The control of bacterial pathogens is a serious problem in citri-
culture. and the management strategies include the use of discase-
free seedlings. resistant cultivars, windbreaks to hinder inoculum
dispersal, and bactericides containing copper (Schubert and Sun,
20031 But, these strategies are not always effective, especially
when the environmental conditions are optimal for discase dis-
semination or inocilum density is high (Sahin and Miller, 1996).

The challenge is find a new control method which increases the
effectiveness of citrus canker control in the orange orchard. At the
mament, some alternatives methods should be namoed as follow, a

= Cormesponding author, Addeess: Depaniamento de Microbiokogia, Laboratiaio de
Ecndogia Microblana, Unisersidade Evadual de Londrina, Londring, Caba Postal
G001, CEP S6051-090, brazil. Fax: «55 4313371 4751,
F-mosl addren andradeg@urd by (L Andisde |

V8- 6445 - sor Tranl mater © 2010 Blsevier Inc. All rights resarand,
Sk 10, VOVG[] Rvicadcant 1oL 01 001 0,008

which has been used effectively against a number of bacterial plant
diseases ( Louws et al, 2001; Macson-Stein et al. 2002; Pradhanang
et al, 2005). Some compounds have already been tested but were
not effective against citrus canker (Graham and Leite, 2004), thus,
further studies are needed with new compounds.

Another strategy is the use of blological control agents. includ-
ing antagonistic bactena (Arya and Parashar, 2002; Wulll et al.
2002; Byme et al, 2005), plant growth-promoting bacteria (Ji
et al, 2006) and bacteriophages (Balogh ot al., 2003, 2008). meth-
ods that were successlully used in the control of several pathogens
and are also promising candidates for control of citrus canker,
Studies of biological control on citrus canker are still in preliminary
stages using many antagonistic bacteria strains such as Perudomo-
nas sp. Erwinba herbicola and Bocillus subnilis isolated from citnis
phylloplane were showed antagonistic effect in virro against canker
pathogen [(Goto of al. 1979; Ota, 1983; Kalita et al. 1996} How-
ever, further studies needs to be performed in order to find an
effective antagonist bacteria or antibiotic compounds produced
hyit!:.icrund-lrrmﬂ-lml'tsm with an effective ability to control cit-
rus canker,



