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X
Resumo

INVESTIGACAO DA ACAO BACTERICIDA DE PRODUTOS NATURAIS SOBRE A
BACTERIA XYLELLA FASTIDIOSA. O presente trabalho descreve o estudo de
compostos naturais como agentes bactericidas para o controle da bactéria Xylella
fastidiosa, causadora da doenga Clorose Variegada Do Citros (CVC), “amarelinho”. A
CVC é uma doenca causadora de grandes prejuizos na citricultura brasileira e que
ainda nao possui um produto bactericida especifico no mercado para combaté-la. O
projeto foi desenvolvido em duas etapas. A primeira faze do projeto foi desenvolvido
com ensaios inVitro, onde os compostos naringenina complexada com ruténio e
magnésio, separadamente, hesperidina complexada com magnésio, azadirachtina,
hesperidina e naringenina, foram testados como inibidores de crescimento da bactéria
Xylella fastidiosa, utilizando o sistema de microdiluicio em caldo para detectar a
concentragdo inibitéria minima destes compostos perante a bactéria Xylella fastidiosa.
Estes compostos apresentaram, respectivamente, concentragdes inibitérias minimas de
0,19 uM, 0,34 uM, 1,01 uM, 2,1 uM, 3,27 uM e 7,3 uM. Numa segunda etapa, os
melhores resultados obtidos in vitro foram validados em experimentos in Vivo, onde a
bactéria foi inoculada em plantas de citros sadias. Apds um periodo de manifestacao
da doenca nas plantas, estas foram diagnosticadas através de analises de PCR para
identificar qual das plantas havia sido efetivamente contaminada pela bactéria. Apos
detectar as plantas doentes, através da presenca do DNA da bactéria Xylella fastidiosa,
estas foram tratadas com os compostos naturais e seus derivados que foram testados
in Vitro. Ap6s um periodo de tratamento, para que as plantas absorvessem o0s
metabolitos e estes atuassem sobre a bactéria, realizou-se uma andlise por PCR
quantitativo (qQPCR) comparando a quantidade de bactéria nas plantas antes e apds o
tratamento com os bactericidas, avaliando a ocorréncia ou ndo, da inibigdo da bactéria.
Obteve-se os seguintes resultados: para naringenina complexada com Mg, 0,8 uM;
naringenina complexada com Ru, 1,2 uM; azadirachtina, 1,4 uM; hesperidina, 1,8 uM;
naringenina 3,9 uM e cobre (controle positivo), 6,3 uM, isto para 0,1 % de bactéria viva.

Os resultados obtidos in vitro foram coerentes com os resultados in vivo



Abstract

INVESTIGATION OF BACTERICIDE PRODUCTS ACTION ON XYLELLA FASTIDIOSA
BACTERIUM. This work describes the study of natural compounds as potential
bactericides for control of Xylella fastidiosa which causes the Citrus Variegated
Chlorosis (CVC), a disease that causes large losses in brazilian citrus and still does not
have a bactericidal specific in the market to combat it. The project was deveped in two
stages. The first part of the work was done in vitro, where the compounds naringenina
complexed with ruténio and magnésio, separately, hesperidina complexed with
magnésio, azadirachtina, hesperidina and naringenina were tested as inhibitors of
Xylella fastidiosa growth using the system of microdilution in culture media to detect the
minimal inhibitory concetration of these compounds against the bacterium Xylella
fastidiosa. These compounds showed, respectively, minimum inhibitory concentrations
of 0,19 uM, 0,34 uM, 1,01 uM, 2,1 uM, 3,27 uM e 7,3 uM. In a second phase, the best
results obtained in vitro were validated in Vivo experiments, where the bacterium was
inoculated into healthy citros plants. After a period of manifestation of disease in plants,
these were diagnosed by PCR analysis to identify which plants had been contaminated
by the bacterial. After detecting diseased plants through the presence of Xylella
fastidiosa’ s DNA, they were treated with those natural componds and their derivatives
that have been tested in vitro. After a period of treatement, the plants to obsorb the
metabolites and acted upon these bacteria, a analysis was perfomed by quantitative
PCR (gPCR) comparing the amount of bacteria in plants before and after treatment with
the bactericide, evaluating the occurrence or not, of the bacterium inibition. The
following results were obtained: for naringenina complexed with Mg, 0,8 uM; naringenina
complexed with Ru, 1,2 uM; azadirachtina, 1,4 uM; hesperidina, 1,8 uM; naringenina 3,9
uM and cuprum (positive control), 6,3 uM, this for 0,1% of life bacteria. The in vitro

results consistent with the results in vivo.
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1- Introducao

1.1- Historia da citricultura no Brasil

Os citros sao plantas nativas do sudeste do continente asiatico, de onde foram
distribuidos para vérias partes do mundo. Nas Américas, provavelmente essas plantas
foram introduzidas a partir de 1493 através de sementes trazidas por Colombo
(WEBBER et al., 1967). No Brasil, os citros foram introduzidos por volta de 1530 com o
primeiro relato em Cananéia (SP), expandindo-se para outras partes do Brasil
rapidamente (HASSE, 1987).

Percorrendo os laranjais da Califérnia, Texas e Florida, nos Estados Unidos, em
1952, Sylvio Moreira afirmava convicto que, “gracas as condi¢cdes grandemente
favoraveis a essa cultura existentes em nosso Pais, tinhamos uma promissora
possibilidade de competir com o maior produtor mundial de citros”. Isso parecia uma
utopia, até que a geada de 1962/63, ocorrida na Florida, veio abrir, de forma
inesperada, um novo e ambicionado campo para a colocag¢ao da producao brasileira na
forma de suco concentrado congelado de citros, de larga aceitagdo mundial (MOREIRA,
1980).

O Brasil entra no século XXI com a producédo de 18,5 milhées de toneladas de
frutas citricas, sendo atualmente o maior produtor e exportador de suco concentrado e
congelado. A principal area produtora é o Estado de Sao Paulo, produzindo 78,2% do
total, e supera a producao da Flérida em quantidade de frutas e de suco concentrado
congelado (SCC). Os demais estados brasileiros produtores de fruta citrica no Brasil
sao: Sergipe, com 4,09%; Bahia, com 2,92%; Minas Gerais, com 2,27%; Rio Grande do
Sul, com 1,87%; Parana, com 1,16%; Rio de Janeiro, com 0,75% e Goias, com 0,58%
(AMARO e SALVA, 2001).

Aproximadamente 98% do suco concentrado é exportado para os Estados
Unidos e Unido Européia, além do Japao e outros 45 paises. A exportacao da fruta in
natura é pequena, e somada a fruta comercializada internamente, representa 30% da

producéo.



Entre as variedades produzidas no Brasil se destacam a laranja Péra, com
37,8% do mercado, seguida da Natal e da Valéncia, ambas com 23,9% cada uma
(POMPEU JUNIOR, 2001).

1.2- Futuro da citricultura brasileira.

Sob a ética comercial, os pontos fortes da citricultura brasileira — sobretudo da
paulista — sdo o seu custo de producao competitivo e um parque industrial que atua em
escala global.

Por outro lado, o ponto fraco encontra-se no principal ativo: os pomares. Nos
ultimos anos, o aparecimento de severas doengas comprometeu o custo e a oferta
futura.

A historia mostra que o setor acabou encontrando solucées gracas a habilidade e
a agilidade de pesquisas de vangarda. Mas o aparecimento de novas doencas neste
inicio de milénio é um risco econdmico muito presente no setor e pode comprometer a
competitividade brasileira no futuro (MATTOS JUNIOR et al., 2005).

1.3- Doencas da citricultura

Pode-se definir doenca como um disturbio fisiolégico, resultado de uma irritagéo
continua causada por agentes bi6ticos ou abi6ticos e que pode levar ao aparecimento
de sintomas (AGRIOS, 1997). Em consequéncia dessa definicdo, doenca ndo pode ser
confundida com o patégeno nem com os sintomas, nem com injurias. Também por essa
defini¢do, fica claro que o mais importante ndo € a natureza do agente causal, mas,
sim, a interacado que ocorre com a planta.

Dentre os agentes bioticos, destaca-se os fungos e bactérias, além dos virus,
virbides e nematdides. Os agentes abidticos podem ser temperaturas muitos altas ou
muito baixas, intoxicacao por pesticida ou minerais, falta ou excesso de luz ou umidade
do solo, poluicao atmosférica, acidez ou alcalinidade do solo, etc.

Qualquer que seja o agente causal, as doencas podem ser tipificadas de acordo
com o processo fisiolégico que afetam, e a partir dele ter uma idéia da evolucéo e do
comportamento da interacado patégeno-hospedeiro (FIGURA 1.1) (BEDENDO, 1995).



Tipo de doenca
I ! ]! Iv \' Vi

<€4—— Agressividade

Especificidade >

Evolucao do parasitismo

FIGURA 1.1. Agressividade, especificidade, e evolucdo da interagdo patégeno-
hospedeiro em funcdo do tipo de doenca. Legenda: | = podriddo de frutos, Il =
tombamento, Il = podriddo de raizes e colo, IV = doengas vasculares, V = manchas, e
VI = viroses. (Fonte: MATTOS JUNIOR et al., 2005)

As doencas do tipo | sdo as doencas de 6rgao de reserva, onde as principais
sdo: a verrugose, que recebe esse nome devido a deformacgédo severa que causa na
casca dos frutos citricos. A melanose, cujos sintomas sdo pequenas manchas

circulares, marrom escuras ou pretas, salientes. A mancha preta ou pinta preta, que é

uma doenga fungica e seus sintomas sdo lesbdes circulares, com centro claro,

deprimidas, circundadas por borda escura. Podriddo de alternaria, onde os frutos
afetados amarelecem prematuramente e podem apresentar cor marrom na casca,

préximo a regiao estilar. Podridao floral ou estrelinha.

As doencas do tipo Il sdo aquelas que causam danos em tecidos jovens onde a
principal é o tombamento ou damping-off.

As doencas do tipo Ill sdo as que causam podriddes de colo e de raizes, a
principal delas € a Gomose, causada por um fungo e seus sintomas mais comuns sdo
a exsudacao de goma em lesdes no tronco e colo da planta.

As doencas do tipo IV sdo as vasculares, onde a principal é a Clorose variegada dos

citros (CVQ).

As doencgas do tipo V sdo as que afetam a fotossintese, onde as principais sao:

Cancro citrico, cujos sintomas sao lesées levemente salientes nas folhas e frutos, os




frutos caem da planta antes de atingir a maturacao. A fumagina, que nao é considerada
uma doenca muito importante, mas pode afetar a fotossintese, é a mais conhecida
doenga causada pelos “fungos de revestimento”, ou seja, fungos que crescem sobre
tecidos das plantas, mas ndo os penetram. Mancha da alternario, uma das doengas

mais recentes do Brasil e vem se disseminando no mundo nos ultimos anos, ataca
folhas e frutos, seus sintomas sdao manchas marrons que afetam o crescimento dos
ramos e qualidade dos frutos.

As doencas do tipo VI sdo aquelas que alteram o uso de fotossintatos, onde as
principais sdo causadas por virus. A principal é o Greening, que € uma das mais
destrutivas doencas do citros, seus sintomas sdo manchas amarelas interernervais nas
folhas, confundindo com deficiéncia nutricional, podem também apresentar ma
formacé&o nas pontas, muitas vezes em forma de coragdo apresentando geralmente
uma producado pequena, com frutos deformados. A FIGURA 1.2 ilustra as principais

doencas da citricultura brasileira (MATTOS JUNIOR et al., 2005)

Verrugose Melanose Pinta preta  Ajternaria Greening

Podridao floral ou estrelinha Gomose Cancro Fumagina

FIGURA 1.2. Imagens ilustrativas para os principais sintomas de doencgas dos citros dos
tipos I, II, 1ll, IV e V. (Fonte: www.fundecitros.com.br, janeiro 2013)
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1.4 - A Clorose variegada dos citros: Xylella fastidiosa.

1.4.1 — Etiologia

Em 1987, a CVC foi pela primeira vez constatada em pomares da regido
Noroeste do Estado de Sao Paulo, reduzindo a producao e o tamanho dos frutos das
principais variedades de laranja doce, independentemente do porta-enxerto utilizado
(ROSSETTI et al., 1990; ROSSETTI e DE NEGRI, 1990). Inicialmente, suspeitou-se de
desequilibrio nutricional ou mesmo de manifestacao de nova estirpe do closterovirus da
tristeza do citros. A segunda hipétese foi logo refutada em vista da auséncia do quadro
sintomatoldgico tipico. A primeira suspeita ndo foi confirmada e passou a ser
considerada apenas como consequéncia: a CVC afeta a absorcao e a distribuicao de
certos nutrientes, em especial o zinco e o potassio, cujos teores foliares sdo muito
reduzidos. Tal reducéo, independe dos teores presentes no solo e de aplicacao foliares
de zinco.

Amostras de folhas foram enviadas a laboratérios franceses e americanos para
que se estudasse a possibilidade de se tratar de huangglongbing, doenca do citros até
entdo nao existente no Brasil e causada por organismo fastidioso limitado ao floema.
Os resultados foram negativos para aquela doencga, porém constatou-se a presencga de
bactérias similares a X. Fastidiosa, no xilema das plantas sintomaticas, o que nao
acontecia nas amostras de plantas sadias (ROSSETTI et al., 1990).

A identidade da bactéria (X. Fastidiosa) foi confirmada em 1991 (LEITE JUNIOR
e LEITE, 1991). Por fim, em 1993, os postulados de Koch foram cumpridos (CHANG et
al., 1993) e confirmados posteriormente (LEE et al., 1993; HARTUNG et al., 1994),
determinando aquela bactéria como o agente etiolégico da CVC.

Xylella fastidiosa isolada de plantas com CVC tem a forma de bastonetes, possui
entre 1 e 4 um de comprimento por 0,25 a 0,50 de diametro e apresenta parede celular
com trés camadas (externa; interna ou membrana citoplasmatica; intermediaria ou de
peptidioglicanos). Sua reproducao se da por fissao binaria, ou seja, pela simples divisédo

ao meio de uma bactéria em duas (FIGURA 1.3).



FIGURA 1.3. Imagens da bactéria Xylella fastidiosa. (1) Aumento de 18500x, (2)
aumento de 40.000x, (a) fissdo binaria. (Fonte: LACAVA e MIRANDA, 2000).

Outras caracteristicas importantes do ponto de vista sistematico seriam a néo-
motilidade devido a falta de flagelos, a néo-pigmentacdo, o fato de ser aerdbica e
também crescer muito lentamente em meio de cultura. A X. Fastidiosa possui ainda as
seguintes caracteristicas: i) crescimento 6timo entre 26 e 28 °C, ii) pH étimo entre 6,5 e
6,9, iii) n&o hidroliza gelatina, iv) utiliza hipurato e v) ndo fermenta glicose, sendo
negativa para indol, H.S, lipase, amilase, fosfatase e b-galactosidase, mas positiva para
catalase e hidrélise de amido (LACAVA e MIRANDA, 2000).

Embora existam teorias a respeito da liberacdo de toxinas e de desregulagao
hormonal para outras doengas causadas por X. fastidiosa (HOPKINS, 1995), grande
parte dos trabalhos publicados admite a ocorréncia de estresse hidrico devido a
colonizacdo e entupimento dos vasos xilematicos pela bactéria (EVERT e MULLINIX
JUNIOR, 1983; GOODWIN et al., 1988; HOPKINS, 1995).

Com a CVC parece acontecer o0 mesmo, ja que um dos seus sintomas, pelo
menos em plantas muito afetadas, é a murcha de ramos. Confirmando essa
observacdo, MACHADO et. al. (1994) mostraram que as folhas de plantas afetadas pela
CVC apresentam sintomas de deficiéncia hidrica associada a diminuigdo na
fotossintese, na transpiracdo, na condutividade estomatica e no potencial hidrico.

Mostraram ainda, que a diminuicao na fotossintese estava possivelmente relacionada a



baixos valores de condutividade estomatal, os quais podem ser associados a
deficiéncia hidrica. Também verificaram que a atividade estomatal ndo foi afetada,
concluindo que os sintomas de déficit hidrico apresentado pelas plantas afetadas por
CVC sao causados pelo aumento na resisténcia ao fluxo de agua nos vasos do xilema.

Em concordancia com os resultados desse trabalho de fisiologia, LARANJEIRA e
PALAZZO (1999) sugerem que as alteragdes nas caracteristicas internas dos frutos sao
muito mais resultantes de déficit hidrico que de atuagao direta no metabolismo da
planta, ou seja, as alteracoes observadas naquelas caracteristicas, como o aumento no
teor de sélidos soluveis, sao tipicas de situacdes de déficit hidrico e podem também ser
observadas em plantas sadias. Sao fartos na literatura os relatos de déficit hidrico
alterando tamanho de fruto, coloracao da casca, conteido de sélidos sollveis, acidez,
etc.

Por outro lado, QUEIROZ-VOLTAN e PARADELO FILHO (1999), analisando as
caracteristicas de folhas de citros com sintomas da clorose variegada, detectaram nao
s6é uma reducdo no numero de cloroplastos, mas também, nas areas cloroéticas,
cloroplastos quase que totalmente destruidos. Além disso, relataram uma grande
concentragdo de cristais de hesperidina nas folhas afetadas, assim como deposi¢des
de goma nos vasos do xilema. Esses autores, sugerem que a deposicdo de goma
talvez seja um componente da obstrugdo dos vasos e, em consequéncia, do déficit
hidrico. Sugerem ainda que os cristais de hesperidina se relacionem ao endurecimento
dos frutos. Esses cristais de relacionariam também ao metabolismo de compostos
fendlicos e horménios vegetais, o0 que associaria X. fastidiosa a mecanismos de
senescéncia e estresses nutricionais e ambientais. De certa forma, essa relacdo pode
ser confirmada com o trabalho de GOMES et al. (1999) que relatam aumentos
significativos nas concentracées de acido abscisico (ABA) em plantas infectadas e
submetidas a estresse hidrico. Como consequéncia, tais plantas apresentaram reducao
na condutancia estomatica, na assimilacao de CO; e na transpiragdo. Do mesmo modo,
em plantas com CVC e irrigadas, houve evolucao de sintomas e a diminuigdo gradativa
dos valores de condutancia estomatica, assimilacdo de CO. e potencial de agua nas
folhas, indicando que a irrigacao nao foi uma pratica eficaz para conter o avango da
doencga ou para atenuar seus efeitos (MEDINA, 2002).



1.4.2 — Xylella fastidiosa e a formacao do biofilme.

Biofilmes sdo comunidades de microrganismos, que se aderem as superficies e
cujas células geralmente estdo cobertas por uma matriz de exopolimeros (NOBILE et al,
2008). O biofilme confere varias vantagens para as colbnias, entre elas, uma melhor
proliferacdo celular decorrente de maior comunicacao entre as células, melhoria na
aquisicao de nutrientes, acesso a diferentes nichos, e defesa contra fatores antagbénicos
como agentes oxidativos e antibidticos, o que, em geral, acaba contribuindo para um
aumento da sobrevivéncia da colénia (LEITE et al., 2001). Os exopolissacarideos
comumente produzidos, por exemplo, tornam as col6nias cerca de 500 vezes mais
resistentes a agentes antimicrobianos, segundo COSTERTON et.al (1995). Assim, o
biofilme consiste em uma estratégia de sobrevivéncia das bactérias (FEIL et al., 2007).

A formacgdo do biofilme € composta por diferentes estadios iniciando-se pela
adesdo na superficie, proliferagdo bacteriana dentro de microcol6nias e expansao
destas, formando estruturas altamente organizadas. STOODLEY et al, (2002) dividiu a
formacdo do biofiime em cinco diferentes estadios (FIGURA 1.4). O estadio 1,
correspondente a adesao reversivel das células na superficie; o estadio 2, referente a
adesdo irreversivel mediada principalmente pela producdo de substancias
exopoliméricas; no estadio 3 , onde inicia-se a primeira fase de maturacao do biofilme
caracterizada pelo inicio do desenvolvimento da arquitetura do biofilme; a segunda fase
de maturacdo, estadio 4, corresponde ao biofilme totalmente maduro, com alta
densidade celular, e a arquitetura do biofilme apresenta-se de forma complexa; o
estadio 5 é referente a fase de dispersao das células do biofilme.



FIGURA 1.4. Modelo dos estadios de desenvolvimento de biofilme bacteriano. 1)
Estddio onde as células bacterianas aderem de forma reversivel na superficie. 2)
Estadio que as células perdem sua motilidade e aderem na superficie de forma
irreversivel, uma etapa mediada principalmente por substancias exopoliméricas. 3)
Estadio correspondente ao inicio da maturacdo do biofilme, indicado pelo
desenvolvimento inicial da arquitetura do biofilme. 4) Estadio de total maturacdo do
biofilme, indicado por uma complexa arquitetura do biofilme. 5) Estadio de dispersao,
com o aparecimento de células méveis que deixam as microcolénias (STOODLEY et al,
2002).

X. fastidiosa apresenta a formacao do biofilme tal qual bactérias patégenas de
humanos, com pelo menos cinco fases distintas, no entanto com o tempo de formagéao
bem mais lento que outras bactérias, o que se explica por seu crescimento fastidioso
(SOUZA et al.,, 2004). Em um trabalho realizado para analise do biofiime de X.
fastidiosa nos diferentes dias de formacéao do biofilme in vitro, verificou-se que apds trés
dias de crescimento inicia-se a formacao do biofilme, com 15 dias o biofilme inicia sua
maturacdo, apd6s 20 dias ele se torna maduro, e apdés 30 dias ocorre a fase de
dispersao celular (SOUZA et al., 2003).

Baseado no estudo funcional da X. fastidiosa causadora da CVC, foi proposto um

modelo da formag&o do biofilme dessa bactéria no xilema da planta (FIGURA 1.5)



10

(SOUZA et al., 2006). Quando as células bacterianas atingem o estadio de biofilme
maduro é ativado um sistema de sinalizacdo denominado “quorum sensing”. Esta
sinalizacao permite que as bactérias regulem a expressao de genes especificos como
os associados a fatores de viruléncia, resisténcia a compostos antimicrobianos,
respostas de defesa do hospedeiro, condicbes de deficiéncia nutricional, producédo de
antibioticos e transferéncia de plasmideos por conjugagéo (DE KIEVIT e IGLEWSKI,
1999; DAVEY e O'TOOLE, 2000; RAHMATI et al., 2002; MOLIN e TOLKER-NIELSEN,
2003). Estas caracteristicas permitem que as células em biofilme apresentem grande
vantagem adaptativa e competitiva no hospedeiro (DAVEY e O'TOOLE, 2000). Tem
sido demonstrado, por exemplo, que células em biofiime sdo 500 vezes mais
resistentes a compostos antimicrobianos que em crescimento planctdnico
(COSTERTON et al., 1995).



Sintese de novo

11

hEndufi’ticus

3 Producdo de goma RpfF (DSF) e fimbria  ©
Quorum sensing, resisténcia tipo IV

"Fimbrias tipo 12 IV,

adesinas afimbriais & s :
Msra a compostos antimicrobianos,

producdo de toxinas e exoenzimas

FIGURA 1.5. Modelo de interacdo e formacao de biofilme das células de X. fastidiosa
com a superficie do hospedeiro. Feixe vascular contendo endofiticos e seiva do xilema.
1. As células de X. fastidiosa sao inoculadas pelo vetor. As células aderem a superficie
do xilema devido a atracao eletrostatica mediada pela carga positiva das adesinas com
a carga negativa dos vasos. 2. Multiplicacdo das células e inicio da formacao do
biofilme. Aumento da expressdo de genes associados a adesdo célulacélula e
manutencao da adesao pela acdo da enzima metionina sulféxido redutase. 3. Formacao
de biofilme maduro e ativacdo de genes que conferem vantagens adaptativas e
competitivas para a comunidade microbiana. 4. Aumento do biofilme resultando no
bloqueio do feixe vascular e movimento das células através da degradacdo das
pitmembranas. 5. Dispersdo celulas, possivelmente mediada pela sinalizacdo por
pequenas moléculas difusiveis (DSF), movimento dentro do vaso através de fimbrias do
tipo IV e inicio da formagdo de biofilme em outra regido da superficie do xilema.
(SOUZA et al., 2006).
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1.4.3 — Hospedeiros e sintomas.

O género Citrus € bastante afetado pela bactéria Xylella fastidiosa, ja que
laranjas doces, tangerinas, tangores, tangelos podem apresentar sintomas
(LARANJEIRA et al., 1998 a, b).

No Brasil, a bactéria X. fastidiosa também pode ser encontrada em café,
causando a atrofia dos ramos do cafeeiro (PARADELA FILHO et al., 1995, 1999), em
ameixeira, associada a escaldadura da folha (KITAJIMA et al., 1981), e em diversas
plantas daninhas, como guanxuma, capim pé-de-galinha e braquiaria, entre outras
(HARAKAVA et al., 1994; ROSSETO et al.,, 2000; TRAVENSOLO e LEITE JUNIOR,
1996; LOPES et al., 1999). Plantas ornamentais, como hibisco (Hibiscus rosa-sinensis
L.) e vinca [(Catharanthus roseus (L.) G. Don] também sao hospedeiras de X. fastidiosa
no Brasil (UENO et al., 1998; KITAJIMA et al., 2000). Entretanto, ainda ndo se sabe se
os isolados desses hospedeiros podem causar problemas em citros, ou se essas
plantas sao boas fontes de inoculo.

As laranjas doces aparecem como hospedeiras mais suscetiveis de X. fastidiosa.
Dentro desse grupo, existem diferencas bastante acentuadas em relacdo a
suscetibilidade (LARANJEIRA et al., 1995; LI et al.,, 1996). Entre as laranjas doces
testadas, as variedades Rubi, Westin e Ovale apresentam menos sintomas foliares,
com incidéncia de cinco a dez vezes menor que nas variedades mais suscetiveis
(Barao, Péra e Lima). Apesar disso, a intensidade de sintomas nas folhas nao tem boa
correlacdo com danos. A Rubi, por exemplo, apesar dos poucos sintomas foliares, tem
sua produgdo muito diminuida, com danos comparaveis aos observados nas laranjas
Péra ou Bardo. As variedades Westin (meia-estagdo) e Lue Gim Gong (tardia) sofrem
0s mesmos danos a producao (LARANJEIRA & POMPEU JUNIOR, 2002).

Os sintomas mais conhecidos da CVC constitui-se de pequenas manchas
internervais amarelas na face superior da folha (FIGURA 1.6 A). Inicialmente, essa
manchas nédo sao muito extensas. A essas cloroses correspondem, na face inferior,
manchas de coloracao variando entre o vermelho e o marrom (FIGURA 1.6 B). Essas

manchas podem ser pontuais ou mais difusas, ndo sendo entretanto, necréticas
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(ROSSETI e DE NEGRI, 1990). Em plantas muito afetadas pela CVC, é comum a
presenca de desequilibrios nutricionais, notadamente de zinco, magnésio ou potassio.

Os sintomas nos frutos surgem apds o aparecimento dos sintomas foliares e
apenas nos ramos ja afetados, havendo uma tendéncia a frutificacdo em “pencas”
(ROSSETTI e DE NEGRI, 1990; LARANJEIRA, 1997). Os frutos sdo pequenos,
endurecidos, aparentam deficiéncia de potassio e chegam a causar danos as maquinas
de moagem das fabricas de suco concentrado (Figura 1.6 C) (LARANJEIRA, 1997).

Internamente, o fruto tem suas caracteristicas organolépticas bastante afetadas.
LARANJEIRA e PALAZZO (1999) mostraram que o teor de sélidos soluveis e a acidez
aumentam, parecendo ser esse um efeito apenas de concentragao, ja que a quantidade
de suco diminui. Como consequéncia, a producéao total de soélidos sollveis &€ menor.
Obviamente, essas caracteristicas sao bastante prejudiciais, tanto para producado de
suco de laranja quanto para a comercializagdo dos frutos in natura (LARANJEIRA e
PALAZZO, 1999).

FIGURA 1.6. Sintomas da clorose variegada dos citros: A, clorose tipica na face
superior da folha; B, clorose tipica na face inferior das folhas; C, fruto com tamanho
reduzido (direita); D, frutos sadios (direita) e frutos com CVC (esquerda).
(LARANJEIRA, 1997)
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1.4.4 — Vetores

Vetores sao insetos transmissores de virus ou bactérias causadoras de doencgas
em seres vivos. Os vetores “carregam” um determinado microrganismo, transmitindo-o
ao seu hospedeiro definitivo através da picada ou sugamento.

Os vetores da bactéria Xilella fastidiosa, sao as cigarrinhas (Hemiptera:
Cicadellidae) que se alimentam nos vasos do xilema das plantas, que foram
identificadas como vetores de X. fastidiosa em citros e outras culturas, como péssego e
videira.

Experimentalmente ja foram reconhecidas 12 espécies de cigarrinhas da
subfamilia Cicadellinae (Hemiptera: Cicadellidae), que se alimentam no xilema, que
transmitem esse patdgeno para as plantas de citros: Acrogonia citrina Marucci &
Cavichioli, A. virescens Metcalf, Bucephalogonia xanthophis (Berg), Dilobopterus
costalimai Young, Ferrariana ftrivittata (Signoret), Homalodisca ignorata Melichar,
Macugonalia leucomelas (Walker), Oncometopia facialis (Signoret), Parathona gratiosa
(Branchard), Plesiommata corniculata Young, Fingeriana dubia e Sonesimia grossa
(Signoret) (LOPES et al.,, 1996; ROBERTO et al., 1996; GRAVENA et al., 1997;
YAMAMOTO et al., 2000).

Os cicadelineos que ocorrem em citros sao relativamente grandes (5 a 13 mm de
comprimento), de cabecga protuberante, pela presenca de uma forte musculatura que
opera a camara de sucgao (cibario) na sua parte anterior. Esses insetos ingerem
grandes quantidades de seiva do xilema das plantas (MILANEZ et al., 2003).

Em condicbes naturais, essas cigarrinhas sao polifagas, alimentando-se e
desenvolvendo-se em diversas daninhas, arvores e arbustos silvestres presentes em
areas de mata e de brejo adjacentes a pomares de laranja (MARUCCI et al., 1999;
LOPES e GIUSTOLIN, 2000; GIUSTOLIN et al., 2002), sendo também observadas,
ocasionalmente, em certas culturas agricolas, tais como algodoeiro, girassol e quiabeiro
(GRAVENA et al., 1997), cafeeiro (LOPES et a.., 1998) e ameixeira (HICKEL et al.,
2001).
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Entre essas cigarrinhas vetoras, D. costalimai, A. citrina, B. xanthophis e O.
facialis tém sido apontadas como as mais relevantes para a disseminacao da CVC pela
sua maior abundancia em arvores citricas (FIGURA 1.7) e pelo fato de plantas citricas
infectadas constituirem a principal fonte de in6culo da doenca (GRAVENA et al., 1997;
LARANJEIRA et al.,1998). As demais espécies sao pouco importantes por terem baixa
densidade popualcional por preferirem alimentar-se em gramineas (FIGURA 1.7), tais
como F. trivittata, M. leucomelas, P. corniculata e S. grossa (PAIVA et al., 1996), ou em
outras espécies de arvores e arbustos nativos (FIGURA 1.7), tais como A. virescens, H.
ignorata, P. gratiosa e F. dubia (FUNDECITRUS, 2005). Dentre as principais espécies
de cigarrinhas vetoras, B. xanthophis predomina em pomares em formacéo,
principalmente nos dois primeiros anos de vida da muda (YAMAMOTO et al., 2001),
enquanto que D. costalimai, A. citrina e O. facialis predominam em pomares em
producdo com plantas de altura mais elevada devido ao seu habito arboéreo
(YAMAMOTO e LOPES, 2004).

Plesiommata
corniculata

FIGURA 1.7. Cigarrinhas transmissoras de Xylella fastidiosa para citros. (Figura

elaborada por Pedro T. Yamamoto).
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1.4.5 — Métodos atuais de controle da CVC.

Como medidas para o manejo da doencga, tem-se adotado basicamente: (1)
implantagdo de pomares com mudas sadias certificadas para evitar a introdu¢do do
patdgeno; (2) eliminacao das plantas doentes e poda dos ramos afetados; e (3) controle
quimico dos vetores (GRAVENA et al. 1997).

1.4.5.1 — Implementacao de pomares com mudas sadias.

Os cuidados para a producao e a manutencao de plantas matrizes e borbulheiras
livres de patdégenos devem ser estendidas a producdo de mudas. A producdo de mudas
sadias ainda se insere, a priori, no principio da exclusdo, visto que nao se pretende
levar qualquer patégeno para novos plantios. Essa preocupacao com as mudas decorre
do fato de serem o principal mecanismo de dispersao de patdgenos citricolas a grandes
distancias. Mudas infectadas tem sido apontadas como veiculo de disseminacao da
CVC, HLB, cancro citrico, leprose, tristesa, MSC, mancha preta, gomose e declinio
lento dos citros (MATTOS JUNIOR et al. 2005).

Para a obtengcdo de mudas sadias, os viveiros devem ser preferencialmente
conduzidos sob telado. No Estado de Sao Paulo, a utilizagdo de viveiros revestidos com
tela anticigarrinha é obrigatéria desde 2002 visando a protecao contra os vetores da X.
fastidiosa.

Os viveiros devem ficar distantes de plantios comerciais ou domésticos de citros,
para dificultar a infeccdo das mudas por propagulos de patdégenos provenientes de
plantios contaminados proximos. O isolamento do viveiro contribui, também, para evitar
a contaminacao da agua utilizada na irrigacao das mudas.

Os viveiros devem ser inspecionados regularmente e, quando plantas suspeitas
de contaminacao por patégenos importantes da cultura forem detectadas, deve-se
coletar e encaminhar amostras para andlise fitopatolégica (MATTOS JUNIOR et al.
2005).
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1.4.5.2 - Eliminacao de plantas doentes e poda de ramos afetados.

Esta medida de manejo pode ser considerada como uma sanitizacdo anual
preventiva (MATTOS JUNIOR et al. 2005).

Em esséncia, a sanitizagao anual preventiva atua de acordo com os principios da
erradicacdo, protecdo e regulacdo. Sao realizadas praticas que reduzem o in6culo
inicial, protegem a planta com aplicacdo de agroquimicos, e alteram o microclima do
pomar. Esse conjunto de operacdes nao é especifico para dado grupo de doencas, mas
atua de maneira a diminuir a incidéncia geral de enfermidades no préximo ciclo de
producao.

A sanitizagdo anual preventiva age, principalmente, na fase de sobrevivéncia do
patdgeno entre ciclos de producado e, em consequéncia, reduz o inéculo inical. Esse
efeito é obtido pela remocao de tecidos mortos ou infectados, reduzindo possiveis focos
de infeccdo de doencas da parte aérea das plantas. Esse tratamento é também
importante por permitir melhor aeracdo na parte interna da copa das plantas,
estabelecendo condicbes menos favoraveis as infeccoes de érgaos da parte aérea,
como frutos e ramos principais (MATTOS JUNIOR et al. 2005).

O manejo da clorose variegada dos citros € uma excec¢ao na sanitizacao anual
preventiva. Considerando as caracteristicas da doenca, a poda ndo se pode limitar aos
meses mais secos. Tal atitude levaria a um atraso na remocao das fontes de inoculo
(ramos sintomaticos, por exemplo) e talvez a erros em sua identificagdo. Para a CVC,
as inspecdes na regidao Centro-Sul do Brasil devem ser feitas entre janeiro e julho,
época em que os sintomas sdo mais visiveis. Caso as plantas sejam recuperaveis, 0s
ramos sintomaticos devem ser identificados e a poda realizada numa forquilha, a, pelo
menos 70 cm da ultima folha com sintomas (FIGURA 1.8). Os instrumentos de corte
devem ser desinfetados com bactericidas.

No caso da erradicagédo da planta, plantas com CVC de até dois anos de idade
devem ser erradicadas. Essa recomendacéao deriva do fato de que plantas dessa idade
provavelmente foram infectadas na fase de muda. Assim, a bactéria causadora da
doenca encontra-se disseminada por toda a arvore e, portanto, podas de ramos
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sintomaticos ndo solucionam o problema. O mesmo raciocinio € aplicado para aquelas
com mais de dois anos de idade, porém com grande intensidade de sintomas nos
frutos: sao irrecuperaveis e devem ser erradicadas, pois, caso contrario, apenas estarao
atuando como fonte de inoculo (MATTOS JUNIOR et al. 2005).

FIGURA 1.8. Poda de ramos doentes em plantas com mais de 2 anos. (Fonte:

www.fundecitros.com.br, janeiro 2013).

1.4.5.3 — Controle quimico dos vetores.

O manejo quimico da CVC com inseticidas visa evitar a transmissdo por
cigarrinhas vetoras de X. fastidiosa em pomares e viveiros. A utilizagdo desses
inseticidas requer cuidados no sentido de preservar os inimigos naturais dessas
cigarrinhas. A aplicagdo de inseticidas via tronco deve ser priorizada, pois trata-se de
método de alta seletividade ecolédgica e de maior eficiéncia de controle.

Em pomares, a decisdo de aplicar inseticidas contra cicadelideos transmissores
da CVC s6 deve ser tomada para plantas com menos de seis anos de idade e quando
em 10% das arvores tenha sido detectada, pelo menos, uma cigarrinha. A amostragem
deve ser peridédica — como no manejo de outras pragas — em 1 a 2% das plantas do
talhdo — e pode ser feita com armadilha amarela adesiva, puca ou, visualmente, caso o
avaliador seja bem treinado. Em pomar com mais de seis anos de idade, o

monitoramento deve ser igual, porém o controle quimico s6 deve ser executado quando
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ele estiver proximo a pomares novos, baixadas ou matas nativas. Como alternativa a
essa situagcdo, pode-se pulverizar apenas uma faixa de trinta metros nas bordas do
talhdo mais velho e mais trinta metros para dentro dos mais novos (MATTOS JUNIOR
et al. 2005).

Os inseticidas registrados para o controle destas cigarrinhas sao a deltametrina e
imidacloprid, porém as pulverizacbes devem ser criteriosas. O uso indiscriminado de
produtos quimicos eliminam os inimigos naturais que, sozinhos, sao responsaveis pelo
controle de 40% da populacdo de cigarrinhas e podem causar surtos de pragas
secundarias.

Nao havendo ainda um controle quimico especifico para o controle da bactéria
Xylella fastidiosa, tendo assim atualmente que controlar o seu vetor, buscamos
pesquisar novas moléculas a busca de um controle para esta bactéria e

consequentemente, diminuir o uso de inseticidas para o controle das cigarrinhas.

1.4.6 — Desenvolvimento de novos produtos de controle da CVC.

1.4.6.1 - Peptideos antimicrobiais (AMPs).

Tradicionalmente, microrganismos e plantas vegetais biosintetizam pequenas
moléculas que podem seletivamente matar ou parar o crescimento das bactérias, os
antibiéticos. Cientistas estdo colocando em estudo, agentes microbianos chamados de
peptideos antimicrobiais (AMPs), pois representam uma extrema forma de defesa
natural contra bactérias e fungos e agora vem sido desenvolvidos para uma variedade
aplicac6es na medicina e agricultura. Em muitos casos, os peptideos sao produzidos
como reacao a uma doenga ou infeccdo (NAYLER et al., 1989; CAMMUE et. al. 1992;
CASTEELS et. al., 1993; PEREIRA et al., 1993; TAILOR et al. 1997; SCHRODER,
1999).

KUZINA et al. 2005, testaram a eficiéncia de 18 peptideos antimicrobiais, dos
quais alguns ja haviam sido testados in vitro em Xylella fastidiosa extraidas de plantas
de uva infectadas com a doenca obtendo resultados satisfatorios de controle. Dentre os
18 peptideos, apenas quatro mostraram atividade antimicrobiana.
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ISHIDA et al. 2004, também testaram a eficiéncia de um peptideo, o Cercropin B.
Os Cercropins compreendem uma familia de peptideos antimicrobiais homélogos que
possuem cadeias de 35 a 37 aminoacidos e sao derivados de uma mariposa
(MERRIFIELD et al., 1994; MERRIFIELD et al., 1982; RAO, 1995). A atividade destes
produtos naturais variam imensalmente de acordo com as agdes biolégicas matando
bactérias gram-negativas e gram-positivas, fungos, protozoarios e até mesmo virus em
concentragdes que variam de 0,25 a 4 ug / mL (para os cecropins 0,07 a 1 uM)
(HANCOCK et al., 1998). Experimentos in vitro mostraram a eficiéncia bactericida do
Cercropin B para diversas doencas economicamente importantes, incluindo Erwinia
ssp., Xanthomonas ssp., Pseudomonas ssp. € Clavibacter ssp. (DESTEFANO et al.,
1991). Cercropin e seus analogos sdo mais toxicos para as bactérias patégenas de
plantas do que em células de plantas hospedeiras (Destefano et al., 1991; MILLS et al.,
1994; MILLS et al., 1993; MOURGUES et al., 1998; NOORDEEN et al., 1992).

Os resultados obtidos nesse trabalho mostraram o Cercropin B como um
poderoso bactericida contra muitas bactérias patogénicas de plantas, incluindo Erwinia
spp., Xanthomonas spp., Pseudomonas spp., Clavibacter spp e Xylella fastidiosa.

1.4.6.2 — Compostos fendlicos.

MADDOX et al., 2010, testou a atividade de compostos fendlicos contra a Xylella
fastidiosa.

Metabdlitos secundarios vegetais de baixo peso molecular sdo essenciais para a
resisténcia de doencas em plantas. O acumulo de certos metabdlitos secundarios em
plantas atuam sobre o ataque do patdégeno e estes metabdlitos se referem as
fitoalexinas. Algumas fitoalexinas tem um amplo espectro de atividades contra diversos
patdbgenos, enquanto outras sdo alvos de determinados patdgenos especificos.
Fendlicos sdo uma classe de compostos metabdlicos secundarios que contém uma ou
mais hidroxilas derivados do anel de benzeno. Eles sao distribuidos em plantas e
possuem funcdes de defesa em muitas espécies de plantas (BOUDET, 2006).

Compostos fendlicos com estruturas de menor complexidade, assim como o

catecol e cumarinas, vem mostrado uma inibicdo nas atividades bactericidas e fungicas
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(COWAN, 1999). O aumento do acumulo de fitoalexinas fendlicas em plantas, podem
promover uma defesa nos hospedeiros contra os patdégenos.

Para determinar se estes compostos podem inibir o crescimento da bactéria
Xylella fastidiosa in vitro, MADDOX et al., (2010), conduziram um experimento diluindo
um grupo destes compostos, que ja possuiam uma atividade microbiana, em PW agar,
que € um meio de cultura favoravel ao crescimento da Xylella fastidiosa. Ela utilizou
estirpes da Xylella fastidiosa de uva e améndoas. Foram testados 12 compostos
fendlicos, dentre eles: Cumarina, Cateco, Resveratrol, Acido Galico, Acido p-Cumarico,
Acido Cafeico, Acido Ferulico, Acido Sinapico, Naringenina, Quercetina, Ritina (FIGURA
1.9).

Seus estudos mostraram que os compostos fendlicos, podem inibir ©
crescimento da Xylella fastidiosa, e que os flavonbides, comparados com os acidos
fendlicos, tiveram uma atividade melhor com relacdo ao crescimento da bactéria, MIC
menor. Porém, ainda ndo se sabe o modo de acdo que estes compostos atuam na

inibicdo da bactéria.
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FIGURA 1.9. Estruturas quimicas de compostos fenélicos que foram avaliados neste

estudo.



22

1.4.6.3 — Benzotiadiazole e silicio

(MARTINATI, et al., 2007), avaliou o efeito da aplicacdo do benzotiadiazol (BTH)
e do silicio (Si) sobre o controle da doenca causada pela Xylella fastidiosa em Nicotiana
tabacum. Uma abordagem interessante no controle de doencas vegetais € a ativacédo
de mecanismos de defesa inerentes a planta, por meio da aplicagdo de produtos
biéticos ou abibdticos ndo toxicos, que atuam como indutores de mecanismos de
resisténcia em plantas. Esses mecanismos estdo associados a expressao coordenada
de um conjunto de genes de defesa, fendmeno este conhecido por resisténcia sistémica
adquirida (“system acquired resistance” — SAR) (KUC, 1995; STICHER et al., 1997).
Entre os indutores de resisténcia abidticos, tem sido demonstrado que o composto
quimico sintético benzotiadiazol (BTH) atua como agente ativador dos mecanismos de
defesa em plantas e as protege, sistemicamente, contra uma larga gama de doencgas
causadas por fungos e bactérias, sem demonstrar efeitos téxicos diretos e significativos
contra a planta (RUESS et al.,, 1995; SILVA et al., 2000; IRITI e FAORO, 2003;
EDREVA, 2004). Segundo YAMAGUSHI, (1998), o BTH nao possui acao direta sobre o
patdgeno e atua, supostamente, com papel semelhante ao &cido salicilico na via de
transducado de sinais que levam a SAR. Recentemente, foi sugerida a utilizacao de
silicio na redugdo da incidéncia e desenvolvimento de doengcas em mono e
dicotiledéneas (EPSTEIN, 1999; LIMA FILHO et al.,, 1999; POZZA et al., 2004;
FAUTEUX et al., 2005; MORAES et al., 2006). A silicificacdo das células epidérmicas,
observada em plantas tratadas com metassilicato, via foliar ou pela incorporacéo ao
solo, constitui uma barreira fisica a penetracéo de patégenos e tem sido apontada como
um dos possiveis mecanismos de acado do Si na protecdo de plantas contra doencas
(FAUTEUKX et al., 2005). O Si parece, ainda, ativar nas plantas mecanismos de defesa
em resposta ao ataque de patégenos, como o aumento na sintese de compostos
fendlicos e das enzimas peroxidase, polifenoloxidase, quitinase e beta-glicosidase
(LIMA FILHO et al.,, 1999). Foi demonstrado que plantas de Nicotiana tabacum
apresentam sintomas foliares de X. fastidiosa, significativamente mais rapidos que
citros, em condicdes de casa de vegetacao, o que a torna uma excelente planta modelo
para o estudo dessa bacteriose (LOPES et al., 2000).
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Segundo os resultados de Martinati, et al. 2007, o BTH n&o conferiu protecao as
plantas, em relagdo a Xylella fastidiosa. Ja o fornecimento de silicio para plantas foi

promissor para a inducao de resisténcia contra a X. fastidiosa.

1.4.6.4 - Uso de produtos naturais

A natureza abunda compostos organicos de quase toda classe concebivel de
estruturas quimicas. O estudo destes constituintes tornou-se uma fascinante e fértil
area de investigacdo cientifica. As células de organismos vivos — plantas, fungos,
bactérias, liquens, insetos e animais superiores — sao locais de uma intrigante e
complexa atividade biossintética que resultou na formacao de uma notavel ordem de
compostos orgéanicos. Estes compostos podem ser classificados entre policetideos,
terpendides, amino &cidos, proteinas, carboidratos, lipideos, acidos nucléicos (DNA,
RNA), etc. Tais compostos sdo usados como materiais de partida para bio-sintese de
produtos especificos, geralmente controlados e catalisados por reagdes enzimaticas
que levam a complexos compostos caracterizados como metabdlicos secundarios
(GEISSMAN e CROUT, 1969, DEWICK, 1998). Os compostos envolvidos no
metabolismo primario possuem uma distribuicdo universal entre plantas. Esse é o caso
dos aminoacidos, dos nucleotideos, dos lipidios, carboidratos e da clorofila. Em
contrapartida, o metabolismo secundario origina compostos que nado possuem uma
distribuicdo universal, pois ndo sdo necessarios para todas as plantas.

Muitos compostos secundarios apresentam uma grande importancia econémica
em diversos projetos de desenvolvimento sustentavel e ambientalmente corretos.
Diversos trabalhos descrevem seu uso em diversas areas de conhecimento como, por
exemplo, medicina, medicina veterinaria, cosmetologia, farmacos, controle de pragas
agricolas e vegetais (herbicidas), etc. Embora o metabolismo secundario nem sempre
seja necessario para que uma planta complete seu ciclo de vida, ele desempenha um
papel importante na interacdo das plantas com o meio ambiente. Um dos principais
componentes do meio externo cuja interagdo é mediada por compostos do metabolismo
secundario sao os fatores bibticos. Desse modo, produtos secundarios possuem um
papel contra a herbivoria, atague de patdégenos, competicao entre plantas e atracdo de

organismos benéficos como polinizadores, dispersores de semente e micro-organismos
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simbiontes. Contudo, produtos secundéarios também possuem acdo protetora em
relacdo a estresses abidticos, como aqueles associados com mudancas de
temperatura, conteddo de agua, niveis de luz, exposicdo a UV e deficiéncia de
nutrientes minerais (POST-BEITTENMILLER, 1996; BRISKIN, 2000).

1.4.6.5 — Hesperidina, Azadirachtina e Naringinina como bactericidas

naturais.

A hesperidina e Naringinina sao flavonoides produzidos por frutas citricas Figura
10. Ha dados na literatura relatando a presenca de cristais em forma de rafides
(agulhas) no lumen de alguns vasos do xilema em plantas com sintomas de CVC
quando analisadas por MEV (Microscopia Eletrénica de Varredura) (GOTTARDI et al.,
2004).

Andlises em plantas com inoculagdo natural mostraram que estes cristais se
formavam no lumen a partir das pontuagdes, indicando que nos mesmos se originavam
de células do parénquima do xilema e que, possivelmente, tais cristais sejam de
hesperidina (GOTTARDI et al., 2004). A presenca de cristais dendriticos de hesperidina
ja havia sido verificada anteriormente com o emprego da luz polarizada, utilizando-se
um fotomicroscopio éptico (QUEIROZ-VOLTAN et al., 1999). A presenga dos cristais
sugere uma resposta da planta a um possivel ataque da bactéria Xylella fastidiosa no
citros (GOTTARDI et al., 2004).

A Azadirachtina, FIGURA 1.10, é um composto isolado do Nim (Azadirachta
indica), pertencente a Familia Meliaceae. E utilizada como inseticida na agricultura e
como anti-séptico, curativo e vermifugo. Seu estudo como efeito bactericida para o
controle da bactéria Xylella fastidiosa foi testado em ensaios In Vitro por (Abdelnur,
2006) para avaliar sua Concentracao Inibitéria Minima (MIC), e os resultados foram
satisfatérios, apresentando um MIC no valor de 2,1 uM (ABDELNUR, 2006).
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FIGURA 1.10. Moléculas com principio bactericida natural.

1.4.7 — Métodos de identificacao e quantificacao da bactéria.

1.4.7.1 — Técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction).

Para minimizar o tempo de execucéao e liberacao do atestado de fitossanidade,
uma das alternativas é o uso de técnicas baseadas na PCR (Reacao em Cadeia de
Polimerase), que poderiam ser utilizadas de modo complementar as usuais. Este
método baseia-se na extracdo de DNA do material suspeito e amplificacdo de regides
gendmicas especificas de cada patdégeno (SASSERON, 2008).

Durante a PCR sao usadas elevadas temperaturas de forma a separar as
moléculas de DNA (duplafita) em duas cadeias simples, permitindo entédo a ligacao de
oligonucleotidios iniciadores (primers), também em cadeia simples e geralmente
constituidos por 15 a 30 nucleétidos, obtidos por sintese quimica. Para amplificar uma
determinada regido sdo necessarios dois iniciadores complementares das seqiéncias
que flanqueiam o fragmento de DNA a amplificar, nos seus terminais 3’ e 5’, de modo a
permitir a atuagcdo da DNA polimerase durante a sintese da cadeia complementar,
usando como molde cada uma das duas cadeias simples constituintes do DNA a
amplificar.

Para realizar a PCR sao necessarias pequenas quantidades do DNA alvo, um
tampéo salino contendo a polimerase, oligonucleotidios iniciadores, 0s quatro
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desoxinucleotidios constituintes do DNA e o cofactor Mg?*. Esta mistura é submetida a
varios ciclos de amplificacdo que consistem em:

Desnaturagdo do DNA alvo pelo calor (tipicamente 1 minuto a 94-96 °C), de
modo a separar as duas cadeias.

Associacao dos iniciadores por ligacdes de hidrogénio ao DNA alvo em cadeia
simples. Para permitir essa associacao, a mistura de reacao € arrefecida (tipicamente a
temperaturas entre 50 a 65 °C, durante 1 minuto).

Extensdo dos iniciadores através da sintese da cadeia complementar de cada
cadeia molde, catalisada pela DNA polimerase (tipicamente 1 minuto a 72 °C) (FIGURA
1.11).

O processo envolvendo estes passos pode ser repetido varias vezes (25 a 30
ciclos) sendo possivel aumentar, em cada ciclo, duas vezes a concentracdo de DNA
pré-existente. Em teoria, se for possivel levar a cabo 25 ciclos de amplificacéo
seguidos, a concentracdo de DNA aumentaria 2%° vezes, embora, na préatica, devido a
alguma ineficiéncia no processo de amplificacao, esse aumento fiqgue por um milhdo de
vezes.

Como na técnica de PCR se encontram envolvidos varios ciclos de amplificacao,
foi desenvolvido equipamento que permite programar, de forma continua e
automatizada, os varios ciclos de aquecimento e arrefecimento. Para tal ser
concretizavel, as DNA polimerases utilizadas deverao ser termoestaveis, tendo tal sido
conseguido com o isolamento da DNA polimerase da estirpe termofilica Thermus
aquaticus (Tag DNA polimerase) que atua a temperaturas elevadas levando assim a
um aumento da especificidade da reacado. De referir ainda que o produto de PCR pode
ser visualizado a eletroforese em gel agarose € o0 seu tamanho ser estimado por
comparacao com padrdes lineares de DNA.

A vantagem de realizar o diagno6stico molecular reside no tempo de execucéo,
uma vez que, dependendo do caso e da consisténcia da validacao, podera dispensar a
etapa de isolamento do patégeno. Isso é particularmente critico quando nao é possivel
concretizar o isolamento em funcdo da qualidade e da quantidade disponivel do
material original (SASSERO, 2008).
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FIGURA 1.11. Primeiro ciclo da PCR.

1.4.7.2 — gPCR (PCR quantitativo).

O PCR quantitativo em tempo real (QPCR) é um método que foi desenvolvido
com o objetivo de determinar o nimero de moléculas alvo que servem de molde para
amplificacao pela DNA polimerase. A diferenca entre o gPCR e o PCR comum é que o
primeiro método quantifica o produto de PCR em cada ciclo, utilizando uma curva
exponencial, fazendo com que a quantidade de material inicial seja determinada. No
segundo método o resultado corresponde a fase de saturacado da reacdo (GACHON et
al., 2004).

A principal vantagem do gPCR € a rapidez em fornecer dados confiaveis. Este
método é altamente sensivel na deteccdo de DNA e RNA, devido a combinagédo de
amplificacao pelo PCR e o sistema de deteccédo, podendo em qualquer caso verificar a
especificidade com a PCR por eletroforese, curva de dissociacdo e dados do
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sequenciamento. Outra vantagem desta técnica é que pode ser utilizada para estudos
com pequena quantidade de material inicial (FREEMAN et al., 1999).

Atualmente existem trés estratégias para detectar os produtos de gPCR
(BUSTIN, 2000) e todas utilizam corantes fluorescentes. O método SyBR green utiliza
corantes fluorescentes que se ligam as moléculas de DNA de dupla fita, enquanto que a
Molecular beacon e Tagman baseiam-se na hibridizacdo de sondas fluorescentes que
se ligam ao amplicon especifico (BUSTIN, 2000). Os métodos mais utilizados em
plantas sdo o SyBR green e o Tagman (GACHON e SAINDRENAN, 2004).
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2. Objetivo

Desenvolver e validar métodos biol6égicos, in vitro e in vivo, e avaliar novas
moléculas derivadas de produtos naturais para o controle da bactéria Xylella fastidiosa

em pomares de citros.

2.1. Objetivos especificos:

Desenvolver método rapido in vitro para varredura de potenciais produtos
bactericida;

Validar a eficiéncia do método in vitro em ensaios in vivo.

Avaliar a eficiéncia bactericida de produtos naturais (modelos) para o controle da
X. fastidiosa.

Investigar a  eficiéncia de produtos naturais complexados e/ou

nanoencapsulados.
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3 - Material e Métodos

3.1 — Estirpe de Xylella fastidiosa

A estirpe de X. fastidiosa utilizada em todos os experimentos foi a 9a5c, re-
isolada em meio PW (DAVIS et al., 1981) de plantas de laranja ‘Péra’ com sintomas de
CVC e mantidas sob condi¢cdes de telado.

Esta estirpe foi fornecida pelo Centro de Citricultura Silvio Moreira — IAC, isolada
por Alessandra Alves de Souza.

As bactérias foram conservadas em freezer (-80 °C) sob meio de cultura PW

liquido e glicerina, ndo havendo um volume especifico.

3.2 — Metabolitos secundarios avaliados.

As amostras testadas no experimento In Vitro foram: a Azadirachtina,
Hesperidina, Naringenina, Naringenina complexada com ruténio, Naringenina
complexada com magnésio e Hesperidina complexada com magnésio. Os complexos
foram preparados e fornecidos pela Prof. Dra. Rose Carlos da Universidade Federal de

Séo Carlos.
3.3 — Ensaios realizados in Vitro.
Os ensaios in vitro foram realizados no Laboratério de Pesquisa em

Microbiologia Aplicada (LAPEMA) na Universidade de Franca (Unifran), coordenado
pelo Prof. Dr. Carlos Henrique Gomes Martins.
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3.3.1 — Meios de cultura utilizados

Para o crescimento da bactéria Xylella fastidiosa foram utilizados os meios de
cultura PW (PERIWINKLE WILT, DAVIS et al., 1978) e o meio PCYE (Phosphate
Charcoal Yeast Extract Agar).

O meio PW foi utilizado para o crescimento da bactéria em meio liquido e sélido,
tanto para repicagem como para os testes de MIC realizados. Sua composicao foi
descrita na Tabela 1. Seus componentes foram pesados e preparados com agua
destilada. Para a preparacédo do PW liquido, ndo adicionava-se o agar.

O pH do meio foi acertado com auxilio de solucao NaOH 0,1M e HCI 0,1 M para
6,8 e autoclavado por 20 min em uma autoclave vertical da marca Prismatec a
temperatura de 120 °C e 15 Ib de presséo.

Apoés esterilizagdo em autoclave e resfriamento por volta de 65 °C em meio
ambiente, o meio de cultura foi levado a uma Camara de Fluxo Laminar Vertical e
adicionou-se ao meio, sob condicoes estéreis, 100 mL de L- Glutamina (4%, m/v) e 60
mL de Soro Albumina Bovina V (BSA) (10%, m/v).

As solucbes de Glutamina e BSA foram preparadas em Camara de Fluxo Laminar
Vertical com agua estéril e esterilizadas por filtracdo em Membrana de Millipore de 0,2
um.

O meio PCYE (Phosphate Charcoal Yeast Extract Agar), foi utilizado para o
crescimento da bactéria em meio sélido. Sua composicao foi descrita na TABELA 3.1.
Seus componentes foram pesados e autoclavados da mesma forma que o meio PW.

Apos sua esterilizagdo em autoclave, o meio foi resfriado a 65 °C e levado para
Céamara de Fluxo Laminar onde o meio foi invertido em Placas de Petri e estas deixadas
semitampadas na Camara até a solidificagdo do meio.
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TABELA 3.1. Composicao para 1000 mL do meio de cultura PW e PCYE.

Meio de Cultura
Compostos PW PCYE
Peptona de soja 409 *
Triptona 1,09 *
KoHPO4 1,29 1,19
KH,PO4 1,09 1,09
MgSQ4.7 H20 0,49 0,4
Hemina Clorada (0,1%) 10 mL *
Vermelho de Fenol (0,2%) 10 mL *
Extrato de Levedura * 10 g
Carvao Ativado * 29
Agar * 159
FeS0,.7 HO * 0,259
Agua destilada 840 mL 1000 mL

3.3.2 - Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (MIC) das
amostras em teste sobre a bactéria Xylella fastidiosa.

Foi utilizado o método de determinagdo do MIC por microdiluicdo em microplaca.
A técnica do MIC foi realizada segundo a metodologia preconizada pelo “National
Committee for Clinical Laboratory Standards” (NCCLS), atualmente denominado Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI), com adapta¢des (NCCLS, 2003).
Foram utilizadas microplacas com 96 orificios. Utilizou-se um protocolo de diluicao
seriada iniciando-se em 2.000 pg/mL a 0,9800 pg/mL.

Para o preparo da solucdo estoque se pesou 2,0 mg do composto em estudo
que, em seguida foi diluida em 125 uL de DMSO (Dimetilsulféxido), totalizando uma
concentragao de 16.000 ug/mL. Em seguida, dissolveu-se em 125 uL de caldo, ficando

a amostra preparada com 8.000 ug/mL.
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Preparo do inoculo:

A bactéria Xylella fastidiosa, guardada em tubo de ensaio em freezer, foi
reativada sendo inoculada em Placa de Petri com meio de cultura PCYE. A placa foi
mantida em BOD a 25 °C, por aproximadamente 20 dias, tempo necessario para
formacéao e desenvolvimento de colénia.

Apés a visualizagdo das colbnias em placas, preparou-se o inoculo, que seria o
crescimento dessa bactéria em meio PW liquido.

Em um tubo de ensaio com 10 mL de caldo PW, inoculou-se a bactéria através
de uma alca esterilizada, tomando uma pequena amostra da col6énia na placa, sendo
este meio também incubado por 20 dias. Apéds este periodo, a concentracao de bactéria
para o MIC foi medida, através da Escala de MC Farland, sendo ajustado para 0,5,
equivalente a 1,5 x10® quantidades de bactéria (UFC). Se a densidade do inoculo
estivesse maior que o padrdo especificado, o meio era diluido com o meio de cultura
PW liquido até se alcancgar a escala de 0,5; se a densidade fosse menor, o inoculo era
retornado a BOD mantendo o crescimento.

Estando o inoculo e as solucdes preparadas, foram realizados o0s ensaios de
MIC.

Realizacéo do MIC:

A placa Eliza foi dividida entre colunas (identificadas por numeros) e fileiras
(identificadas por letras) (Figura 2.1). As primeiras fileiras foram utilizadas para a
diluicdo seriada das amostras. Na fileira A (primeira) e na fileira H (ultima) inseriu-se
200 puL de agua, pois como a placa ficara varios dias na BOD, ndo havera o risco da
solugao nos pogos secarem.

Para os ensaios, primeiramente foi inserido 100 uL de caldo PW em todos os
pocos a serem usados. Nos pocos B1, C1 e D1, foi introduzido 100 puL da solugéao
estoque, caindo sua concentragdo que era de 8.000 ug/mL para 4.000 ug/mL, e a partir
dai fez-se a diluicdo seriada até os pocos da coluna 12. No final, todos os pogos
ficaram com 100 uL de solugdo estoque completado com caldo PW na quantidade
suficiente para 100 uL de solugcdo. Em seguida, colocou-se 100 pL do inoculo em cada
poco a ser testado, caindo a concentracdo da solucdo para 2.000 ug/mL. Portanto,

temos a concentracgao inicial da amostra de 2.000 pg/mL no primeiro pogo, 1000 png/mL
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no segundo poc¢o, 500 ug/mL no terceiro poco e assim sucessivamente, até chegarmos
na concentracao final de 0,98 ug / mL no ultimo poco (FIGURA 2.1).

Na fileira E foi submetido o mesmo procedimento descrito nas fileiras anteriores,
porém em vez de se usar as amostras testadas, foi usado apenas o DMSO, verificando
se 0 DMSO néao apresentaria efeitos bactericidas.

A fileira F foi usada como controle positivo com Streptomicina. Por ultimo,

a fileira G foi utilizada para o controle das amostras, do antibiético, do solvente, do meio
de cultura e controle de crescimento do inoculo ( FIGURA 3.1).

2.000 1.000 500 250 125 62,5 31,25 1562 7,81 3,9 1,95 0,98 (ug/mL)
10 11 12
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. Controle de crescimento do indculo . Compostos

. DMSO O Controle +

FIGURA 3.1. Esquematizacao para a realizacao da técnica de microdiluicdo em caldo
usado para a determinacao do MIC.

Apébs a realizacdo da microdiluicao seriada, as placas foram embrulhadas em
papel aluminio, mantendo a umidade e impedindo que a solucao nos pogcos secasse.
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As placas foram guardadas na BOD na temperatura de 25 °C e apés 15 dias foram
analisadas.

Analise dos resultados das placas:

A analise se houve ou nao crescimento bacteriano nos pocos, foi realizada

adicionando em cada poc¢o 30uL de solugdo aquosa de resazurina (Sigma) 0,02% (m/v)
(Palomino, et. al., 2003), como revelador do crescimento microbiano.
Ap6s adicionar a resazurina, embrulhou-se a placa com papel aluminio novamente,
para nao haver fotodegradacao. Ap6s um periodo de 24 horas, cada poco foi avaliado,
onde os orificios que apresentaram coloracao rosa foram os que ocorreram crescimento
bacteriano e os que permaneceram em azul, onde ndo houve crescimento.

A determinagao da Concentracao Inibitéria Minima das (MIC) das amostras em
teste, foram feitas em triplicata.

3.4 — Ensaios In Vivo

Os ensaios In Vivo foram realizados no Centro de Citricultura Silvio Moreira —
IAC, em Cordeirépolis em colaboracdo com a pesquisadora Dra. Alessandra Alves de
Souza.

3.4.1 — Inoculacao da bactéria Xylella fastidiosa.

Trinta e uma plantas sadias de laranja Péra de aproximadamente seis meses,
foram cedidas pelo IAC de Cordeirépolis. Estas plantas foram artificialmente infectadas
com 20 uL de uma suspensao da bactéria Xylella fastidiosa estirpe 9a5c na quantidade
de 108 células por mL em PBS (fosfato de sédio 100 mM; NaCl 0,85%). Esta infeccédo
artificial foi realizada injetando uma gosta da suspensao bacteriana na ramificacéo entre
o talo principal e o peciolo da folha nas plantas sadias, como mostra a FIGURA 3.2 A.
Em seguida com o auxilio de uma agulha entomolégica, FIGURA 3.2 B, fez-se
pequenos furinhos na regido da gota, para que a suspensao penetrasse na planta. Este
procedimento foi feito em trés partes de cada planta.

Apés a inoculacao, todas as plantas foram identificadas por nimeros de 1 a 31
levadas e mantidas a Casa de Vegetacao.



36

FIGURA 3.2. Inoculacao da bactéria Xylella fastidiosa em mudas de laranja.

3.4.2 — Deteccao da Xylella fastidiosa através da técnica PCR.

3.4.2.1 — Extracao do DNA total das folhas de citros.

Apbs noventa dias do processo de inoculacao da bactéria nas mudas sadias, fez-
se analise por PCR (Polymerase Chain Reaction - Reacao em Cadeia pela Polimerase)
de diagnéstico, para constatar a presenca ou nao de células de Xylella fastidiosa nas
plantas de citros.

A extracado de DNA, segundo protocolo de Murray e Thompson., 1980, seguiu 0
seguinte procedimento:

Coletou-se as folhas e lavou-as em agua corrente.

Preparou-se tampdo CTAB — Sarcosyl em banho-maria a 60 °C (colocou-se no
Mercapto depois).

Extraiu-se a nervura central das folhas, colocou-as em almofariz e triturou-as
com Ny liquido até obter um p6 bem fino. Este foi colocado em cada eppendorff e
devidamente identificados.

Colocou-se em cada tubo 800 uL de tampao CTAB/Sarcosyl e fez-se uma

homogeneizagdo com o um auxilio de um Vortex marca Phoenix e modelo AP-56.
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Incubou-se os tubos durante 30 minutos em banho-maria a 60 °C, agitando a cada 10
minutos.

Apos retirados do banho-maira, os tubos foram esfriados a temperatura ambiente
e adicionou-se 1 volume (700 pL) de cloroférmio: alcool isoamilico (24:1 v/v). A
suspensao foi agitada por volta de 2 min.

Os tubos foram Centrifugados a 8.000 rpm durante 10 min em uma Centrifuga
Transferiu-se o sobrenadante para outro eppendorf.

Adicionou-se 0,1 volume (50 uL) de CTAB 10% (m/v), misturando.

As etapas de extracao descritas nos itens 6 e 7 foram repetidas outra vez.
Transferiu-se o sobrenadante para um eppendorf novo medindo o volume
(aproximadamente entre 400 a 500 pL).

Ao sobrenadante se adicionou 1 volume (400 pL) de tampéao de precipitacdo
CTAB, misturando gentilmente e deixando de 30 a 60 min em repouso.

Em seguida, os tubos foram centrifugados a 11.000 rpm por 10 minutos, sendo o
sobrenadante descartado.

O sedimento foi dissolvido em 400 pL de TE alto sal, em banho-maria a 65 °C.

O DNA foi novamente precipitado adicionando 2 volumes (800 uL) de etanol
absoluto gelado e centrifugou por 5 min a 12.000 rmp.

O sobrenadante foi novamente descartado e ao precipitado adicionado 700 uL de
etanol 70% (v/v) e centrifugou a 12.000 rpm por 5 min.

A solucao hidroalcoolice foi descartada e o precipitado solubilizado com 400 uL
de etanol 100% e centrifugado a 12.000 rpm por 5 min.

Removeu o sobrenadante e secou o DNA.

Dissolveu-se o pellet em 25 uL de TE 10% mais RNAse mantendo-se por 1 hora
a 37 °C.
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3.4.2.2 — Amplificacao do DNA da Xylella fastidiosa — realizacao da
PCR.

Apébs a extracdo do DNA total da planta, os eppendorfs contendo as amostras
foram analisados num Nanodrop, onde o DNA total foi quantificado. Deste modo se
pode determinar a eficiéncia de extracao.

Em seguida, junto a 3 uL do DNA extraido e quantificado adicionou-se uma
solugdo Mix, contendo: 2,5 uL de TE (tampao alto sal); 1,25 uL de MgCly; 1,0 uL DNTP
2,5 mM; 0,8 uL do “forward primer” CVC-1 (5-AGA TGA AAA CAA TCA TGC AAA-3;
424-404 pb) e 0,8 do “primer” reverso CCSM-1 (5’-GCG CAT GCC AAG TCC ATATTT-
3’; 306-286 pb) ; 0,3 uL do Taqg polimerase; completou-se com 15,35 uL de agua,
totalizando 25 uL de amostra. Estas foram levadas para o aparelho Mastercycler
Personal da Eppendorf, programou-se os ciclos de PCR e deixou a reacao acontecer
pelo tempo de 3 horas.

Os produtos de PCR foram analisados por Eletroforese em Gel Agarose. O gel
foi preparado misturando160 mL de TE (tampéo alto sal), 1,5 g de agarose e 4,5 uL de
Brometo de Etidio. Este gel foi colocado em uma cuba juntamente com pentes para a
formagéo dos pogos onde as amostras foram introduzidas. Apdés a solidificagao do gel,
este foi colocado em uma cuba submerso a uma solucao salina onde foi aplicada uma
corrente elétrica.

Nas amostras, foi aplicado um corante, usado para aumentar a sua densidade,
impedindo que elas saiam dos pogcos e também para visualizar o progresso
eletroforético. Nos pocos, formados pelo pente, foram aplicadas as amostras. No
primeiro poco, foram aplicados 10 uL do Ladder, sendo este de 700 pb (pares de base),
utilizado como um marcador. Nos pocos subseqlentes, foram aplicados 10 uL de cada
amostra, em um pogo aplicou-se um branco e em outro o DNA da Xylella. Aplicou-se
uma voltagem entre as extremidades do gel de 100V e corrente de 20 mA (FIGURA
3.3).

Apés a corrida, as bandas que correspondem ao DNA, foram visualizadas sobre
transluminacdo UV, pois o brometo de etidio possui afinidade pelo DNA e fluorece

(tornando-se visivel) na presenca da luz ultravioleta, e fotodocumentados.



39

1 2
Amostra /§S>\

Camara de e]etrofo_rese é rEl &I

Unidade provedora ||
de energia

; 4 &6

fany
puw)

5 s = et = B

Gel de Agarose !
= e =
b ==
==
=

b [ |
Lol

) Fans) )

Figura 3.3. Esquema mostrando como funciona uma Eletroforese em Gel Agarose. (1)
gel, (2) aplicacdo do marcador (Ladder), (3) aplicacdo das amostras, (4) inducédo de
corrente elétrica, (5) deslocamento e separacdo dos fragmentos, (6) eletroforese

realizada.

3.4.3 - Ensaio de inibicao microbiana in vivo em casa de vegetacao.

Apés constatar, através do PCR de diagnéstico quais as plantas que estavam ou
nao contaminadas pela bactéria Xylella fastidiosa, as plantas infectadas foram
submetidas aos seguintes procedimentos:

As plantas infectadas foram separadas entre 7 tratamentos com 3 repeti¢des,
sendo: 5 tratamentos com os compostos ensaiados in Vitro; 1 tratamento com agua
(testemunho); 1 tratamento com Sulfado de Cobre (controle positivo) e 3 plantas sadias
tratadas com agua. Portanto, no total foram utilizadas 21 plantas infectadas com a
bactéria e 3 plantas sadias. As plantas sadias foram utilizadas para avaliar possiveis
resultados de estresse vegetal em resposta a manipulacdo das mesmas
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As plantas de citros foram tratadas com os compostos na concentracdo de 5
mg/mL. Cada planta recebeu uma dose uUnica de 5 mL. Esta solucao foi colocada em
seringa, e esta acoplada na base das plantas com o auxilio de um tubo de silicone,
onde sua fixacao foi feita em um orificio aberto com o auxilio de uma furadeira manual

na base do caule principal da planta, como mostra a FIGURA 3.4.

FIGURA 3.4. Imagem ilustrativa de como as plantas eram alimentadas pelos compostos

em teste.

Estas plantas foram encaminhadas a casa de vegetacao, mantidas por 60 dias a
uma temperatura média de 22,5 °C, umidade relativa de 72,6% e submetidas a estresse
hidrico, sendo no final analisadas por PCR quantitativo. Novamente o DNA total das
plantas tratadas foram extraidos (procedimento item 2.4.2.1) e juntamente com o DNA

extraido antes dos tratamentos, foram quantificados.

3.4.4 — Quantificacao da bactéria. PCR quantitativo.

Para a quantificacdo do numero de células de Xylella fastidiosa nas plantas com
CVC, foi necessério estabelecer uma Curva Padrdo, que foi feita da seguinte forma:
extraiu-se DNA da bactéria, e o nimero de células presentes na amostra foi calculado
da seguinte forma: uma fita de DNA de X. fastidiosa possui 2679310 pb, que

multiplicado pelo peso molecular do DNA, que é 660 Daltons, dard o peso molecular de
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uma molécula de DNA de Xylella fastidiosa por célula. Em seguida converteu-se
Daltons para nanogramas (ng), obtendo assim o peso do genoma de uma célula de
Xylella fastidiosa. Através deste calculo, foi possivel determinar o nimero de células de
Xylella fastidiosa para iniciar as diluicbes que deram origem a curva de calibracao
padrao.

Apoés determinar a quantidade inicial de 10 células de DNA de Xylella fastidiosa,
fez-se uma diluicdo seriada com base 10, transferindo 1 puL da suspenséao até chegar na
concentragdo de 10° células de Xylella fastidiosa. Fez-se o mesmo com DNA puro de
laranja Péra, iniciando na concentragdo de 10° até chegar na concentragéo de 10'. Em
seguida, foram misturadas as diluicdes do DNA de X. fastidiosa, com as do DNA de
laranja. Essas diluicdes foram utilizadas para determinar a curva padrdo para o gPCR.
A FIGURA 3.5 ilustra o procedimento de diluicao.

DNA
Xylella fastidiosa

03

1 1 1 1 1 !

ERhhhhh

FIGURA 3.5. Esquema de diluicdo seriada para construcao de curva de calibracéo de

andlise quantitativa do DNA de X. fastidiosa.
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Tanto o DNA antes do tratamento, como o DNA apoés tratamento das plantas,
foram quantificados por espectrofotometro Nanodrop e obtiveram sua quantidade
padronizada.

Preparou-se um Mix, com os seguintes reagentes: 6,5 uL do Tag Man; 1,5 uL do
Primer CVC-1; 1,5 uL do Primer CCSM-1, 1,5 uL da sonda TAQ CVC (5 —(6FAM)AAC
CGC AGC AGA AGC CGC CGC TCA TC(TAMRA)p-3’; 335-313 pb). A sonda e os
primers foram sintetizados pela Applied Biosystems.

Junto com o Mix, adicionou 2 uL de DNA de cada amostra a ser quantificada. As
misturas DNA X. fastidiosa + DNA da planta, para a realizacdo da curva padrao,
também foram adicionadas no Mix. E no caso das amostras em branco, no lugar do
DNA adicionou-se agua.

Adicionaram-se 13 uL de cada reacao em dois poc¢os (duplicata), adicionando-se
primeiramente as reacdes para curva padrao, em placa Elisa proveniente do Kit PCR
quantitativo, fornecida pela Applied Biosystems.

Estas amostras foram amplificadas e seus dados foram analisados pelo aparelho
ABI PRISM 7700 Sequence Detector System (Applied Biosystems).

3.5 - Visualizacao do xilema das plantas do experimento através de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

3.5.1 — Preparo das amostras.

Coletou-se folhas das plantas de citros do experimento ap6s o término dos
tratamentos.As folhas coletadas das plantas do experimento in Vivo, foram imersas em
hidrogénio liquido, congeladas e em seguida seus peciolos foram cortados em finas
camadas com bisturi e desidratados por 10 minutos cada em uma série de
concentracdes de solucdo de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%).

Os tecidos desidratados foram inseridos em um porta amostra e levados a um
dessecador, onde permaneceu por 24 horas. Posteriormente, estas amostras entao

dessecadas, foram recobertas por uma fina camada de ouro e analisadas por
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Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) através do equipamento de marca e modelo
Philips XL30 FEG operando a 30kV numa ampliacdo de 2000x.
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4 — Resultados e Discussoes

4.1- Amostras selecionadas.

Neste trabalho, a escolha das moléculas de hesperidina, azadirachtina e
naringenina, para os ensaios in Vitro e in Vivo, foram feitas por serem produtos naturais
e por apresentarem resultados anteriores como inibidores de crescimento da bactéria
Xylella fastidiosa.

Ribeiro et. al., (2008), testaram a azadiracthina e hesperidina como inibidores da
bactéria Xylella fastidiosa e os resultados foram satisfatorios, concentragao inibitéria
minima (MIC) de 2.000 ng/mL e 1.600 ug/mL respectivamente.

Maddox et. al., (2009), testaram diversos compostos fendlicos como inibidores da
bactéria, entre estes compostos estava a naringenina. Dos resultados obtidos, alguns
sub-grupos de flavonoides, incluindo a naringenina, foram que obtiveram um melhor
resultado na inibicdo da bactéria Xylella fastidiosa, comparado com os acidos fendlicos.

Validar os métodos utilizados também foi um dos objetivos deste trabalho, por

isso também a escolha de moléculas estudadas anteriormente.

4.2- Ensaios in Vivo e in Vitro.

O experimento iniciou-se com 0s ensaios in vitro, pois 0 método utilizado, que foi
o de microdiluicdo em caldo em microplacas de 96 orificios, nos permite testar diversas
amostras em uma unica placa e também ter um custo muito mais baixo que os ensaios
in vivo.

Os ensaios in vivo foram realizados para validar os resultados in vitro, pois as
plantas sofrem interferéncias externas e os resultados das amostras testadas podem

nao coincidirem com 0s resultados obtidos in vitro.
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4.3 — Ensaios in Vitro.

4.3.1 — Crescimento da bactéria e Contaminacao dos ensaios.

Nos ensaios in vitro, a bactéria Xylella fastidiosa, cultivada em meio PW &agar,
obteve crescimento lento, de aproximadamente 15 a 20 dias para que suas colbnias
ocupassem uma area de aproximadamente 50% da placa de Petri. Como bem descrito
na literatura, esta bactéria é de crescimento fastidioso. Apds constatar o seu
crescimento em meio PW agar, esta foi inoculada em meio PW liquido, que obteve seu
crescimento necessario para realizacao do MIC, também por volta de 20 dias. A
densidade do crescimento da bactéria para a realizacao do MIC foi observado através
da Escala de Mc Farland, que foi de 0,5, isto é, 1,5 x 10® quantidades de bactéria, valor
padronizado para a realizacdo do MIC para a bactéria Xylella fastidiosa.

Nos experimentos iniciais ocorreram diversos problemas com contaminacao
observada através da turvagdo do meio de cultura nos pogos da placa, confirmando
crescimento microbiano, FIGURA 4.1. Como o meio de cultura era estéril, assim como
todo o material utilizado e o experimento conduzido em Camara de Fluxo Laminar,
desconfiou-se que a contaminacao pudesse estar vindo das amostras em teste.

Resolveu-se entdo isolar as amostras em teste em meio de cultura agar-sangue.
Este meio de cultura, foi escolhido por ser pouco seletivo, permitindo o crescimento de
outras bactérias ou fungos. Deste modo pode-se confirmar a origem da contaminacao,
além disso, em um meio de crescimento rapido. Como previsto, apés isolar todas as
amostras, estas foram analisadas em 24 horas e constatou-se alta contaminacao por
outros tipos de bactérias, como mostra a FIGURA 4.2.

Apo6s a confirmagdo de que eram as amostras que estavam contaminando o
meio de cultura nos poc¢os da placa Eliza®, durante o experimento do MIC, as amostras
foram submetidas a processos mais rigorosos de assepsia utilizando filtros certificados
de 0,2 um, manipulagdo somente em camara de Fluxo laminar e banho de luz UV em

toda a vidraria.
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FIGURA 4.1. Placa Eliza® onde foi realizado o MIC com as amostras contaminadas.

FIGURA 4.2. Placas com meio de cultura agar-sangue contaminadas com bactérias
provenientes das amostras que foram testadas.
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4.3.2 — Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima (MIC) das

amostras testadas em microplacas (Placa Eliza®).

A leitura do MIC foi realizada visualmente com a adicdo da resazurina. A
resazurina de cor azul é oxidada na presenca de células viaveis a resofurina,
substancia de coloragao vermelha, facilitando a verificagdo da presenca de crescimento
microbiano. Desta forma, foi possivel determinar a menor concentragdo de cada
amostra testada capaz de inibir o crescimento da bactéria Xylella fastidiosa.

Por ser uma bactéria de metabolismo fastidioso, inicialmente foi necessario
monitorar a virada da cor, da oxidacdo da resazurina em resofurina, onde caso
houvesse crescimento da bactéria apresentaria cor vermelha (resofurina) e se nao
houvesse crescimento, permanecia na cor azul (resazurina). A total oxidacdo da
resazurina foi observada com aproximadamente 24 horas apd6s a aplicacdo da
resazurina, FIGURA 4.3.
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FIGURA 4.3. Aplicagao de resazurina nos pogos para a identificagdo da presenca da
bactéria.
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4.3.3 — Resultado dos MICs dos ensaios in Vitro.

Os resultados da Concentracao Inibitéria Minima (MIC) dos compostos testados
in vitro, em microplacas através de diluicao seriada, podem ser observados na TABELA
4.1.

TABELA 4.1. MIC dos compostos testados in Vitro em pug/mL.

Compostos MIC

Fenantrolina 99% N.D
Hesperidina complexada com ruténio N.D
Hesperidina 2.000
Hesperidina complexada com Magnésio 2.000
Naringenina 2.000
Azadiracthina 1.500

Naringenina complexada com Magnésio 450
Naringenina complexada com Ruténio 162,5

N.D = Njo determinado

A Concentracado Inibitéria Minima, segundo o Protocolo de Diluicdo Seriada
utilizado, € dada em ug/mL. Estes resultados tiveram que ser convertidos em uM
(micromolar), pois a comparacdo da concentragdo minima para inibir o crescimento da
bactéria, vai depender da quantidade de matéria utilizada em teste.

Apbs a conversdao, as moléculas que apresentaram os melhores resultados
podem ser observadas na FIGURA 4.4. Os produtos marcados com N.D na TABELA
4.1 nao mostraram atividade em todas as concentracdes avaliadas.



Naringenina complexada com Ruténio
MIC = 0,19 uM

Hesperidina complexada com Magnésio
MIC = 1,4 uM
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FIGURA 4.4. MIC das moléculas que mostraram atividade nas concentracoes

avaliadas.
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Segundo estes resultados, foi possivel observar que o composto que obteve
melhor inibicdo ao crescimento da bactéria X. fastidiosa foi a Naringenina complexada
com ruténio, seguida pela Naringenina complexada com magnésio, Hesperidina
complexada com Magnésio, a Azadircthina, a Hesperidina sozinha e por ultimo a
Naringenina, como mostra na FIGURA 4.5.

Concentrac¢do Inibitéria Minima da bactéria

X. fas tidios a
E MIC (uM)

7,3
3,27
2,1
1,4
SRR
I

Naringinina  Naringinina Hesperidina Azadiracthina Hesperidina Naringinina
(Ru) (Mg) (Mg)

FIGURA 4.5. Concentracao inibitéria minima dos compostos testados in Vitro, através

de microdiluigdo em microplaca.

Estes resultados se mostraram promissores. A Azadiracthina e Hesperidina ja
haviam sido testadas por RIBEIRO et al., (2008), e os resultados foram semelhantes
aos deste trabalho, a Azadiracthina apresentou um MIC de 1.600 pg/mL e a
Hesperidina 2.000 ug/mL. MADDOX et al., (2009) testou alguns compostos fendlicos
como inibidores da bactéria Xylella fastidiosa , entre eles a naringenina, que obteve um
resultado de 200 pM.

Nao ha na literatura nenhum bactericida capaz de controlar com eficacia a
contaminacao do citros pela bactéria Xylella fastidiosa e também nehum produto com
registro para esta doenca. A maioria dos trabalhos, como os citados acima, foram feitos
apenas in Vitro. Estes compostos fendlicos, até hoje, s6 foram testados in Vitro.
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Até hoje, o controle da bactéria é feito através das cigarrinhas, que sédo as
vetoras da bactéria. Alta quantidade de pesticidas sado aplicados nas lavouras de citros
para o controle destas pragas para evitar que estas contaminem o citros com a bactéria.
Muitos sao prejudiciais a animais e seres vivos e possuem um periodo de caréncia, isto
€, possuem um prazo apOs a aplicacdo para serem consumidos. Os compostos
avaliados neste trabalho, sdo moléculas naturais, biodegradaveis e nao toxicas a
animais e seres vivos, podendo até serem aplicados no dia da colheita, ndo precisando
obedecer um periodo de caréncia.

Através da FIGURA 4.5 observou-se que a Naringenina e Hesperidina
complexadas obtiveram melhor resultado do que quando testadas sozinhas. A
Naringenina complexada com ruténio foi 38,4 % mais ativa que a ndo complexada, a
Naringenina com magnésio foi 21,5 % mais ativa que a ndo complexada e a
Hesperidina complexada com magnésio foi 2,33% mais ativa que a ndao complexada.
Estes flavondides complexados com ruténio e magnésio ja foram testados por
OLIVEIRA, (2012) como inseticidas para formiga cortadeira e seus resultados
mostraram que os compostos complexados apresentam maior estabilidade no estado
sélido, na maioria dos solventes organicos testados e em diversos pH’'s e, sdo mais
hidrossoluveis e liposoluveis que os flavondides livres, mostrando um melhor resultado
como inseticida.

Entre as moléculas ndo complexadas, a Azadirachtina foi a mais ativa, sendo
1,56 e 3,50 vezes mais ativa que a Hesperidina e Naringenina, respectivamente.
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4.4 — Ensaio in Vivo.

4.4.1 — Caracterizacao de presenca da Xylella fastidiosa no citros.

4.4.1.1 - Extracao do DNA total das folhas de citros.

Apbs um periodo de 90 dias da inoculagdo de solucdo da bactéria Xylella
fastidiosa nas plantas de citros sadias, coletou-se as folhas das plantas numeradas de
1 a 31 e fez-se a extracao total do DNA de cada uma, como descrito no item 3.4.2.1,
diagnosticando a presenca ou ndo da bactéria em cada planta.

Este procedimento assegurou que todas as plantas que receberam as amostras
testes realmente estavam infectadas com a bactéria Xylella fastidiosa.

A extracdo do DNA total das plantas de citros € um procedimento minucioso e
que requer tempo e cautela, desde a maceracéao das folhas a visualizacao final do DNA
no fundo dos eppendorfs (material precipitado). Visivelmente, as extragdes foram
eficazes, uma vez que nao houve perda do DNA. Devido ao grande numero de etapas,
a extracao teve que ser bem planejada, dedicando um tempo exclusivo evitando perdas
por degradacao.

O DNA extraido de cada planta de citros foi quantificado por Espectrofotdmetro
Nanodrop e de acordo com os resultados da TABELA 4.2, podemos observar que a
extracao foi bastante eficaz.
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TABELA 4.2. Quantificagdo do DNA total extraido das plantas em ng/uL antes da

realizacdo dos tratamentos.

Plantas| Quantidade de DNA Plantas| Quantidade de DNA
extraido (ng/pL) extraido (ng/pL)
1 506,2 9 799
2 641 10 1264
3 1055 11 1318
4 250,8 12 1405
5 824 13 994 .4
6 980,2 14 711,6
7 1397 15 868,7
8 580,2 16 386,4
Plantas| Quantidade de DNA Plantas| Quantidade de DNA
extraido (ng/uL) extraido (ng/uL)
17 239,5 25 932,3
18 1300 26 819,1
19 1086 27 934,4
20 981,9 28 1205
21 4554 29 1140
22 1079 30 730,2
23 392 31 1275
24 979
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4.4.1.2 — Amplificacao do DNA pela técnica de PCR e visualizacao do
DNA por Eletroforese em Gel Agarose.

Ap6s a extracdo do DNA total e a confirmagdo da eficiéncia da extracdo
(TABELA 4.2), adicionaram-se os primers para a Xylella fastidiosa para verificarmos a
presenca ou nao da bactéria, através da amplificacdo e replicacdo do DNA, e de sua
visualizagdo através da eletroforese em gel.

Apés as amostras serem retiradas do termociclador, onde o DNA da bactéria
Xylella fastidiosa foi amplificado e replicado, isto no caso de ter células de X. fastidiosa
nas amostras, fez-se a eletroforese para visualizacdo do DNA bacteriano..

A visualizagdo do DNA foi fotodocumentado, como mostra na FIGURA 3.6. A
banda eletroforética de 700 pb, correspondente ao DNA amplificado da Xylella
fastidiosa, esta destacada em amarelo. As bandas mais intensas sdo as que
apresentam maior concentracdo do DNA da bactéria. O DNA de Xylella fastidiosa tem
aproximadamente 700pb e vimos que o DNA das amostras correspondia ao de Xylella,
pois as bandas se encontravam na mesma altura correspondente a 700pb do ladder.

910 11 12 13 140 18 e 1T 180 r r o B e L e ] - O U

FIGURA 4.6. Padrdo eletroforético das reacdes de amplificagdo para a detecgao da
bactéria Xylella fastidiosa a partir do DNA extraido de plantas de citros anteriormente

sadias e que foram submetidas a inoculacdo de uma solucéo da bactéria.
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Na FIGURA 4.6 visualizada acima, os numeros de 1 a 31 representam as
amostras, L o Ladder de 700 pb, BR o branco e CVC o DNA da Xylella fastidiosa.
Através do resultado acima podemos verificar que as amostras positivas, isto é, aquelas
onde podemos observar as bandas do DNA da bactéria Xylella fastidiosa, foram as
amostras 1, 2, 3,5,6,7,9,10, 11,12, 13, 14, 15,16, 17, 18, 19, 21, 24, 27, 28, 29 e 30;
e o restante negativas, como mostra a TABELA 4.3. As plantas numeradas infectadas
foram entdo separadas para os ensaios in Vivo.

Através desses resultados, pode-se diagnosticar as plantas de citros que
estavam ou nao contaminadas com a CVC (Clorose Variegada do Citros).

Pelos resultados obtidos, pode-se observar que a inoculacdo da bactéria nas
plantas de citros sadias foi muito eficiente, uma vez que das 31 plantas cedidas, 23
foram contaminadas pela bactéria, isto €, praticamente 75% de eficiéncia de
inoculacao.

Este foi um resultado muito satisfatoério, uma vez que muitos que realizaram o
mesmo procedimento de inoculagdo da bactéria em mudas sadias, ndo obtiveram

grandes porcentagens de inoculagéo.
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TABELA 4.3. Diagnéstico de bactéria Xylella fastidiosa em plantas de citros
previamente sadias. As plantas foram enumeradas de 1 a 31. (+) indica a presenca da

bactéria e (-) auséncia da mesma.

Plantas Resultado Plantas Resultado
1 + 16 +
2 + 17 +
3 + 18 +
4 - 19 +
5 + 20 -
6 + 21 +
7 + 22 -
8 - 23 -
9 + 24 +
10 + 25 -
11 + 26 -
12 + 27 +
13 + 28 +
14 + 29 +
15 + 30 +

31 -

4.4.2 — Tratamento das plantas infectadas com a bactéria X. fastidiosa
com as amostras Azadiracthina, Hesperidina, Naringinina.

Apés a confirmacao da contaminacao das plantas pela bactéria, se iniciaram os
tratamentos na busca de substancias com potencial agdo bactericida. Merece destaque
aqui que o objetivo principal de se desenvolver o estudo in Vivo era validar os
resultados dos ensaios in Vitro.
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No periodo em que as plantas estavam sendo tratadas com as amostras na casa
de vegetacao, estas sofreram um estresse hidrico, para garantir que toda a solucao
preparada com as amostras fossem absorvidas pela planta, para que assim tivesse um
resultado confiavel pensando nessas amostras como futuros bactericidas para as

lavouras de citros.

4.4.3 — PCR em Tempo Real (qPCR).

Apés os tratamentos realizados nas plantas de citros, fez-se a extracdo do DNA
das plantas novamente. Este DNA, juntamente com o DNA das mesmas plantas antes
do tratamento (armazenado a -80 °C), foram submetidos ao procedimento de
quantificacdo através espectrofotobmetro Nanodrop, para que suas quantidades fossem
padronizadas, e também para verificar se a extracéo foi eficaz, no caso do DNA pés
tratamento, e no caso do DNA guardado, verificar se ndo houve degradacao (TABELA
4.4).

Todas as amostras de DNA extraido tiveram suas concentracdes padronizadas
para 100 ng/uL, antes da realizagao do PCR quantitativo.

Através dos resultados observados na TABELA 4.4, pode-se confirmar pelos
valores, que a extracdo do DNA das plantas pés-tratamento foi bastante eficaz, uma
vez que os valores estdo na média de 800 mg/uL, sendo que a concentracédo
padronizada para a realizacdo da qPCR deve ser de 100 ng / ulL.

A FIGURA 4.7 ilustra a comparacao da quantidade de DNA quantificado antes e

ap6s armazenamento a -80 °C, comprovando que n&o houve problema de degradacio.
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TABELA 4.4. Quantificacdo do DNA extraido das plantas de citros pelo Nanodrop em

ng/ulL.
(A)

Plantas Quantidade
DNA
1 507,3
2 513,6
3 1086
4 215
5 698,3
6 820,7
7 1565
8 626,5
9 718,4
10 1144
11 1397
12 1661
13 523,3
14 603,1
15 861,3
16 345,6
17 282,2
18 1359
19 430
20 961,6
21 465,5
22 1079
23 372,7
24 1014
25 616,4
26 873,5
27 993,3
28 905,9
29 1146
30 776,2
31 1353
Média 835,9483871

(B)

Quantidade DNA

Plantas depois tratamento
1 849,7
2 1057
3 192
5 486,2
6 1141
7 7211
9 624,2
10 415,9
11 880,4
12 470,7
13 536,8
14 1153
16 606,5
17 597,9
18 616,9
19 752,2
21 313,6
24 976,3
25 76,09
26 859,3
27 319,7
28 579,9
29 135,4
30 918,3
31 717,3

Média 639,8956
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Observando a TABELA 4.4, observa-se que a TABELA 4.4 B nao apresenta
todas as plantas, isto porque apds a constatacdo da bactéria nas plantas, onde se
realizou o PCR de diagndéstico, utilizamos para o tratamento as plantas infectadas com
a bactéria e apenas 3 plantas sadias.

O Apds extragdo B Apo6s amarzenado a -80
1800
1600 B
::;_ 1400
g 1200
o 1000
=
5 800
§ 600
G 400 -
200
O,
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31
Amostras

FIGURA 4.7. Comparacgao da estabilidade de armazenamento para amostras de DNA
de citros logo apds a extracdo e depois de ser armazenado a —80 °C por 60 dias.

No grafico da FIGURA 4.7, observa-se que as amostras de DNA que foram
guardadas a —80°C, ndo obtiveram efeito de degradagdo, comparando com sua
quantificacao realizada logo apds a sua extragdo das plantas. Este procedimento é de
grande importancia, uma vez que o PCR quantitativo foi realizado para verificar a
quantidade de células de Xylella fastidiosa presentes nas plantas antes dos tratamentos
realizados e depois dos tratamentos, para verificarmos se houve efeito bactericida dos
produtos testados.

Portanto, é de grande importancia que o DNA que foi guardado esteja adequado
para o teste que sera realizado. Além da quantificacdo por espectrofotometria no
Nanodrop, foi realizada uma analise em Eletroforese em Gel Agarose, para
confirmarmos que o DNA esta definitivamente presente e que nao esta degradado,
como mostra na Figura 4.8. A FIGURA 4.8 nao representa um resultado de uma PCR,
mas sim, o DNA que foi extraido, ou seja, a banda eletroforética, destacada em

amarelo, € apenas o DNA puro, esta eletroforese s6 foi feita para verificar se o DNA
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estaria degradado ou se seria possivel realizar o PCR quantitativo, pois para o PCR
quantitativo precisava-se saber a quantidade exata de DNA que se extraiu (por isso sua
quantificacdo em nanodrop, resultado da TABELA 3.4) e quao degradado ele estaria,
pois se as bandas da FIGURA 4.8 estivesse ruim, isto €, com rastros, nao seria possivel
a realizacao da qPCR.

Ao e R Rl B e i [ o s B

ol s

FIGURA 4.8. Foto em Eletroforese em Gel Agarose do DNA extraido das plantas de
citros antes e depois dos tratamentos com os produtos bactericidas.
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4.4.4 — Resultado PCR quantitativo em Tempo Real.

As amostras de DNA antes e depois dos tratamentos com os bactericidas foram
amplificadas e quantificadas pelo qPCR. O resultado forneceu o niumero de células de
Xylella fastidiosa por ng de amostra, como mostra a TABELA 4.5.

Os tratamentos foram feitos em triplicata, e fez-se a média dos valores obtidos,
que podem ser vistos na TABELA 4.5. Nestes resultados, podemos observar a grande
diferenca no numero de células de Xylella fastidiosa antes e depois do tratamento

realizado nas plantas de citros doentes com as substancias com carater bactericida.

TABELA 4.5. Resultado do PCR quantitativo em Tempo Real para a bactéria Xylella
fastidiosa do citros.

NuUmero de células de
Xylella fastidiosa / ng de DNA.

NuUmero de células de
Xylella fastidiosa / ng de DNA.

Amostras Antes tratamento Pos tratamento
Cobre 30721,8 35,5
Naringinina (Ru) 52333,4 47,6
Azadirachtina 4460,3 35,1
Naringinina (mg) 2370,7 21,2
Naringinina 318111,4 30954,4
Hesperidina 415,1 54,8
Agua 285423,2 971599,1

A TABELA 4.6 ilustra a porcentagem de bactéria viva apos os tratamentos com

0os bactericidas comparados com a quantidade de bactéria antes dos tratamentos
durante os 60 dias de experimento. Para a testemunha agua, a porcentagem de
bactéria viva no final do tratamento com relagdo a sua quantidade antes dos
tratamentos, foi de 340%. Este resultado demonstra que o procedimento experimental
nao alterou o desenvolvimento da planta.
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TABELA 4.6. Porcentagem de células da bactéria Xylella fastidiosa no pés tratamento,
em relacdo a antes do tratamento ser realizado.

Amostras % de células de Xylella em relagao ao inicio
Cobre 0,1
Naringinina (Ru) 0,1
Azadirachtina 0,8
Naringinina (mg) 0,9
Naringinina 9,7
Hesperidina 13
Agua 340

A TABELA 4.6 nos mostra a porcentagem de bactéria viva poés-tratamento.

Analisando estes resultados, se observa a primeira vista que o Cobre e a Naringenina

complexada com Ruténio, foram os que obtiveram um melhor resultado bactericida,

porém, se deve considerar a quantidade de matéria de cada molécula utilizada, para

maior precisdo entre dose-resposta, equiparando as doses e ai sim identificar a
molécula que apresentou o melhor resultado bactericida.

Sabendo-se 0 peso molecular de cada molécula, calculou-se a dose utilizada em

Mol por Litro (M/L) e em seguida, calculou-se a concentragdo que deveria ser utilizada

para matar 99,9% de bactérias (melhor resultado). Estes resultados estdo apresentados

na TABELA 4.7
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TABELA 4.7. Concentragdo em moles por litro de cada molécula utilizada nos testes

com as plantas de citros infectadas com a bactéria Xylella fastidiosa para matar 99,9%

de bactéria.
Concentracao em M/L x10-2
Amostras para 0,1% bactéria viva
Naringenina (Mg) 0,07
Naringenina (Ru) 0,12
Azadirachtina 0,14
Hesperidina 0,18
Naringenina 0,39
Cobre 0,63

Sendo assim, depois dos calculos feitos com relagcdo a concentragdo de cada
molécula, através da TABELA 4.7 pode-se dizer qual substancia teve o melhor efeito
bactericida. Analisando os resultados ta TABELA 4.7 se observa-se que a Naringenina
complexada com Magnésio foi que obteve melhor resultado, seguida da Naringenina
complexada com Ruténio, depois a Azadirachtina, Hesperidina, Naringenina sozinha e
por final o Cobre, FIGURA 4.9.

Com excecao da Naringenina sozinha e o Cobre, todos os outros tiveram seus
valores aproximados. O cobre que a primeira vista foi um dos que teve o melhor
resultado, depois de calcularmos sua concentracdo utilizada, observamos que foi o de
menor eficiéncia, FIGURA 4.9.
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B Concentragdo em M/L x10-2 para 0,1% bactéria viva

0,63

Naringenina Naringenina  Azadirachtina  Hesperidina Naringenina Cobre
(Mg) (Ru)

FIGURA 4.9. Resultado dos compostos testados como bactericidas para a bactéria X.
fastidiosa do citros.

Como observado nos experimentos in vitro, os experimentos in vivo também
apresentaram melhores resultados para os polifendis complexados do que livres. A
naringenina complexada com o magnésio e ruténio foram aproximadamente 5 e 3
vezes mais ativa (potente) que a naringenina livre. Estes complexos melhoram os
compostos em sua estabilidade no estado sélido, na maioria dos solventes organicos
testados e em diversos pH’'s e, sdo mais hidrossoluveis e lipossoluveis que o0s
flavonodides livres, € o que mostra o experimento realizado por OLIVEIRA, (2012), que
testou a hesperidina e naringenina complexadas com ruténio e magnésio como
inseticidas para formigas cortadeiras.

Comparando os resultados entre os ensaios in Vitro e in Vivo, como mostra a
FIGURA 4.10, pode-se dizer que foram coerentes, isto €, se obteve os mesmos

resultados entre o que foi observado in Vitro com o avaliado in Vivo.



65

Ensaio In Vitro
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FIGURA 4.10. Comparagao dos resultados In Vitro e In Vivo.

Isto nos mostra que o trabalho foi bem executado e os resultados satisfatérios,
pois in Vivo ha grandes chances dos resultados serem diferentes do in Vitro, uma vez
que in Vivo existem os fatores externos, que podem contribuir para alterar os
resultados.

Houve uma pequena diferenca na atuacdo da naringenina complexada, nos
ensaios in Vitro, ela complexada com o Ruténio, teve maior eficiéncia, ja no ensaio in
Vivo a Naringenina complexada com Magnésio teve maior eficiéncia. Mas pode-se
observar que nos resultados in Vivo a diferenca foi pouca, podendo dizer mesmo assim
que os resultados foram coerentes.

MADDOX et. al., (2009), testaram compostos fendlicos para o controle da
bactéria Xylella fastidiosa, dentre estes compostos a Naringenina, onde ele demonstrou
dentre todos 0s compostos testados, que a Naringenina foi a que apresentou uma das
melhores concentracdes inibitérias para a bactéria, num valor de 200 uM.

RIBEIRO et.al., (2008), testaram a Azadiracthina e Hesperidina como inibidores

da bactéria X. fastidiosa, e seus resultados foram bem semelhantes destes resultados.
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A Azadirachtina teve uma Concentracdo Inibitéria Minima de 1.600 ug / mL e a
Hesperidina um MIC de 2.000 ug/mL, sendo que no resultado deste trabalho a
Azadiracthine teve um MIC in Vitro igual e a Hesperidina um MIC de 1.500 ug/mL.
Porém RIBEIRO et.al. (2008), testou estes compostos apenas in Vitro, ja neste trabalho,
a Azadiracthina e Hesperidina foram testadas in Vitro e depois in Vivo. Isto significa
confiabilidade nestes resultados, uma vez que todos foram feitos em ftriplicata, os
resultados in Vitro foram posteriormente testados in Vivo e obtiveram o mesmo
resultado, e um outro trabalho publicado ja havia demonstrado valores semelhantes.

4.5 - Visualizacao do xilema das plantas de citros por Microscopia
Eletronica de Varredura (MEV).

As folhas coletadas das plantas de citros do experimento, ao término dos
tratamentos, foram preparadas para a visualizacdo de seus xilemas por Microscopia
Eletrbnica de Varredura, onde coletou-se folhas de todos os tratamentos. Na FIGURA
4.11 a foto 1 mostra folhas com sintomas da CVC que foram tratadas apenas com agua
e na foto 2 folhas das plantas tratadas com as amostras em teste que ndao apresentam
sintomas da doenca, isto mostra mais uma evidéncia da eficiéncia dos bactericidas em
teste.

FIGURA 4.11. Fotos das folhas de citros coletadas apds o término do tratamento

com os bactericidas em teste.
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Apés o preparo das amostras das folhas, estas foram submetidas a Microscopia
Eletronica de Varredura e como a bactéria Xylella fastidiosa coloniza exclusivamente os
vasos do xilema, através dessa metodologia, pode-se observar no xilema dos peciolos
das plantas a presenca ou ndo da bactéria. (FIGURA 4.12). A foto 1 mostra vasos do
xilema colonizados pela bactéria Xylella fastidiosa, pertencentes a folhas das plantas
tratadas apenas com agua. Nas fotos subsequentes, os vasos do xilema pertencentes a
folhas coletadas das plantas submetidas aos tratamentos com os bactericidas em teste
apresentam-se limpos, isto €, ausentes da bactéria. Os resultados observados na
FIGURA 4.12, confirmam a eficiéncia dos bactericidas testados.

FIGURA 4.12. Xilema do peciolo das plantas do experimento visualizados através de
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), aumento de 2000X. Foto 1, tratamento com
agua; foto 2, tratamento cobre; foto 3, tratamento azadirachtina; foto 4, tratamento
hesperidina; foto 5, tratamento naringenina; foto 6, tratamento naringenina complexada

com ruténio; foto 7, naringenina complexada com magnésio.
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5. Conclusoes.

Com base nos resultados do presente estudo, conclui-se que:

Nos ensaios in vitro, a Naringinina complexada com Ruténio, teve uma maior
eficiéncia na inibicdo do crescimento da bactéria Xylella fastidiosa. A Naringinina
complexada com magnésio também obteve um bom resultado, sendo seu valor préximo
a complexada com ruténio.

O Magnésio e o Ruténio ajudam na eficiéncia da Naringinina e Hesperidina, pois
estudos anteriores comprovaram que estes complexos tornam os flavondides mais
hidrossollveis, lipossoluveis e estaveis em diferentes pH’s.

Nos ensaios in vivo, os resultados da eficiéncia das amostras corresponderam
com os resultados das amostras dos ensaios in vitro.

O Cobre, que hoje é um dos bactericidas mais utilizados na agricultura, devido a
sua eficiéncia , teve a menor eficiéncia com relagao a inibicao da bactéria.

Através da analise visual das folhas das plantas testadas, observamos que as
plantas tratadas apenas com agua apresentavam sintomas da doenca, ja as folhas
tratadas com os bactericidas testados, ndo apresentavam sintomas da doenca.

A visualizacdo do xilema das plantas testadas, em Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV), mostra a eficiéncia bactericida dos compostos testados, uma vez que
no tratamento com agua os vasos do xilema estavam colonizados pela bactéria, ja os
vaso das plantas tratadas com os bactericidas estavam limpos, isto é, ausentes de
bactéria e a Xylella fastidiosa € uma bactéria que desenvolve apenas nos vasos do
xilema.

Portanto, através de nossos resultados, podemos apostar no desenvolvimento
das amostras testadas como futuros bactericidas para o controle da bactéria Xylella

fastidiosa.
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