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APRESENTACAO

O Brasil possui uma das floras mais ricas e diversificadas do mundo — quase 19%
da flora mundial. Nosso conhecimento sobre a diversidade, o cultivo e os beneficios
que as plantas, frutos e sementes podem proporcionar ainda séo incompletos. Dessa
forma ressaltamos a importancia de se continuar a explorar e conhecer o potencial que
a flora brasileira possui.

Nesse intuito o e —book Producéo e Controle de Produtos Naturais € composto
por 13 artigos cientificos que abordam assuntos de extrema importancia relacionados
a flora brasileira. O leitor ira encontrar assuntos que abordam temas como a atividade
toxicologica de fungos, a composi¢cdo quimica, bioldgica, atividade antioxidante,
alelopatica, citotdxica, anticitotdxica, teor de fendlicos totais e teor de flavonoides totais
de plantas, além de fatores que podem ter influéncia sobre esses aspectos.

O e-book Producéao e Controle de Produtos Naturais também apresenta artigos
com intuito de orientagdo e incentivo ao uso, cultivo e manejo de plantas medicinais,
além de temas relacionados a Gestdo Ambiental e Sustentabilidade.

Diante da importancia de discutir a biodiversidade, os artigos relacionados neste
e-book, visam disseminar o conhecimento acerca da constituicao da flora brasileira e
promover reflexdes sobre os temas. Por fim, desejamos a todos uma excelente leitura!

Natiéli Piovesan e Vanessa Bordin Viera
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RESUMO: O Brasil desempenha um importante
papel no agronegécio mundial, liderando a
produg¢do em varias culturas, como o maracuja-
amarelo. No entanto devido a dispersao
da espécie Xanthomonas axonopodis pv.
passiflorae, causadora da bacteriose do
maracuja, a producdo € reduzida. A doenca
costuma ser controlada pelo uso de produtos
quimicos cupricos e antibibticos, entretanto eles
tém causado desenvolvimento de bactérias
mais resistentes e um acumulo de substancias
no ambiente que sao nocivas a natureza e a
saude humana, fato que torna necessario o
desenvolvimento de alternativas sustentaveis.
Metabolitos secundarios sdo apontados como
possiveisalternativasjaquesaoprodutosnaturais
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de alta especificidade, com potencial atividade
microbicida e que possuem meia-vida curta no
ambiente. Neste contexto, este trabalho avaliou
a potencial atividade de extratos produzidos por
47 fungos isolados de sedimentos marinhos
da Antartica contra a bactéria X. axonopodis
pv. passiflorae. Os resultados mostraram que
22 fungos produziram extratos que inibiram,
em mais de 90%, o crescimento bacteriano.
Os fungos bioativos, em sua maioria, sao dos
géneros Pseudogymnoascus e Penicillium.
O estudo indica que fungos de sedimentos
marinhos antarticos apresentam potencial para
producéo de compostos bioativos no combate a
bacteriose do maracuja.

PALAVRAS-CHAVE: Maracuja,
metabdlitos secundarios, fungos.

bacteriose,

ABSTRACT: Brazil plays an important role
in world agribusiness, leading production in
various crops, such as yellow passion fruit.
However, due to the dispersion of the species
Xanthomonas axonopodis pv. passiflorae, which
causes passion fruit bacteriosis, production is
reduced. The disease is usually controlled by
the use of cupric chemicals and antibiotics, but
they have caused the development of more
resistant bacteria and an accumulation of
substances in the environment that are harmful
to nature and human health, which makes it
necessary to develop sustainable alternatives.
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Secondary metabolites are indicated as possible alternatives since they are natural
products of high specificity, with potential microbicidal activity and have short half-life
in the environment. In this context, this work evaluated the potential activity of extracts
produced by 47 fungi isolated from marine Antarctic sediments against the bacterium
X. axonopodis pv. passiflorae. The results showed that 22 fungi produced extracts that
inhibited, by more than 90%, bacterial growth. Bioactive fungi, for the most part, are
of the genus Pseudogymnoascus and Penicillium. The study indicates that fungi of
Antarctic marine sediments present potential for the production of bioactive compounds
in the fight against passion fruit bacteriosis.

KEYWORDS: Passion fruit, bacteriosis, secondary metabolites, fungi.

11 INTRODUCAO

O maracuja pertence ao género Passiflora, o mais importante economicamente
€ que apresenta o maior numero de espécies da familia Passifloraceae (BERNACCI
et al., 2003; NUNES e QUEIROZ, 2006). No Brasil ja foram encontradas cerca de
130 espécies (CERVI et al., 2010), sendo 0 maracuja-amarelo ou azedo (P. edulis) a
espécie mais cultivada no pais (FREITAS, 2011; MELETTI, 2011).

Atualmente o Brasil € um dos maiores produtores de maracuja do mundo, segundo
o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2013) a producéo brasileira foi
superior a 800.000 toneladas em 2013, cultivada em uma area de aproximadamente
60.000 hectares, destacando-se as regides Nordeste, Norte e Sudeste como maiores
produtoras do maracuja-amarelo.

O maracuja-amarelo € o mais conhecido, cultivado e comercializado devido a
qualidade de seus frutos e ao seu maior rendimento industrial (FALEIRO et al., 2005).
A importancia econdmica se da majoritariamente pelo consumo da fruta fresca e da
producéo de sucos, mas ha grande interesse de industrias farmacéuticas na extracéo
de compostos que sédo utilizados como calmantes, vitaminas, entre outros (ISHIDA e
HALFED-VIEIRA, 2009).

Ospomares de maracujatém sido afetados pordoencas causadas por fungos, virus
e bactérias. Destacam-se: virose do endurecimento dos frutos (woodness), bacteriose
(X. axonopodis pv. passiflorae) e fusariose (Fusarium oxysporum) (MELETTI, 2011).

A bacteriose ou mancha oleosa, causada pela bactéria X. axonopodis pv.
passiflorae é uma das doencas mais severas (MUNHOZ et al., 2015) a bactéria é
transmitida pela semente e a doenca é caracterizada pelo aparecimento de pequenas
lesbes nas folhas e deixa os frutos improprios para o consumo (Figura 1) (TORDIN,
2016).
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Figura 1. Sintomas da bacteriose em folha e fruto de maracujazeiro-amarelo
(Fonte: ISHIDA e HALFELD-VIEIRA, 2009).

No Brasil a doenga foi confirmada inicialmente no final da década de 1960 na
cidade de Araraquara — SP e atualmente esta disseminada em todas as regides do
pais onde se produz a fruta. No estado de S&ao Paulo, devido ao clima quente e umido,
a disseminacéo da doenca se tornou um empecilho grave no cultivo ou até mesmo
na obtencao de individuos sadios (FALEIRO et al, 2011; ISHIDA e HALFELD-VIEIRA,
2009; NAKATANI et al, 2008).

Abacteriose, causada pela X. axonopodis pv. passiflorae, costuma ser controlada
pelo uso de produtos quimicos (cupricos) e de antibidticos, porém, com aplicagdes
recorrentes, o microrganismo causador adquire resisténcia rapidamente e a pratica
muitas vezes € ineficaz, prejudicial ao meio ambiente e de alto custo (TORDIN, 2016;
ECONOMOU e GOUSIA, 2015). Diante do exposto torna-se necessaria a busca por
novas alternativas de controle desta praga, principalmente aquelas menos nocivas ao
meio ambiente e ao ser humano.

O interesse pelo emprego na agricultura de metabdlitos bioativos produzidos por
micro-organismos e plantas, como alternativa aos produtos quimicos sintéticos e com
nenhum ou minimo impacto ambiental tem se tornado crescente nos ultimos anos
(DAYAN et al., 2009; FURBINO 2014; NEWMAN e CRAGG, 2016).

A obtencéo de substancias de fontes naturais é importante visto a variabilidade
de tais produtos. De maneira geral, moléculas naturais apresentam estruturas
mais complexas quando comparadas a compostos quimicos sintéticos, além de
apresentarem maior diversidade estrutural e como sdo frutos de um metabolismo
secundario € comum que possuam diversas funcdes bioativas (DAYAN et al., 2009;
FEHER e SCHMIDT, 2002).

Na literatura vem sendo relatados diversos estudos de atividade antibacteriana
de metabdlitos secundarios, produzidos por micro-organismos, contra bactérias
fitopatogénicas do género Xanthomonas (MURATE, et al., 2015; SPAGO et al., 2014;
DE OLIVEIRA et al., 2011).

Dentre os micro-organismos que tem demonstrado capacidade de combate
a Xanthomonas, estao os isolados de ambientes extremos, como a Antartica
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(DANILOVICH et al, 2018; ENCHEVA et al., 2014; SILBER et al., 2013). Estes micro-
organismos podem ser fontes ricas de novos produtos naturais baseados em estruturas
quimicas unicas (TIAN et al., 2017; FURBINO, 2014).

Assim, considerando a necessidade atual de novas alternativas no controle da
X. axonopodis pv. passiflorae, que visam substituir os produtos quimicos sintéticos e
ao mesmo tempo minimizar danos ao meio ambiente, o presente trabalho contribui
para a descoberta de novos compostos produzidos por fungos isolados de sedimentos
marinhos da Antartica que apresentem potencial acéo contra a bacteriose do maracuja.
Para isto foi avaliada a atividade antibacteriana de extratos produzidos por fungos
isolados de sedimentos marinhos da Antartica contra X. axonopodis pv. passiflorae,
causadora da bacteriose no maracuja.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1. Fungos

Os micro-organismos utilizados neste trabalho (47 fungos filamentosos) foram
disponibilizados pela Prof.2 Dr.2 Lara Durdes Sette (UNESP, Rio Claro) e foram
isolados de sedimentos marinhos coletados em diversos locais na Antartica durante a
fase IV da OPERANTAR XXXIIl (Janeiro de 2015) no ambito do projeto PROANTAR/
CNPq intitulado “A vida microbiana na criosfera antartica: mudangas climaticas e
bioprospeccdo - MICROSFERA” sob a coordenagao da Profa. Vivian Pellizari (10/
USP). Os micro-organismos fazem parte do acervo de fungos da colegcao de pesquisa
da Central de Recursos Microbianos da UNESP (CRM- UNESP).

2.2. Linhagem da X. axonopodis pv. passiflorae

A linhagen da bactéria X. axonopodis pv. passiflorae (isolado LM4a) foi isolada
de maracuja azedo em Limeira/SP, este isolado foi gentilmente cedido pela Prof.? Dr?
Maria Lucia Carneiro Vieira da Esalg/USP.

2.3. Obtencao dos extratos brutos

Os 47 fungos foram reativados em placas de Petri contendo meio malte agar
2% e incubados em B.O.D. a 15°C por um periodo de aproximadamente 10 dias para
crescimento. Discos de 5 mm de agar com micélio foram transferidos para erlenmeyers
contendo 150 mL do meio liquido malte 2% e foram mantidos pelo periodo de 20 dias
em agitacao constante (150 rpm) a 15°C. Em seguida o sobrenadante foi separado da
biomassa por filtracdo a vacuo e submetido a extracao liquido-liquido com acetato de
etila. A fragdo orgéanica foi concentrada em um evaporador rotativo.
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2.4. Avaliacao da atividade antibacteriana contra X. axonopodis pv. passiflorae

A andlise de atividade antibacteriana contra X. axonopodis pv. passiflorae foi
realizada pelo método REMA (resazurin microtiter assay), que consiste em um ensaio
de microtitulagdo com resazurina (C,,H.NO,) (SILVA et al., 2013).

Os extratos brutos foram dissolvidos em solucao 10% de dimetilsulfoxido (DMSO),
em seguida foram diluidos em meio NYG (0,3% extrato de levedura, 0,5% peptona
bacteriolégica, 2% glicerol). A concentragdo maxima testada foi de 3,00 mg/ml e a
partir dela foi realizada microdiluicdo seriada até a concentracéo de 0,02 mg/mL. Em
todas os testes a concentracdo de DMSO néao ultrapassasse 1% (concentracdo do
controle de veiculo).

Em seguida foi adicionado o in6culo bacteriano (10° UFC/mL). Observagao: as
células bacterianas foram cultivadas em meio NYG liquido a 29°C sob rotacao de 200
rpm por 12 horas, até atingir a densidade 6tica (DO) de 0,8 (lido no espectrofotdmetro
a 600 nm) que corresponde a 108 UFC/mL e fase log do crescimento da bactéria.

As placas foram incubadas a 29°C por aproximadamente 16 horas e em seguida
foi adicionada uma solucdo de resazurina (0.1 mg/mL) para uma nova incubacao
a 29°C por aproximadamente 1 hora. Apds este periodo foi realizada a medida da
fluorescéncia através do aparelho Biotek Synergy H1MFD leitor de microplacas
(comprimento de onda de excitacdo: 530 nm; comprimento de onda de emissdo: 590
nm). O ensaio foi realizado em triplicata.

2.5. Avaliacao da atividade bactericida

O bioensaio de atividade bactericida foi realizado por imersdo de um replicador
de colbénia nos pocos da microplaca de 96 pocos do teste REMA (ap6s a incubacgao a
29°C por 18h, e antes da adicdo de resazurina) seguido da aplicacao deste em placa
de Petri (150 x 15 mm) contendo meio NYG sélido. As placas foram incubadas por
48 horas a 29°C em estufa bacteriologica. O crescimento bacteriano foi analisado
visualmente, e para os extratos, em que ndo houve o crescimento bacteriano, foi
determinada a concentracao minima bactericida. O ensaio foi realizado em triplicata.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme descrito em materiais e métodos foram produzidos extratos
extracelulares de 47 fungos. Estes extratos foram submetidos ao bioensaio, a fim de
verificar qual dos extratos apresentava atividade antibacteriana contra a X. axonopodis
pv. passiflorae. Os resultados obtidos mostraram que dos 47 extratos testados 22
apresentaram uma porcentagem média de inibicdo do crescimento bacteriano maior
que 90% na concentracao maxima testada, sendo que o isolado 5A-1C315llll do
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género Pseudogymnoascus apresentou a maior inibicdo atingindo uma média de 99%

(Tabela 1).

Isolado Género Inlblci-oaa%ic:i:rn%s;gento
2B-1C115llll Pseudogymnoascus 98,23
5A-1C315llI Pseudogymnoascus 99,04
4A-1C115l111 Penicillium 96,24

5A-1C115ll Paraconiothyrium 98,35
5B-1C315llIIA Penicillium 97,50
5A-1C715lllI Pseudogymnoascus 96,53
3A-1C315lll Cadophora 98,62
2A-1C115ll Penicillium 97,40
2A-1C1llI Pseudogymnoascus 98,05
6DC415I Pseudogymnoascus 97,65
3A-1C215l11IC Cadophora 98,62
2DC615IA Pseudogymnoascus 95,66

5DC115I Paraconiothyrium 92,88

2D-3C115lllI Pseudogymnoascus 98,09
5D-3C115ll Toxicocladosporium 98,39
6DC215lll Pseudogymnoascus 97,58

6DCA4lII Pseudogymnoascus 91,26

5DC11I Pseudogymnoascus 96,87

2DC715lll Penicillium 94,55
5B-1C315l111IB Penicillium 93,33
3DC615I Penicillium 94,12
2D-3C115lll Pseudogymnoascus 95,87

TABELA 1 - Porcentagem média de inibicdo do crescimento bacteriano dos 22 extratos
bioativos na concentracdo de 3,00 mg/mL

De acordo com os dados apresentados na tabela 1 é possivel verificar que a
maioria dos fungos que apresentaram atividade antibacteriana contra X. axonopodis
pv. passiflorae séao dos géneros Pseudogymnoascus (11 isolados) e Penicillium (6), ou
outros sdo do género Cadophora (2), Paraconiothyrium (2) e Toxicocladosporium (1).

Estudos anteriores realizados com fungos antarticos mostraram que o género
Pseudogymnoascus € comum na regidao (SANTIAGO et al., 2015; GODINHO et al.,
2015; DING et al., 2016; GONCALVES et al., 2015). Outras pesquisas demonstraram
a capacidade destes fungos em apresentar atividade antimicrobiana contra Candida
albicans, Candida krusei, Cladosporium sphaerosperum, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Clavibacter michiganensis e Xanthomonas campestris
(FURBINO et al., 2014; HENRIQUEZ et al., 2014; GONCALVES et al., 2015).

Os 22 extratos bioativos foram submetidos ao bioensaio de atividade bactericida,
a partir dos dados obtidos neste experimento foi possivel verificar que todos os extratos
apresentaram atividade bactericida, sendo que a maioria (15 isolados) mostrando
atividade bactericida apenas na concentragcdo de 3,0 mg/mL, mas 7 mostraram
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atividade bactericida também na concentracéo de 1,5 mg/mL de extrato bruto.

Os resultados apresentados neste trabalho teve continuidade e estes extratos
foram testados em outras Xanthomonas de interesse econémico, todos os resultados
foram recentemente publicados (VIEIRA, et al., 2018; PURIC, et al., 2018).

4| CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos foi possivel concluir que os fungos filamentosos
de sedimentos marinhos da Antartica sdo micro-organismos com potencial para
produzir compostos capazes de inibir o crescimento de X. axonopodis pv. passiflorae,
causadora da bacteriose do maracuja. Dos 47 extratos produzidos pelos fungos
isolados de sedimentos marinhos antarticos 22 produziram compostos quimicos ativos
contra X. axonopodis pv. passiflorae.

Os extratos bioativos foram produzidos, em sua maioria, por fungos do género
Pseudogymnoascus, que é um género muito comum na regido da Antartica, mas
que ainda ha pouco conhecimento sobre seus produtos naturais e suas atividades
biolégicas.
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