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RESUMO

“ ESTUDO QUIMICO DE PHYTOPHTHORA NICOTIANAE E SUA
INFLUENCIA NO PERFIL QUIMICO DE PLANTULAS DE CITRUS SINENSIS”.
O presente trabalho descreve o estudo da variacdo do perfil quimico de citros
apos a inoculacdo do oomiceto “Phytophthora nicotianae”, responsavel pela
gomose de citros que € uma das doencas que vem causando prejuizos na
citricultura brasileira. Para isso, inoculou-se a “P.nicotianae” em mudas de
“Valéncia” [Citrus sinensis (L.) Osbeck] enxertadas em* Citrumelo Swingle”
[Citrus paradisi x Poncirus trifoliata] e Tangerina Sunki Tropical [Citrus Sunki
Hort. ex Tan] onde avaliou-se a variacdo do perfil quimico dos principais
metabolitos secundérios através do desenvolvimento de métodos analiticos
como HPLC-UV, LC-MS/MS, CG/MS e UHPLC- MS/MS com ferramentas
guimiométricas. Essas ferramentas quimiométricas aplicadas aos dados
obtidos nos estudos de UHPLC-MS/MS permitiram discriminar as plantas
infectadas com o oomiceto daquelas sadias, e também a caracterizacdo dos
compostos que mais contribuem para essa diferenciagdo. Ao analisar a
variacao do perfil quimico dos citros estudados através da técnica de UHPLC-
MS/MS foi possivel detectar a variacdo principalmente de algumas cumarinas
nas raizes e caule inferior, flavonoides glicosilados nas folhas e caule superior
entre as mudas infectadas com gomose e as sadias, indicando que estes
compostos podem estar envolvidos no mecanismo de defesa das plantas, e
podem ser considerados uma fitoantecipinas. Na metodologia utilizada para o
estudo de biomarcadores volateis no HS/GC-MS, foi possivel observar
variacGes e 0s principais marcadores volateis para as matrizes estudadas, foi
D-limoneno e guaiacol em caules e folhas, em matrizes inoculadas com o
patégeno causador da doenca gomose de citros. Também foi feito o estudo
guimico do oomiceto em alguns meios de cultivos, além de comparacdes de
crescimento micelial com o objetivo de obter substancias padrdes, que resultou

no isolamento de metabdlitos secundarios da classe das antronas.
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ABSTRACT

“PHYTOPHTHORA NICOTIANAE CHEMICAL STUDY AND ITS INFLUENCE ON
THE CHEMICAL PROFILE OF CITRUS SISENSIS SEEDLINGS.” The present work
describes the study of the variation of the citrus chemical profile after the inoculation
of the omicetto "Phytophthora nicotianae", responsible for citrus gomose disease,
which is one of the diseases that is causing damages in Brazilian citriculture. For this,
"P.nicotianae" was inoculated in "Valencia" seedlings [Citrus sinensis (L.) Osbeck]
grafted on "Citrumelo Swingle" (Citrus paradisi x Poncirus trifoliata) and Sunki Tropical
Tangerine [Citrus Sunki Hort. ex Tan], where it was evaluated chemical profile of the
major secondary metabolites through the development of analytical methods such as
HPLC-UV, LC-MS/MS, CG / MS and UHPLC-MS / MS with chemometric tools. These
chemometric tools applied to the data obtained in the UHPLC-MS / MS studies allowed
discriminating the infected plants with the omicetto of healthy plants, as well as the
characterization of the compounds that contribute most to this differentiation. When
analyzing the chemical profile variation of the citrus studied by the UHPLC-MS / MS
technique it was possible to detect the variation mainly of some coumarins in the roots
and lower stem. Glycosylated flavonoids in the leaves the gomose infected seedlings
and the healthy ones indicating that these compounds may be involved in the plant
defense mechanism, and may be considered a phytoanticipal. In the methodology
used for the study of volatile biomarkers in the HS / GC-MS, it was possible to observe
variations and the main volatile markers for the studied matrices, was D-limonene and
guaiacol in stems and leaves, matrices inoculated with the pathogen causing the
disease gomose of citrus. In addition, the chemical study of the oomiceto in some
culture was done, in addition to comparisons of mycelial growth with the objective of
obtaining standard substances, which resulted in the isolation of lesser known
secondary metabolites of the anthron class.
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ESTUDO QUI’MICAO DE PHYTOPHTHORA NICOTIANAE E SUA INFLUENCIA NO PERFIL
QUIMICO DE PLANTULAS DE CITRUS SINENSIS.

1. INTRODUCAO

1.1. Citricultura no Brasil e no mundo

A citricultura, do ponto de vista convencional, € praticada em
diferentes regides do mundo e em consequéncia desse cultivo, a cultura passou
por uma adaptacdo as distintas condi¢bes climéaticas, desde o clima tropical,
subtropical até o equatorial, com plantios localizados nas regides Umidas e aridas
(SENTELHAS, 2005). As plantas citricas, embora, possuam determinadas
exigéncias edaficas, elas adaptam-se bem aos varios tipos de solos. Na atualidade,
o cultivo de citros é realizado em uma ampla faixa ao redor do mundo, as principais
areas produtoras concentram-se nas regides subtropicais, sendo que nessas areas,
a temperatura de cultivo oscila entre 25 a 30 °C, consideradas 6timas para a
atividade fotossintética da planta (AGUSTI, 2003).

Os citros mais utilizados em plantios comerciais estéo distribuidos em
seis grupos bésicos: laranjas, tangerinas, limdes, limas acidas, pomelos e outro de
menor importancia, como a lima comum. O grupo das laranjas doces (C. sinensis)
apresenta maior expressividade e predominam na maioria dos paises citricolas. As
plantas citricas, como as do género Citrus L. (pertencentes ao género Swingle), o
trifoliata (Poncirus), entre outros géneros correlatos a subfamilia Aurantioideae,
familia Rutaceae, sao originarias das regides tropicais e subtropicais do sudeste do
continente asiatico, com varios ramos filogenéticos espalhados pelo mundo
(CHAPOT, 1975; MABBERLEY, 1997).

Esses citros englobam um grupo dessas plantas do género Citrus e
hibridos, além de outros géneros da familia Rutaceae na qual se encontram as
laranjas doces - Laranja Lima, Baia, Baianinha, Piralima, Pera, Natal, Rubi, Westin,
Valencia e outras (Citrus sinensis), tangerinas (Citrus reticulata e Citrus deliciosa),
liméo siciliano (Citrus limon), limas acidas como o Tabhiti (Citrus latifolia) e o Galego
(Citrus aurantiifolia), e as limas doces - Lima da Pérsia (Citrus limettioides), pomelo
(Citrus paradisi), cidra (Citrus medica), laranja azeda (Citrus aurantium) e toranjas
(Citrus grandis) (POMPEU JUNIOR, 1991).

A producéo da laranja € uma atividade agricola moderna que se da
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hoje sob o comando técnico-cientifico das grandes empresas que atuam no setor
de sucos (Citrosuco, Cutrale, Citrovita, Coinbra/Dreyfuss e Cargill, entre outras).
Essas empresas atuam em pontos do territério nacional onde sdo encontradas as
melhores condicbes para a otimizacdo de sua producdo e comercializagéo.
(SANTOS & SILVEIRA, 2001).

O Brasil se mantém como o maior produtor mundial de laranja (58%),
especialmente o estado de Séo Paulo, responsavel por cerca de 80% do total da
produgé&o nacional. O segundo maior produtor séo os Estados Unidos, com 31% do
total mundial (principalmente o estado da Flérida) (SALOMAO, 2017). S&o Paulo e
Flérida concentram em torno de 89% da producdo mundial de laranja. As demais
regides produtoras sao: Espanha (2%), México (2%) e China (5%) (ABECITRUS,
2017). Tanto S&do Paulo quanto Flérida destinam as maiores propor¢cées da sua
producéo para o processamento do suco, 80 e 90% respectivamente. Estima-se
gue a producédo de citros se situa ao redor de 102 milhdes de toneladas ao ano,
ocupando uma area de 7,3 milhdes de hectares (IAC, 2017).

O Brasil tem participagao superior a 80% no comercio internacional
de suco de laranja concentrado congelado. O Produto Interno Bruto (PIB) do
segmento citricola ainda € maior no mercado interno, somando US$ 4,4 bilhdes em
2009 antes US$ 2,2 bilhdes arrecadados com vendas ao mercado externo. Aos
produtores de citros, coube um faturamento de US$ 1,9 em 2009, que chegou a
US$ 14,6 bilhdes quando considerados todos os elos da cadeia produtiva. (FNP,
2017).

Entretanto, a citricultura nacional apresenta inUmeras pragas e
doencas que limitam sua producdo e comprometem a biosseguranca alimentar.
Dentre elas, varias doencas que atacam citros em todo o mundo. As doencas
relacionadas a utilizacdo de porta-enxertos sempre foram impactantes ao sistema
produtivo. Com o intuito de prevenir essas patologias de fungos e bactérias de solo,
como a gomose e aquelas causadas por nematoides, 0 uso de porta enxertos
resistentes tem sido o0 método mais viavel e econdmico utilizado, esses genoétipos
através da enxertia, visa contribuir com o sistema radicular para melhorar a
producdo, a qualidade dos frutos, além de aumentar a longevidade das plantas,

reduzindo a alturas das arvores e o tempo necessario para o inicio da producéo
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(espécie copa). Novos porta-enxertos, resistentes por exemplo ao declinio e a
morte subita de citros, passaram a ter maior participacdo nos pomares citricolas,
como as tangerinas Sunki e Cle6patra, porém sendo mais suscetiveis a gomose
(POMPEU JUNIOR, 2005).

As principais espécies e variedades foram separadas em cinco
classes de acordo com sua suscetibilidade as infeccdes. Na classe de
suscetibilidade muito alta, enquadram-se os limdes verdadeiros, como
suscetibilidade alta, citam-se as laranjas doces, limas &cidas, limdes rugosos. A
classe de suscetibilidade moderada traz as tangerinas Sunki e Cledpatra, o liméo
cravo, Volkameriano. A laranja azeda possui uma suscetibilidade baixa e o
Citrumelo Swingle com a trifoliata, de suscetibilidade muito baixa, ou seja, séo as

mais resistentes ao patégeno da gomose de citros (FUNDECITRUS, 2017).

1.2. Phytophthora ssp.

Phytophthora ssp. (FIGURA 1.1), sdo patdgenos do solo e agentes
causais de importantes doencas em centenas de hospedeiros em todo o mundo.
Em viveiros, eles atacam as radicelas, as raizes e o colo das plantulas, causando-
Ihes tombamento e mela; infectam folhas e ponteiros, principalmente em telhados
sem prote¢do contra a chuva. No campo e em pos-colheita, infectam também os
frutos. No Brasil, P. nicotianae (sin. P. parasitica) e P. citrophthora sdo os mais
comuns e danosos agentes etiologicos desta doenca (ROSSETTI, 2001), sendo P.
nicotianae a espécie predominante nas principais regibes produtoras de citricos
(FEICHTENBERGER, 2001).

O género Phytophthora foi descrito pela primeira vez por Anton De
Bary, tendo P. infestans como a espécie em estudo, depois desse trabalho, um
namero elevado de espécies tem sido descrito e, em 2010, este género ja
compreendia mais de 100 espécies (ERSEK & RIBEIRO, 2010). Deve-se enfatizar
gue este aumento foi mais acentuado nos ultimos 10 anos, sendo explicado, por
um lado, devido a disponibilidade de ferramentas mais sofisticadas para a definicéo

das espécies e, por outro lado, ao maior nimero de levantamentos para a presenca
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de novas espécies de Phytophthora em ambientes naturais e agricolas (HANSEN
ET AL., 2013; KROON ET AL., 2012).

Diversas doengas dos citros tem limitado a produtividade de
pomares, e aquelas causadas pelo género Phytophthora ssp. correspondem as
mais sérias doencas de solo e ocorrem em todas as regifes produtoras de citros e
0s danos provocados pelo oomiceto sdo estimado em 10 a 30 % da producédo
mundial, causando prejuizos de milhdes de délares, uma vez que afetam todas as
fases de desenvolvimento e consequentemente, a sua producdo. Os danos
causados por P. nicotianae, por exemplo, sdo mais prejudiciais as plantas que as
de P. citrophthora por causarem lesdes mais extensas e atingirem maior niumero
de elementos dos vasos, ocasionando o anelamento do tronco e, posterior, morte
da planta (CHIACCHIO, 1978).

FIGURA 1. 1- oomiceto Phytophthora nicotianae em meio de cultivo de cenoura e milho (CM) com 15
dias de crescimento micelial.

A incidéncia e a severidade das doencas causadas por
Phytophthora no Brasil, tem aumentado bastante nas ultimas décadas como mostra
a FIGURA 1.2, vérias espécies do género foram descritas como capazes de induzir
doencas em plantas citricas. As doencas incitadas por Phytophthora spp em citros
sdo comumente referidas como gomose, que sao conhecidas desde o século X, na
Peninsula Ibérica. A primeira grande epidemia de gomose dos citros ocorreu nas
ilhas Acores, a partir de 1832, tendo sido observada desde 1845 em Portugal, com
manifestacbes bastante severas. A partir desse foco, alastrou para a Espanha,

tendo sido observada no sul da Franca em 1851, no norte da Italia em 1855, e, mais
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tarde na Grécia. Na América do Norte foi relatada em 1875 na Califérnia, tendo o
primeiro surto importante da doenca ocorrido na Flérida quatro anos mais tarde. Na
América do Sul, o primeiro caso documentado ocorreu em 1709 em Lima, no Peru,
e somente em 1917 foi detectada no Brasil. (SWINGLE, 1967).
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FIGURA 1. 2 - Aumento do nuamero de espécies relatadas de Phytophthora no mundo desde 1876
até 2010. (Fonte: SANTOS, 2014).

Os sintomas da infecgdo, sao lesdes na casca da base da
planta, raizes e nos galhos baixos, com exsudacao de goma pelo fendilhamento da
casca. Pode-se observar ainda, na parte interna dessa casca, uma coloragcéao
pardacenta. A 4gua do solo é a forma de umidade que mais torna a planta suscetivel
a esses agentes patogénicos (BEDENDO, 2011). A irrigagdo excessiva ou a ma
drenagem do solo podem levar ao encharcamento do mesmo. O encharcamento
diminui a disponibilidade de oxigénio para as raizes, prejudica a absorcao de agua
e nutrientes e cria condicdo propicia aos zodsporos (AMORIM, 2011). Essa
situacao ocorre principalmente em viveiros de mudas, onde a densidade de plantas
€ elevada, provocando a elevagéo da severidade de doencas causadas pelo género
Phytophthora (BEDENDO; AMORIM, 2011).

E importante lembrar que, como Phytophthora spp produzem
estruturas de resisténcia, a eliminagcdo desses patdgenos dos solos é
extremamente dificil. Assim, a exclusdo é o principal método de controle de

doencas provocadas por Phytophthora spp (BELTRAME, 2010). Com o progresso
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da doenca, os tecidos apodrecem e quando a lesédo envolve toda a circunferéncia
do tronco, a planta morre rapidamente (MUNIZ, 2004). Outras medidas importantes
gue podem ser usadas como controle sdo altura de enxertia, evitar ferimentos de
tronco e raizes, utilizar agua de irrigacdo livre do patdgeno e utilizar adubos
organicos para favorecer a microbiota antagonica a Phytophthora spp (BELTRAME,
2010).

O controle curativo dessa doenca pode ser realizado com controle
quimico utilizando-se fosetil-Al ou fosfitos (FEICHTENBERGER et al., 2005). A
aplicacédo indiscriminada de fungicidas nos pomares além de favorecer a selecéo
de linhagens resistentes do patdgeno aos ingredientes ativos, aumenta o risco de
contaminacdo ambiental e a saude dos agricultores e consumidores (SCHWAN-
ESTRADA et al., 2010).

1.2.1. Espécies de Phytophthora Registradas no Brasil,
Distribuicdo Geogréafica e Hospedeiros

De acordo com o levantamento bibliografico feito por SANTOS
conduzido até 2013, tem-se o registro de algumas espécies de Phytophthora no
Brasil (TABELA 1.1). P. nicotianae continua sendo a espécie predominante, sendo
assinalada em 34 hospedeiros, compreendendo 22 familias botanicas (TABELA
1.1), seqguida de P. capsici, P. citrophthora, P. palmivora e P. cinnamomi. Estas
estatisticas evidenciam que P. nicotianae é a principal espécie encontrada no
Brasil, atacando cultivos agricolas, principalmente de citrus e florestais; enquanto
gue algumas espécies como P. boehmeriae, P. glovera, P. richardiae e P. sojae

apresentam somente uma planta hospedeira assinalada em todo o pais.
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TABELA 1. 1 - Lista de espécies de Phytophthora registrada no Brasil e seus hospedeiros. (Fonte:

SANTOS, 2014).

Espécie - NUmero de Hospedeiros Referéncia
hospedeiros
Familia - nome comum e (nome cientifico)
Phytophthora Mimosaceae - acacia-negra (Acacia mearnsi) Santos et al.
boehmeriae Sawada (2006); Erwin &
(2927)-1 Ribeiro (1996)
Phytophthora Orchidaceae, - catleia (Cattleya sp.); Rutaceae — citros | Mendes et al.
cactorum (Citrus spp.); Rosaceae — morango (Fragaria sp.) e (1998); Luz et
(Leb. & Cohn) macieira (Malus domestica); al.
Schroeter (2001); Erwin &
(1886) - 5 Ribeiro (1996)

Phytophthora capsici
Leonian (1922)
emend.
Alizadeh & Tsao
(1988);

Cucurbitaceae — meldo (Cucumis melo), pepino
(Cucumis sativus), abdboras (Cucurbita maxima, C.
moschata, C. pepo, Cucurbita spp.);

Euphorbiaceae — seringueira (Hevea brasiliensis, Hevea

Spp.),

Mendes et al.
(1998); Luz et
al.

(2001)

Tsao (1991); Mchau &
Coffey (1995)- 21

Mandioca (Manihot esculenta);

Fabaceae: feijao - vagem (Phaseolus vulgaris);
Malvaceae — cacaueiro (Theobroma cacao);

Piperaceae - pimenta-do-reino (Piper nigrum);

Rosaceae - péssego (Prunus persica), nectarina (Prunus
pérsica var. nectarina); pimentao e pimenta para paprica
(Capsicum annuum), pimenta (Capsicum spp.), tomateiro
(Lycopersicon esculentum).

Ribeiro (1996)

Rosaceae — Morango (Fragaria vesca)

Carmo et al.
2011

Cucurbitaceae — Melancia

Reis et al. 2007

Phytophthora
cinnamomi Rands (
1922 ) var.
cinnamomi — 12

Alliaceae - cebola (Alium cepa);

Araucaceae — araucaria (Araucartia angustifolia);
Bromeliaceae, - abacaxi (Ananas comosus);
Lauraceae — abacateiro (Persea americana, P.
gratissima);

Myrtaceae — eucalipto (Eucaliptus ssp)
Passifloraceae — maracuja (Passiflora edulis);
Pineaceae — pinus (Pinus patula);

Rutaceae — citros (Citrus spp.);

Manikara maxima; Harleyodendron unifoliatum

Magalhaes
(2009); Luz et
al.

(2001); Erwin &
Ribeiro (1996)
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Phytophthora citricola
Sawada (1927) - 2

Lauraceae — abacate (Persea americana);
Myrtaceae — goiaba (Psidium guajava)

Luz et al.
(2001);

Erwin & Ribeiro
(1996)

Phytophthora
citrophthora (Smith &
Smith) Leonian

Araceae — antario (Anthurium andreanum, Anthurium
SPP.); o o
Euphorbiaceae — seringueira (Hevea brasiliensis, Hevea
spp.); _

Malvaceae — cacaueiro (Theobroma cacao);

Mendes et al.
(1998); Luz et
al.

(1925) - 13 Rutaceae — lima da Pérsia (Citrus aurantifolia), laranja | (2001); Erwin &
azeda (C. Ribeiro (1996)
aurantium), limao Sicilia (C. lemon), limao cravo (C.
limonia),
tangerina (C. reticulata), laranja China (C. sinensis),
citros (Citrus
spp.), poncirus (Poncirus trifoliata).
Phytophthora Rosaceae - macieira (Malus domestica) Mendes et al.
cryptogea (1998); Erwin &
Pethybridge & Lafferty Ribeiro (1996)
(1919) - 2
Phytophthora Euphorbiaceae — mandioca (Manihot esculenta); Mendes et al.
drechsleri Rosaceae - macieira (Malus domestica) (1998); Erwin &

Tucker (1931) - 2

Ribeiro (1996)

Phytophthora heveae
Thompson (1929) - 6

Lecythidaceae - castanha-do-Para (Bertholetia excelsa);
Anacardiaceae — cajueiro (Anacardium sp.);

Albuquerque et
al. (1974); Luz

Malvaceae — cacaueiro (Theobroma cacao); et al. (1989);
Plantas endémicas da Mata Atlantica - Parinari alvimi; Luz; Freire
Manikara maxima; Harleyodendron unifoliatum (1998);
Magalhéaes
(2009);
Phytophthora Rutaceae — citros (Citrus spp.) Luz et al.
hibernalis (2001);

Carne (1925) -1

Erwin & Ribeiro
(1996)

Phytophthora infestans
(Mont.) de Bary (1876)

2

Solanaceae - tomateiro (Lycopersicon esculentum),
batata (Solanum tuberosum)

Viegas; Teixeira
(1943); Erwin &
Ribeiro (1996)
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Phytophthora Piperaceae - pimenta do reino (Piper nigrum); Mendes et al.
megasperma Rosaceae — macieira (Malus domestica); (1998); Erwin &
Drechsler Rutaceae - citros (Citrus sp.) Ribeiro (1996)

(1021) P
Alliaceae - cebola (Alium cepa);
Amaranthaceae - espinafre (Spinacia oleracea)
Annonaceae - fruta-do-conde (Annona squamosa),
graviola (A.muricata);
Apiaceae — coentro (Coriandrum sativum)
Bromeliaceae, - abacaxi (Ananas comosus);
Caricaceae - mamoeiro (Carica papaya); Mendes et al.
Euphorbiaceae - flor-de-papagaio (Euphorbia (1998);
pulcherrima), mandioca Santos et al.
(Manihot esculenta); (2005); Santos;
Phytophthora Gernericeae — violeta (Saintpaulia ionantha); Luz, 2011;
nicotianae Lamiaceae — alecrim (Rosmarinus officinalis); hortela Santos
Breda de Haan (1896) mitda (Mentha vilosa); etal. (2011);
= Leguminosae — ervilha (Pisum sativum); Santos et al.

Phytophthora
parasitica
Dastur (sinonimias: P.
nicotianae var.
parasitica,

P. nicotianae var.
nicotianae, P.
terrestris,

P. parasitica var.
sesami)
-34

Malvaceae — vinagreira (Hibiscus sabdariffa);
Mimosaceae - acacia-negra (Acacia mearnsi);
Moraceae — figueira (Ficus carica);

Pedaliaceae — gergelim (Sesamum indicum);
Piperaceae — pimeta do reino (Piper nigrum);
Rosaceae — morango (Fragaria sp.);

Ruscaceae — dracena baby (Dracaena sanderiana)
Rutaceae — citros (Citrus sp.); laranja (Citrus sp.); lim&o
Siciliano

(Citrus lemon), lim&o cravo (Citrus limonia), tangerina
(Citrus reticulata), laranja China (Citrus  sinensis),
poncirus (Poncirus trifoliata);

Solanaceae — fumo (Nicotiana tabacum), tomateiro
(Lycopersicon esculentum), berinjela (Solanum
melongena); jilé (Solanum gilo)

(2013); Erwin &
Ribeiro (1996)

Apocynaceae - vinca (Vinca rosea)

Reis & Henrique
(2007)

Solanaceae — jil6 (Solanum gilo)

Laureano &
Reis
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Phytophthora
palmivora
(Butler) Butler (1919)
var.
palmivora (sinonimia:
P.
faberi, P. carica) - 10

Annonaceae - fruta-do-conde (Annona squamosa);
Arecaceae (Palmae) - coqueiro (Cocos nucifera),
pupunheira (Bactrisgasipaes);

Caricaceae -mamoeiro (Carica papaya);
Euphorbiaceae -seringueira (Hevea brasiliensis, Hevea
spp.);

Lamiaceae - manjericdo (Ocimum gratissimum);
Piperaceae, - pimenta-do-reino (Piper nigrum);
Rutaceae, - citros (Citrus sp.);

Malvaceae -cacaueiro (Theobroma cacao)

Mendes et al.
(1998); Luz et
al.

(2001); Santos
(2010); Erwin &
Ribeiro (1996)

Phytophthora phaseoli
Thaxter (1889) - 3

Fabaceae - fava (Phaseolus lunatus); feijjdo-mungo (Vigna
radiata); feijao (P. vulgaris)

Siqueira et al.
(1985); Erwin &
Ribeiro (1996)

Phytophthora
richardiae
Buisman (1927) - 1

Euphorbiaceae - mandioca (Manihot esculenta)

Poltronieri et al.
(1997); Erwin &
Ribeiro (1996)

Phytophthora sojae
Kaufmann &
Gerdemann

(1958) (sinonimia:
Phytophthora
megasperma

f.sp.glycinea) — 1

Fabaceae — sojae (Glycine max)

Costamilan et
al.

(1996); Erwin &
Ribeiro (1996)

Phytophthora syringae
(Klebahn) Klebahn
(1909) - 2

Phytophthora
tropicalis
Aragaki & Uchida
(2001)

-2

Alliaceae - cebola (Alium cepa);
Rutaceae - citros (Citrus spp.)

Moraceae - fruta-péo (Artocarpus altilis);
Piperaceae - pimenta-do-reino (Piper nigrum)

Mendes et al.
(1998); Erwin &
Ribeiro (1996)

Cerqueira et al
(2006); Aragaki,

M; Uchida, JL.
(2001); Gallegly
&

Hong (2008)

1.3. Phytophthora nicotianae Breda de Haan (syn P.parasitica)

De origem grega, o termo phyto (planta) e phthora (destruicéo),

significa “destruicdo da planta”, termo esse associado aos sintomas de “podridao”

que desenvolve na planta apds a infeccao.

P. nicotianae (syn. P. parasitica)

pertence a familia Pythiaceae. As espécies do género Phytophthora deixaram de

ser consideradas fungos verdadeiros ha um certo tempo, depois passaram a fazer

parte do reino Chromista e atualmente estéo classificadas no reino Straminipila,

sub-reino Chromophyta, filo Heterokonta, subfilo Peronosporomycotina, classe
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Peronosporomycetes, subclasse Peronosporomycetidae, ordem Pythiales, familia
Pythiaceae, de acordo com a classificacdo proposta por DICK (2001). Apesar de
nao se encontrarem dentro do reino fungi, 0s ooomicetos sao estudados juntamente
com os fungos verdadeiros devido ao seu crescimento micelial. No entanto, varias
diferencas existem entre esses grupos de microrganismos. Uma delas é a
composicdo quimica da parede celular. Em Phytophthora, quitina esta ausente,
salvo poucas excegdes, e estdo presentes 3-1,3 glucanos e celulose (DICK, 2001).

Esse agente causal € polifago e cosmopolita, possui uma
ampla gama de hospedeiros, causando danos em cultivos agricolas ou em
ecossistemas naturais no Brasil e no mundo, tem natureza de carater policiclico ao
ocasionar uma epidemia, sobrevive por muito tempo no solo, por meio das
estruturas de resisténcias, como clamiddsporos e o6sporos (esporos sexuais), além
de atuar, como um importante fitopatdgeno da parte aérea das plantas (infectando
caule, ramos, folhas, flores, frutos e vagens, quando o inéculo atinge esses 6rgaos),
e, principalmente, como fitopatégeno habitante do solo, atacando as raizes e a
regido do coleto das plantas de inUmeras culturas, o que faz dessa espécie, uma
das mais importantes nas regides de climas tropicais, subtropicais e temperados de
todo o mundo, em termo de distribuicdo geogréfica (HALL, 1994; LUDOWICI et al.,
2013).

Esse grupo de microrganismos é favorecido por agua livre no
solo e folhagens, possui micélio cenocitico, ou seja, com poucos ou henhum septo
e celulose na constituicdo da parede celular (ERWIN; RIBEIRO, 1996). A
reproducdo assexual do género leva a formagcdo de zodOsporos, 0s quais nao
apresentam parede celular e séo biflagelados, sendo um flagelo liso e outro do tipo
tinsel que se formam dentro ou a partir de esporangios globosos, por clivagem
citoplasmatica (FEICHTENBERGER et al., 2005; TYLER, 2002).

As espécies P. citrophthora e, principalmente P. nicotianae
produzem esporangios com a presenca de uma papila proeminente, dentro dos
quais forma-se um numero representativo (de 10 a 30) de zo6sporos unicelulares
biflagelados. Os esporangios de P. nicotianae podem formar tubo germinativo
(germinacédo direta) ou, por clivagem citoplasmatica, produz zodsporos que sao

liberados através de um poro (germinacao indireta). Na FIGURA 1.3, 0os zoGsporos
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sd0 esporos assexuais moveis, biflagelos e sem parede celular. Podem nadar a
curtas distancias e quando encontram o hospedeiro perdem os flagelos, encistam
(formam parede celular) e emitem o tubo germinativo. Mesmo sem encontrar seu
hospedeiro, os zodsporos podem encistar e permanecer no solo. Também no solo,
se encontram o0s principais esporos de resisténcia de P.nicotianae, o0s
clamiddsporos, e 0s esporos sexuais, 0s oosporos (FEICHTENBERGER, 2001).

O tamanho do zodsporo varia de 7 a 11 ym de comprimento
(CARLILE 1986; HOLDCROFT, 2013; TYLER, 2007; WANG et al., 2010). Os
zoolsporos, dentre todos os propagulos de disseminacao do fitopatdgeno, sdo a via
mais importante de infeccdo das raizes (os chamados propagulos infecciosos),
principalmente quando o solo se encontra sob o efeito de alta umidade (por
exemplo, nas condicfes de irrigacdo) e sdo liberados através de uma abertura da
papila, chamada de opérculo (WANG, 2010). A alta umidade presente no solo faz
com que o hospedeiro libere exsudatos radiculares que séo carreados pela lamina
d’agua até o local onde se encontram os propagulos infecciosos (zodsporos,
esporangios, talo micelial, clamidosporos, etc.). Na reproducéo sexual, formam-se
0 oogbnio (gametangio feminino) e o anteridio (gametangio masculino), por meio
de meiose gametangial, tornando-os hapléides (MASSOLA JR.; KRUGNER, 2011).
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FIGURA 1. 3 - Ciclo evolutivo do oomiceto P.nicotianae. (Fonte: DPIE Canberra, 1993).

O género Phytophthora € o maior causador de doencas de solo em
citros (GRAHAM, 2000). Os zodsporos se prendem a ferimentos ou a zona de
crescimento das raizes de citros, encistam, germinam e penetram diretamente,
como mostra a (FIGURA 1.4). Sendo as raizes finas (radicelas), a principal via
priméria para o meio de infeccdo da planta, pois a maioria das espécies sao agentes
patogénicos diretamente do solo e, portanto, a fonte mais direta que infecta essas
plantas hospedeiras. A infeccdo das raizes mais grossas ocorre possivelmente
através do crescimento interno dessas raizes ou pela via de infec¢éo da ferida. A
infeccdo bem-sucedida é geralmente iniciada pelos os zoosporos biflagelados que
sdo quimiotaticamente atraido para as raizes mais proximas. (OBWALD et al.,
2014).
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FIGURA 1. 4 - Modelos de infestacédo por Phytophthora: a) infeccao primaria de raizes e/ou radicelas;
setas azuis com crescimento secundario na casca ou xilema do tronco b) infec¢éo priméaria pelo tronco;
setas vermelhas mostra a infecgao primaria via lenticelas ou pelas feridas; c¢) infe¢éo priméria das folhas
—setas vermelhas; as setas azuis crescimento secundario em peciolos e galhos. (Fonte: OBWALD et
al.,2014).

Vérios sao os problemas causados por P. nicotianae em citros, tanto
em viveiro como em campo. Os danos comecam na sementeira, onde o patégeno
pode causar o tombamento de mudas. Ainda em viveiro, o patdgeno pode provocar
lesbes em folhas, brotos novos e hastes. Porém, os problemas mais delicados séo
as podriddes de raizes e radicelas que por ndo serem facilmente detectaveis,
muitas vezes nao sao considerados e disseminam a doenca para o campo. Nos
pomares ocorrem, entdo, a podriddo do pé e gomose em troncos e ramos
(FRANGA, 2004). A temperatura 6tima para o crescimento de P.nicotianae é de 27
a 32° C. Segundo a FUNDECITRUS (2017), a gomose constitui-se na mais
importante doenca fungica em nosso pais e continua em expanséo no Estado de

Sao Paulo devido ao uso de mudas contaminadas.

1.4. Gomose, Tombamento e Podriddo Parda ocasionadas por
Phytophthora ssp.

A gomose de Phytophthora ocorre em todas as regiées produtoras de
citros do globo. No Brasil, é a principal doenca flungica da cultura. Sua ocorréncia
em pomares novos € muito elevado devido, principalmente, a utilizacdo de mudas

contaminadas. Das vérias manifestagbes da doenca, a podriddo do pé e as
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podriddes de raizes e radicelas sdo as mais comuns. O tombamento, mela ou
“‘damping-off” € quando a doencga resulta do ataque do fungo em sementeiras.
Ocorre quando o fungo infecta tecidos da base do cauliculo de plantulas recém-
geminadas, onde aparecem lesGes deprimidas de coloragdo escura
(ESCANFERLA, 2011).

Quando a umidade e temperatura sdo elevadas, ha rapido
crescimento das lesdes, provocando a morte das plantulas. O fungo pode também
infectar as sementes antes da germinacao, provocando podriddes e a morte das
mesmas, comprometendo o estande das sementeiras. Porém, outros fungos podem
provocar essa doenga, em pré ou pos-emergéncia, como Rhizoctonia solani e
varias espécies do género Pythium, principalmente P. aphanidermatum. As lesdes
em folhas, brotos novos e hastes sdo muito frequentes em viveiros. Em folhas,
formam-se lesdes escuras e encharcadas. Em brotagcdes novas, as lesdes sdo
semelhantes, provocando a morte dos brotos, da ponta para a base. Quando o
atagque se da na haste da muda, o fungo coloniza somente os tecidos cambiais. As
lesbes produzidas exsudam goma e provocam O escurecimento dos tecidos
cambiais infectados. As lesdes exsudativas de caule sdo geralmente iniciadas por
ferimento. Em mudas recém-enxertadas, € comum a ocorréncia de les6es na regido
de enxertia como resultado da penetracdo do fungo pelo ferimento provocado
durante a operacdo de enxertia (LIMA, 2010). Essas lesdes, como mostra as
FIGURAS 1.5 e 1.6 (rachaduras e fendilhamentos longitudinais) causadas por
Phytophthora em plantas de citros podem causar o anelamento das raizes, pois o
“fungo” invade os tecidos mais tenros das pontas das raizes (na regiao lisa ou de
crescimento, onde ocorre 0 alongamento celular das células multiplicadas na ponta
protegida pela coifa) (ESCANFERLA, 2011), com a infeccdo avancando até os
tecidos externos do cértex, sem que haja o comprometimento da parte central
lenhosa das raizes, indo em direcdo ao tronco, circundando-os, nas infeccbes
severas. Isso faz com que a planta fique incapaz de se desenvolver normalmente,
uma vez que ocorre a deterioracdo do sistema radicular fibroso. Dessa forma, ha
impedimento do fluxo da seiva elaborada das folhas para as raizes, assim como
ocorre a insuficiéncia na substituicdo de raizes pela planta, levando esta, ao rapido
declinio (ESCANFERLA, 2011).
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A podriddo do pé e gomose em tronco e ramos, constituem-se nas
manifestacfes mais sérias e as mais facilmente reconhecidas e, portanto, as que
mais preocupam o citricultor. Elas resultam do ataque do fungo ao tronco e raizes
principais, produzindo exsudagédo de goma em lesdes de tronco e colo em porta-
enxertos suscetiveis. A exsudacao pode também ocorrer na regido do tronco acima
do ponto de enxertia, quando a copa € de cultivo suscetivel. As lesdes exsudativas
de tronco sdo mais frequentes em plantas muito enterradas, ou quando o tronco é
ferido durante a realizagdo de tratos culturais. Raramente as lesfes exsudativas
ocorrem em ramos. A exsudacdo de goma é um dos sintomas tipicos, embora ndo
exclusivo, da doenca (FEICHTENBERGER, 2005).
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Gomose Phytophthora parasitica e P. citrophthora
(Fungo): sintoma de exudagao de goma na base
do tronco da

FIGURA 1. 5 - Alguns sintomas da doenca em estagio mais avancado: a) tombamento de laranjeira; b)
necrose de laranjeira ¢) imagem de uma cicatriz ocasionada por gomose; d) exsudacdo de goma; €e)
exsudacéo de goma na base do tronco da planta.

(Fonte: Vale do Mundaul Agricola).
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FIGURA 1. 6 - Lesao do tronco, fendilhamento longitudinais contaminadas pelo oomiceto. (Fonte: DPIE
Canberra, 1993).

Essas lesdes nessas regibes do colo (FIGURA 1.5 D) também
exsudam goma. Contudo, ela € de dificil constatacdo, pois a goma é facilmente
dissolvida pela agua do solo, podendo ocorrer escurecimento dos tecidos
localizados abaixo da casca, na superficie do lenho, devido a infiltracdo de goma
nesses tecidos. Em troncos e ramos, os tecidos infectados de casca permanecem
firmes até secarem completamente, quando comegcam a apresentar rachaduras e
fendilhamento longitudinais (FIGURA 1.6). (LIMA, 2010). O “oomiceto” causa na
planta, florescimentos e frutificacdes frequentes. Em frutas, as podriddes sdo secas,
de coloracdo marrom parda e com cheiro tipico de ranco. Em condi¢cdes de alta
umidade, micélio de coloracdo branca se forma sobre a casca do fruto infectado
(FEICHTENBERGER et al., 2005; POMPEU JUNIOR, 2005).

A podriddo de raizes e de radicelas pode ocorrer tanto em viveiros
guanto em pomares, em plantas de todas as idades, todavia, as plantas mais jovens
sdo as mais sensiveis, devido a tenricidade dos tecidos (FEICHTENBERGER et al.,
2005). A utilizacdo de mudas produzidas em viveiros que estdo contaminados € um
dos principais fatores responsaveis pela elevada incidéncia das doencas incitadas
por Phytophthora spp. em cultivos comerciais, pois nos viveiros, onde a irrigacéo é
intensa, aliada a altas densidades de plantio, sdo condi¢des favoraveis e ideais para
a proliferacdo do patdgeno e incidéncia da doenga. As espécies desse género sao

encontradas com bastante frequéncia nas inspecfes realizadas nos viveiros de
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mudas citricas do Estado de Séao Paulo (FEICHTENBERGER et al., 2005; TIMMER
et al.,2000; BROADBENT, 2003).

O método de controle recomendado vem sendo o uso de porta-
enxertos resistente as doencas provocadas por Phytophthora em citros,
principalmente podriddo do pé e as podridfes de raizes e radicelas. O uso desses
porta-enxertos resistentes, como € o caso do Citrumelo Swingle e os hibridos de
trifoliata para o controle da doenca gomose, vem sendo o método mais adequado
de convivéncia com a doenca, tanto em campo, como nos viveiros. A utilizagcéo
desse material resistente € o motivo pelo qual a determinagcdo do grau de
resisténcia de novos porta-enxertos em estudo seja um dos constituintes como
critério de selecdo em um programa de melhoramento de citros (POMPEU JUNIOR,
2005).

1.5. Uso de Porta Enxertos em Plantas de Citrus

A enxertia, como método, consiste em unir duas ou mais partes de
tecidos, mais precisamente, dois materiais vegetais geneticamente distintos, com a
finalidade de que a unido destas partes possa constituir uma nova planta, levando
esta a compartilhar uma série de fatores essenciais a sobrevivéncia de ambas as
partes (SCHAFER; BASTIANEL, 2001).

Uma planta enxertada comp0de-se de duas partes: o cavaleiro ou garfo,
gue também se pode chamar de enxerto; e, o cavalo, ou seja, 0 porta-enxerto,
propriamente dito. O cavaleiro, geralmente, € um fragmento ou parte da planta que se
pretende multiplicar por enxertia. Ao passo que o cavalo € representado por uma
planta jovem, bastante rustica e resistente as condi¢cdes adversas de fitossanidade
(CESAR, 1996). O uso de plantas citricas enxertadas, nos campos de produc&o, deu-
se no inicio do século XX, quando a citricultura brasileira alcangcou enorme expressao
de cunho comercial. Antes, a propagacao era realizada utilizando os pés-francos, que
tem a desvantagem de demorar bastante tempo para entrar na fase plena de producéo
(OLIVEIRA et al., 2008).

De acordo com AUGUSTI 2003, o porta-enxerto provoca na copa
alteracdes no vigor e tamanho, na precocidade da producao, na época de maturagéo

e peso dos frutos, no teor de acucares e de acido dos frutos, na permanéncia dos
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frutos na planta, na capacidade de absorcao, sintese e utilizacdo de nutrientes, na
adaptacdo as condicbes do solo, como salinidade, pH e excesso de agua, na
toler&ncia a seca e ao frio, na resisténcia e toleréncia a fitopatégenos e pragas, entre
outros. A selecdo do porta-enxerto é de fundamental importancia para o sucesso do
pomar, pois apresenta diversas outras importantes funcdes além de suportar a copa.
Para que ocorra uma combinacdo bem-sucedida € necesséaria a instalacdo do mesmo
em ecossistema apropriado, o recebimento de tratos culturais e o harmdnico
relacionamento entre copa e porta-enxerto (POMPEU JUNIOR, 2005).

No Brasil o porta-enxerto inicialmente utilizado foi a laranjeira
Caipira [Citrus sinensis (L.) Osbeck], a qual por apresentar suscetibilidade ao
patdogeno Phytophthora e a seca, foi substituida pela laranjeira Azeda (C.
aurantinum L.), que passou a corresponder a 90% do porta enxerto da citricultura
paulista (POMPEU JUNIOR, 2005). Hoje, uma grande variedade de espécies dos
grupos citricos € utilizada como porta enxerto no Estado de Sdo Paulo, como
laranjas doces e azedas [C. aurantium L.], limeira da Pérsia [C. limettioides Tanaka],
liméo Cravo [C. limonia Osbeck], Volkameriano [C. volkameriana V. Ten. & Pasq.]
e Rugoso (C. jambhiri Lush.), tangerineiras Cledpatra [C. reshni hort. Tanakal],
Sunki [C. sunki (Hayata) hort. Tanaka], dentre outras. No ano de 2001, foi
relatado pela primeira vez o surgimento de uma nova doenca - a Morte Subita dos
Citros - MSC, com isso houve a perda significativa de milhdes de plantas citricas
enxertadas sobre limoeiro Cravo, até entdo, o porta-enxerto mais utilizado na
citricultura do Estado de Sao Paulo onde este, representava aproximadamente 85%
das 200 milhdes de arvores existentes naquele ano e, dessa forma, houve um novo
impulso para a diversificacdo do uso de novos porta-enxertos tolerantes e
resistentes para essa doenca, assim houve um aumento consideravel na utilizacédo
dos porta-enxertos nos plantios de citros com a Tangerina Sunki e Citrumelo
Swingle (YAMAMOTO, 2003; BASSANEZI,2007). E de acordo com um
levantamento realizado pelo Fundecitrus, em maio de 2003, mostrou que apenas
39,8% das mudas estavam enxertadas em limoeiro Cravo, seguido por 32,6% em
tangerineira Cledpatra, 13,8% em citrumeleiro Swingle e 7,1% em tangerineira
Sunki (POMPEU JUNIOR, 2005).
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A tangerina Sunki (sinbnimos: C. reticulata Blanco var. austera
Swingle, C. nobilis Lour. var. sunki Hayata, C. aurantium L. var. sunki Makino &
Nemoto) (HANELT; BUTTNER; MANSFELD, 2001), também conhecida como
“Suen Kat” e “Sun Kat”, foi reclassificada, em 1927, pelo botanico e micologista
japonés Tanaka (TANAKA, 1927). A espécie € originaria do sul da China e
amplamente empregada como porta-enxerto naquele pais e em Taiwan
(HODGSON, 1967; TANAKA, 1954). O grande problema da utilizacdo de Sunki,
como porta-enxerto, é a sua alta susceptibilidade a gomose ou podridao das raizes
e do tronco (AGUILAR-VILDOSO; POMPEU JUNIOR, 1997; CARVALHO et al.,
1997; FEICHTENBERGER, 2001). Portanto, trata-se de um porta-enxerto tdo ou
mais susceptivel a essas doencas que as laranjeiras doces. Os genotipos de
tangerina Sunki é bastante sensivel a seca, tem alta resisténcia ao frio, alta
gualidade e boa produtividade de frutos, quando em combinacdes com copas de
laranjeiras, mas especificamente para a variedade Péra, Valéncia, tangerineiras e
pomeleiro (POMPEU JUNIOR, 2005).
A tangerina Sunki e a Sunki Tropical, passou a fazer parte do
percentual dos principais porta enxertos em Sao Paulo a partir de 1985, com 0,2%
de participagdo das mudas presentes em viveiros, devido a sua resisténcia ao
declinio dos citros e pela inducéo de producgdes de frutos, em geral, superiores as
proporcionadas pela tangerineira Cledpatra. Apos a constatacdo de que plantas
enxertadas em tangerineira Sunki ndo eram afetadas pela morte subita dos citros,
houve aumento de 5,1% em 2002 para 7,1% em 2003 (POMPEU JUNIOR, 2005).
Na citricultura paulista, o citrumelo Swingle € o segundo porta-
enxerto mais utilizado, possuindo baixa a média resisténcia a seca e moderada
resisténcias as geadas boa resisténcia ao frio; uma alta qualidade; producéo aos
frutos, com alta longevidade e tem como caracteristicas marcantes sua tolerancia
a MSC (que neste caso, ele € usado como sub-enxerto) e tolerancia ao virus da
tristeza (Citrus tristeza virus, CTV) e ao viroide da xiloporose [Citrus viroid Il (CVd-
I) ]. O interesse pelo estudo de Citrumeleiro Swingle, iniciou-se na década de 80,
devido a tolerancia ao declinio e resisténcia a gomose.
As principais limitacdes de citrumeleiro Swingle sdo menor resisténcia

a seca que os limoeiros Cravo e Volkameriano (C. volkameriana V. Ten. & Pasq.),
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a incompatibilidade com laranjeira Péra (C. sinensis), tangeleiro Murcott (C.
reticulata Blanco x C. sinensis) e limoeiros [C. limon (L.) Burm. f.] cv. Siciliano e
Eureka (MACHADO FILHO et al., 2003; POMPEU JUNIOR, 2005).

O Citrumeleiro Swingle possui resisténcia ao nematoide dos citros
(Tylenchulus semipenetrans) e ao nematoide das lesdes radiculares dos citros
(Pratylenchus jaehni) e, principalmente aos oomicetos do género Phytophthora,
agente causal da doenca conhecida como gomose, entre outras, uma vez que a
sua resisténcia, observada nos plantios comerciais e em condi¢cdes experimentais,
€ igual ou superior a dos porta-enxertos citricos que sao substituidos, como os de
trifoliata (AMARO, 2010; CALZAVARA, 2007).

O grupo de Produtos Naturais da UFSCar ja vem realizando estudos
fitoquimico direcionado as diferentes partes de enxertos, visando principalmente
comparar o perfil qguimico encontrado com aqueles das plantas de origem (néo
enxertadas) ou estudos de comparacao de perfil com plantas enxertadas sadias
versus plantas doentes, quando estas estédo infestada com o hospedeiro causador
da doenca.

De acordo com RIBEIRO 2008, o estudo do enxerto de Citrus sinensis
(laranja doce) sobre C. limonia (lim&o cravo) foi possivel observar nesse estudo da
copa (caule superior e folhas) analisadas, que praticamente levou ao isolamento de
flavonoides (FIGURA 1.7), apenas duas cumarinas foram isoladas e identificadas,
xantiletina nas folhas e caule, xantoxiletina apenas no caule superior da enxertia.

Um limonoide, limonina, foi encontrado em suas folhas, na parte area (FIGURA 1.8).
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FIGURA 1. 7 -. Estruturas dos flavonéides isolados de C. sinensis sobre C. limonia pelo Grupo de
Produtos Naturais da UFSCar (RIBEIRO et al., 2008).
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FIGURA 1. 8 - Estruturas dos limondides, triterpeno e alcaldide isolados de citros pelo Grupo de
Produtos Naturais da UFSCar (RIBEIRO et al., 2008).

As plantas de C. sinensis e C. limonia tem sido bastante investigadas,
no entanto até o momento, ndo ha dados de estudos de enxertos trabalhados
separadamente. A Unica investigacdo dos caules inferiores e superiores de C.
limonia revelou a presenca das cumarinas imperatorina, xantotoxina, bergapteno,
isopinelina, limetina, escopoletina, umbeliferona, xantotoxol e a esculetina (ABDEL-
FATTAH, et al., 2003). As cumarinas xantiletina e xantoxiletina (FIGURA 1.9) nao
haviam sido relatadas nas folhas e caules de C. sinensis, apenas nas raizes
(RIBEIRO et al., 2008).
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FIGURA 1. 9 - Estruturas das cumarinas lineares xantiletina e xantoxiletina.

1.6. Interacdes Patdgeno-Planta

Microrganismos podem ter distintas formas de associacdes ou
interacbes com plantas. Algumas delas podem ser observadas a niveis
macroscopicos, logo algumas dessas associacdes sao ditas neutras, outras sao
benéficas e outras ainda podem ser classificadas como prejudiciais. A associacéo
entre esses seres vivos € uma condigdo vital para aquelas espécies incapazes de
conseguir por si mesmas, meios de sobrevivéncia, como nutrientes e a sua
protecao contra espécies predadoras e parasitarias (CAVALCANTI, 2005).

Entre os microrganismos estdo os fungos e os oomicetos, 0s que se
encontram mais frequentemente associados as interacées com plantas. Os fungos
nao produzem clorofila, pois sdo heterotréficos e sua parede celular € constituida
principalmente de quitina. Assim, sua sobrevivéncia depende do sucesso da sua
associagcdo com outros seres vivos, especialmente as plantas, ou de sua
capacidade de assimilar nutrientes do meio ambiente. Dentre 0os microrganismos
patogénicos, os fungos e 0s oomicetos sdo 0s responsaveis por mais de 80% das
doencas vegetais j4 descritas. As estratégias desenvolvidas pelos fungos para
invadir tecidos vegetais, aperfeicoar seu crescimento e se propagar incluem
mecanismos para transpor as barreiras estruturais (como a cuticula e parede celular
de células da epiderme); a secrecdo de toxinas ou de outros compostos que
modifiquem a fisiologia do vegetal em seu beneficio e a liberacdo de moléculas que
interferem no processo de reconhecimento dos mesmos ou que suprimem a
resposta de defesa das plantas (GUIMARAES, 2006).

A resisténcia a doencas pode ser definida como a habilidade da planta

em prevenir ou restringir o crescimento do patdégeno e sua multiplicacdo em seus
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tecidos. Embora as plantas na natureza estejam expostas ao ataque de
microrganismos, a resisténcia mostra-se como regra, enquanto a suscetibilidade,
como excecao. (ROMEIRO, 2008).

Varios mecanismos de defesa podem ser induzidos pela planta para
prevenir 0 ingresso e a progressao de potenciais organismos patogénicos, podem
reagir ativa ou passivamente ao ataque de agentes fitopatogénicos, utilizando
mecanismos ou fatores de defesa pré-infeccionais, onde esses podem ser passivos
(constitutivos), que ja existem nas plantas antes da infec¢do, ou os pos-infeccionais
gue sdo os ativos (induzidos), que sao inexistentes ou até presentes, porém em
baixos niveis antes da infeccdo e esses serdo ativados em resposta a invasao do
tecido pelo proprio patdégeno. Existem dois tipos de resisténcia, designadas de
acordo com a especificidade das interagdes, controlam as infec¢des por fungos e
oomicetos: a resisténcia inespecifica, na qual a planta é considerada nao-
hospedeira e que confere protecdo a uma grande diversidade de fungos, e a
resisténcia raca-especifica, a qual atua somente contra racas especificas de
patégenos (JACKSON AND TAYLOR, 1996; KNOGGE, 1996; MYSORE AND RYU,
2004).

Os mecanismos de defesa da planta podem ser estruturais e
bioguimicos. Os estruturais constituem-se em verdadeiras barreiras fisicas a
penetracdo ou colonizacdo do patdgeno, enquanto que 0S mecanismos
bioquimicos englobam substancias capazes de inibir o desenvolvimento do
patbgeno ou gerar condicbes adversas para a sobrevivéncia nos tecidos do
hospedeiro. Dentro desses mecanismos estdo os pré-formados como fendis,
alcaloides glicosilados, lactonas insaturadas, inibidores protéicos, quitinase e
fototoxinas. Os pés-formados sdo as fitoalexinas, proteinas relacionadas a
patogénese, espécies reativas de oxigénio e fototoxinas. A indugdo de resisténcia,
definida como a ativacdo de mecanismos de resisténcia latentes na planta em
resposta ao tratamento bidticos ou abibticos, podem contribuir na reducdo da
doenca (VILLA, 2010).

Nas plantas a induc&o de resisténcia caracteriza-se pela auséncia de
toxicidade do agente indutor sobre o patégeno; pela necessidade de um intervalo

de tempo para expressao de resisténcia apos aplicacdo do tratamento indutor; pela
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inespecificidade da protecdo; por ser dependente do genoma da planta; pela
auséncia de resposta em niveis crescentes do indutor, e por se defender
passivamente ou ativamente; esses mecanismos sao subdivididos nos ja citados
acima, em pré-formados (passivos; constitutivos) e poés-formados (ativos;
induziveis), isto é, que existem antes da chegada do patdgeno ou séo ativados apés
a chegada do patégeno. No caso dos pré-formados, os fatores estruturais, sdo a
cuticula, tricomas, estdmatos, vasos condutores ou fatores bioquimicos. Ja para os
mecanismos pos-formados, as barreiras estruturais podem envolver a lignificacao,
suberificacdo, formagéo de papilas e de camadas de abscisdo e de cortica, bem
como as tiloses. Os mecanismos estruturais podem ser vistos como defesas fisicas
que restringem o desenvolvimento do patogeno. (LAMOTTE; METRAUX, 2010).

Algumas consideragdes ainda séo levantadas quando se relata em
reconhecimento do hospedeiro por estraminipilas do género Phytophthora quando
relacionado ao seu mecanismo de interacdo patdégeno versus hospedeiro. O
reconhecimento, entre a planta e o oomiceto € o0 primeiro passo em qualquer
interacdo direta em si, além de observar qual a maneira mais simples, pode ser
explicada pela resposta de um organismo a uma substancia molecular produzida
por outro organismo. A essa substancia molecular, sdo conhecidas como elicitor.
Esse reconhecimento ocorre devido a influéncia mutua de uma molécula elicitora,
gue pode ser lancada pelo patégeno ou emitida pela propria planta (liberada
mediante a acdo do patdgeno) e de um receptor proteico, que esta presente na
membrana plasmatica da parede celular da célula da planta (HAHN,1996;
METRAUX, 2001; SILVA et al., 2008a; TYLER, 2002; UMEMOTO et al., 1997). O
termo “elicitor” foi originalmente usado para se referir a moléculas e outros
estimulos que induzem, nas células vegetais, a sintese e 0 acimulo de compostos
antimicrobianos nos sitios de infec¢do que sao as fitoalexinas.

As fitoalexinas sdo metabdlitos secundarios, antimicrobianos, de
baixa massa molecular e produzidos por plantas em resposta a estresses fisicos,
guimicos ou biolégicos. Sao capazes de impedir ou reduzir a atividade de agentes
patogénicos, sendo a taxa de producdo e acumulo dependente dos gendétipos do
hospedeiro ou patdégeno. S&o considerados compostos biocidas, sendo prejudiciais

a bactérias, fungos, oomicetos, nematoides, plantas e animais. As fitoalexinas
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apresentam grande diversidade e mais de trezentos tipos ja foram caracterizados
entre diferentes classes de compostos quimicos, como cumarinas, diterpenos,
flavonoides, entre outras classes, tendo sido identificados em mais de vinte familias
de vegetais superiores. A indugao para a producao dessas fitoalexinas pode ocorrer
em resposta a penetragdo fungica, ao tratamento com eliciadores bioticos ou
abidticos e como respostas a ferimentos sofridos. As fitoalexinas gliceolina que é
um pterocarpenoide, mostrou-se importante na interacdo dessa leguminosa com
fitopatégenos. Sua sintese ocorre em resposta a infeccdo e também pelo
tratamento com agentes bibticos. Portanto, os compostos que sao sintetizados em
resposta ao ataque de patdgenos ou estresses como parte de resposta de defesa
da planta sdo conhecidos como fitoalexinas enquanto que 0S compostos pré-
formados, j4 presentes em plantas sadias que podem representar uma barreira
guimica as infec¢des por patdégenos em potencial, sdo chamados de compostos
antimicrobianos ou fitoantecipinas (CAVALCANTI et al., 2005).

As investigacdes atuais sobre o reconhecimento entre as espécies de
Phytophthora e seus hospedeiros sdo separadas em: reconhecimento do
hospedeiro pelo patégeno e reconhecimento do patégeno pelos mecanismos de
defesa do hospedeiro (TYLER, 2002). Esse reconhecimento do hospedeiro pelo
patogeno inclui a deteccdo pelo micro-organismo das diversas propriedades
inerentes ao hospedeiro, tais como as propriedades quimicas, elétricas e fisicas
dos tecidos vegetais, incluindo, principalmente, as substancias quimicas, que se
difundem a partir da superficie dos tecidos da planta.

A atracdo dos zoolsporos das espécies de Phytophthora, como o
acumulo nas raizes, o “aprisionamento”, o rapido encistamento, a germinagao do
cisto, a origem morfogénica de zoosporos e, 0 tropismo da hifa (crescimento
direcionado dos tubos germinativos) em direcdo ao tecido do hospedeiro sao
comportamentos, na maioria das vezes, desencadeados por sinais provenientes da
planta hospedeira, como a exsudacdo de compostos quimicos provenientes das
raizes (HO, 1999). A infeccdo priméaria nos hospedeiros ocorre por meio dos
zooGsporos de Phytophthora ssp. e o reconhecimento de uma planta hospedeira por
espécies de Phytophthora, habitantes do solo, é essencial para que dé inicio e

ocorra, com sucesso, a infec¢éo de raiz (TYLER, 2002). Uma gama de compostos
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guimicos é secretada e liberada pelas raizes das plantas em forma de exsudatos e
estes sdo conhecidos por fazer a mediacdo de muitas interaces na rizosfera. De
acordo com HO 1999, os compostos quimicos exsudados pelas raizes podem
responder das seguintes maneiras aos zoosporos: atividade de atracao; atividade
repelente; atividade estimulante; atividade de inibicdo da motilidade e natagéo ao
acaso; e, atividade zoosporicida.

Os zooOsporos da maioria das espécies de Phytophthora sao atraidos
por guimiotaxia positiva, por &cidos organicos, por uma variedade de acucares
como a sacarose, dextrose, frutose, raminose e maltose (DUKES; APPLE, 1961) e
por alguns aminodcidos, particularmente, aspartato, glutamato, arginina, metionina,
asparagina e glutamina (CAHILL 1994; HARDHAM 2009; DEACON; DONALDSON,
1993). Zoosporos de P. sojae sao atraidos por nutrientes liberados pelo sistema
radicular da soja [Glycine max (L.) Merr. ] e essa atracdo, se d4, especialmente, em
relacdo as concentracdes nanomolares de isoflavonas (daidzeina e genisteina a 10
nM) (MORRIS; WARD, 1992; TYLER et al.,1996). Essas duas isoflavonas, FIGURA
1.10, sdo as mais investigadas para a especificidade na atracdo de zodsporos e
sdo encontradas em concentragcdes elevadas nas sementes. Quando do processo
de germinacdo do hospedeiro, a liberacdo dessas duas isoflavonas ocorre pelas
raizes, na regido da rizosfera (OBWALD et al., 2014; ZHU et al., 2005).

OH

FIGURA 1. 10 - Estrutura quimica das isoflavonas: a) daidzeina e b) genisteina, em raizes responsaveis
pela atracéo dos zo6sporos de espécies de Phytophthora.

MORRIS e WARD 1992, observaram que os zodsporos de outras
espécies de Phytophthora ndo sédo atraidos pelas isoflavonas liberadas pelas
plantulas da cultura da soja, sugerindo que a quimiotaxia seletiva pode
desempenhar um papel importante na determinacdo da gama de hospedeiros. A

acdo da corrente elétrica na motilidade de zodsporos também é outro tipo de taxia
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gue vem sendo estudado, pois muitos zo6sporos séo atraidos eletrostaticamente
para as diversas superficies de potenciais plantas hospedeiras (TYLER, 2002).

Os gradientes elétricos gerados pelas raizes das plantas na rizosfera
sdo condi¢des que influenciam na dire¢do dos zodsporos, levando-os para perto ou
para longe da superficie das raizes. TROUTMAN e WILS 1964, foram os primeiros
a relatar o fendmeno da eletrotaxia em P. parasitica var. nicotianae. A atracao
desses zodsporos foi direcionada para o polo negativo, com a passagem de uma
corrente elétrica fraca. Outros relatos também indicam a diferenca significativa entre
essas respostas eletrotaxicas na reacao dos zodsporos para a raiz (ZENTMYER,
1970). Apesar de ser bastante evidente que as moléculas quimiotaticas podem
estar envolvidas nas respostas de atracdo de zoosporos as raizes das plantas, a
mais recente evidéncia sugere que as correntes elétricas e, ndo os exsudados
radiculares (como os aminoacidos), estdo envolvidas nesta resposta quimiotatica.
As raizes das plantas geram campos elétricos fracos na rizosfera que pode
estimular a motilidade eletrostatica de zodsporos. A coifa e a zona de alongamento
(meristema apical) tém a caracteristica de atuar como anodos, enquanto que a zona
pilosa (pelos radiculares) e as feridas séo caracteristicamente catddicas (WEST et
al., 2002).

O reconhecimento do patogeno pelo hospedeiro tem-se concentrado,
principalmente na identificacdo e isolamento das substancias produzidas pelos
patégenos e que provocam diretamente uma resposta de defesa do hospedeiro, ou
seja, da producdo dos elicitores, e também na identificagdo dos genes dos
patdbgenos que sao responsaveis pela producdo de tais substancias, mas
especificamente, dos genes de aviruléncia (TYLER 2007; TYLER et al., 2006). Os
agentes fitopatogénicos atacam as plantas justamente porque durante o seu
desenvolvimento evolutivo conseguiram assimilar as substancias produzidas pelo
hospedeiro, mas para que ocorra tal feito, ele tem que vencer diversas barreiras
opositoras impostas pelo hospedeiro, as quais ja foram citadas acima, seus
mecanismos de defesa pré e pds- formados. A interacdo entre planta versus
microrganismo, no que diz respeito aos eventos de defesa e de ataque, foi se

desenvolvendo ao longo de um processo de coevolucao.
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De acordo com ORWALD et al. (2014), varias reac0es fisiologicas e
bioguimicas ocorrem em plantas lenhosas infectadas por Phytophthora, como uma
reducdo gradual no consumo de &gua, o fechamento rapido dos estdmatos e, a
posteriori, uma reducao na fotossintese. OBWALD et al. ainda consideram que 0s
desequilibrios hormonais que ocorrem na planta podem estar envolvidos nestas
alteracbes dos processos ecofisiologicos. De varios flavonoides presentes no
género Citrus, as flavanonas glicosidicas sdo acumuladas em maior quantidade,
embora a concentracdo destes compostos seja dependente da idade da planta
(DEL RIO et al., 1998).

1.7. Analise Metaboldomica e sua Quimiossistematica

E um estudo que visa identificar e quantificar o conjunto de
metabolitos produzidos e/ou modificados por um organismo. O metaboloma
representa o conjunto de todos os metabdlitos em uma célula, fluido biolégico,
tecido ou organismo, sendo estas substancias consideradas os produtos finais dos
processos celulares. A metabolémica tem sua origem nos primeiros estudos de
perfil metabdlito priméario (rotas principais) e secundario (funcdes especificas),
porem atualmente é uma area em rapida expansdo de pesquisa cientifica. As
ferramentas da metaboldomica encontram aplicacfes em diversas areas como a
toxicologia, a biologia sistémica e gendmica funcional, portanto a Metabolomica

na

(ou metabonémica) foi rotulada como uma das novas técnicas "dmica", juntando-
se a genbmica, transcriptbmica e protebmica (ROCHFORT, 2005). As analises
metaboldmicas podem ser classificadas como aquelas destinadas a um grupo
especifico de metabdlitos de interesse e que sdo conhecidas como “alvo” - target,
pois tem o objetivo de identificar e quantificar uma maior quantidade de
metabdlitos dentro de uma determinada classe, e também podemos ter as
andlises denominadas “ndo —alvo’- untarget, que sdo aquelas destinadas ao
screening e classe de metabolitos e/ou marcadores quimicos, para obtencao de
padrées ou impressdes digitais, sem a necessidade de identificacdo ou
quantificacdo de um composto especifico (ROCHFORT, 2005).

“

A diferenca de uma andlise “alvo” para “ nao-alvo”, € que a

metaboldémica “target” normalmente exige um maior preparo de suas amostras
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para a obtencdo de maior seletividade, enquanto que a “untarget” a seletividade
nao seratao precisa e essa vem sendo mais utilizada nas analises de identificacéo
de possiveis “fingerprints” de processos bioldgicos, como as doencgas em plantas
(BELLETE, 2014).

Apés a extracdo e preparo das amostras, baseando-se nos
tratamentos e obtencdo dos dados e no objetivo especifico da analise, a maioria
dos estudos metabolédmico podem ainda ser classificados como discriminativo,
informativo ou preditivo. As analises discriminativas séo destinadas a encontrar
diferencas entre amostragens, sem necessariamente criar modelos estatisticos ou
avaliar possiveis rotas que possam elucidar tais diferencas. Essas analises, séao
geralmente obtidas através da utilizacdo de analise multivariada de dados,
técnicas destinadas a maximizar a classificacdo. J& as analises informativas,
concentra-se na identificacdo e quantificagao de metabdlitos “alvos” ou “n&o alvos”
para obter informacdes intrinsecas da amostra. Possiveis rotas metabdlicas,
descoberta de novos compostos bioativos, compostos marcadores, e criacdo de
bancos de dados especificos também podem ser obtidos fazendo-se uso de
analises metabolémica informativas. As analises preditivas sdo modelos
estatisticos baseados no perfil metabdlito e também na sua abundéancia e séo
criados para prever uma variavel que € dificil de quantificar por outros meios
(BELLETE, 2014).

Um conhecimento de quimiossistemética aliado a esses bancos de
dados metabolémico pode eliminar uma boa parte dos metabdlitos que nao fazem
parte do grupo quimiotaxondmico da espécie estudada. A quimiossistematica
estabelece relacdes entre a posicédo da planta e exata compreensao da evolucao
biologica e relacdo natural. O uso de metabdlitos secundérios como caracteres de
importancia taxondmica em classificagées botanicas tornou-se mais frequente, fato
este impulsionado pela importancia farmacolégica destas substancias. O
conhecimento quimiossistematica ndo permite somente classificar um determinado
grupo taxondémico como também pode ser utilizado na procura de um composto
bioativos. Tal informacg&o pode ser empregada na determinagao estrutural de uma
substancia quimica ao prever quais possiveis compostos podem ser

biossintetizados naquele determinado grupo taxondémico, eliminando assim classes
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de compostos naturais ndo pertencentes aquele grupo. A Rutaceae (familia que
abriga o género Citrus) destaca-se das demais familias devido a sua vasta
variedade de metabdlitos secundarios que ndo sdo comuns nas outras familias da
ordem Sapindales.

Essa familia destaca-se por produzir uma vasta gama de alcaloides
baseados em uma combinac¢do inicial de acido antranilico com uma ou mais
unidades de acetato, como mostra o esquema abaixo na FIGURA 1.11. Onde os
mais representativos, além dos alcaloides derivados do acido antranilico, sdo as
cumarinas, os flavonoides e limonoides. (CRAWFORD; GIANNASI, 1982).
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FIGURA 1. 11 - Esquema ilustrativo da classe majoritaria de alcaloides nas Rutaceae formado pela
combinagdo de &cido antranilico e acetato (WATERMAN, 1999).

As cumarinas sao uma classe de metabdlitos secundarios
amplamente distribuidos nas plantas, mas que apresentam um maior nimero de
ocorréncia e diversificacdo estrutural do esqueleto bésico nas familias Apiaceae e

Rutaceae (RIBEIRO; KAPLAN, 2002). Seu valor como marcador quimiotaxondmico

32



ESTUDO QUI’MICAO DE PHYTOPHTHORA NICOTIANAE E SUA INFLUENCIA NO PERFIL
QUIMICO DE PLANTULAS DE CITRUS SINENSIS.

nas Rutaceae se deve a grande variedade do esqueleto basico. Nessa familia é
possivel encontrar seis tipos diferentes (FIGURA 1.12) — cumarina simples,
furanocumarina linear e angular, piranocumarina linear e angular e biscumarina, as
demais familias do reino vegetal (excetuando a Apiaceae, Asteraceae, Fabaceae,
Oleaceae, Moraceae e Thymelaeaceae) produzem em sua grande maioria apenas
cumarinas simples sendo rara a presenca dos outros esqueletos (GRAY;
WATERMAN, 1978; WATENNAN, 1993; RIBEIRO; KAPLAN, 2002).
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FIGURA 1. 12 - Esqueletos basicos de cumarinas encontradas na familia Rutaceae.

Portanto, os fatores que podem também influenciar nas analises
metabolémicas durante a selecdo do organismo a ser analisado séo o tratamento, a
idade e o tamanho. Durante o preparo das amostragens também €& necessario
observar a quantidade da amostra, a maceracéao, horario de coleta, principalmente
guando se trata de um estudo voltado a comparacédo de perfil quimico, o caso deste
trabalho. Com isso, as andlises metabol6micas exigem uma sequéncia de etapas,

incluindo a preparacdo de amostras e a extracdo dos possiveis metabdlitos. Ja o
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estudo quimiotaxonémico inclui a investigacdo de padrdes de ocorréncia de
metabolitos secundarios nas plantas e, em especial, em varias partes individuais desta
como, por exemplo, raiz, caule, folhas e frutos. A escolha das etapas depende do tipo
de estudo (“alvo” ou “ndo alvo”), ou tipo de amostra, a instrumentacéo a ser usada
na separacdo e método de deteccdo. A andlise dos dados de metabolémica é em
grande parte realizada por diversas ferramentas quimiométricas (CEVALLOS-
CEVALLOS, 2009).

1.8. LC-MS e Massas de Alta Resolucao

O modo de aquisicdo de dados do tipo MSE tem se mostrado uma
estratégia fundamental para estudos de metabolémica. A principal vantagem e
caracteristica para a espectrometria de massas de alta resolucéo é a identificacéao
ou confirmacdo das férmulas moleculares dos novos compostos. Nestes
experimentos, as medi¢cOes de alta resolugdo sdo utilizadas para determinar com
exatiddo a massa do ion molecular e, a partir desta informacéo, atribuir uma féormula
molecular (RUSSELL, 1997). O MSE nos permite que em uma Unica corrida,
extraimos tanto a massa exata de cada composto detectavel, como também seus
respectivos fragmentos, pode registrar dados sem discriminacao ou selecdo, assim
dessa maneira tem-se uma amostragem bem explorada em uma Unica corrida uma
aquisicao completa de dados (full-scan- MS data) ou modo de varredura total de
ions. Esse método pode alternar rapidamente entre duas funcées, a primeira funcéo
adquire dados em baixas energias, gerando assim um espectro de ion molecular
precursor da massa exata, enquanto que na segunda funcdo adquire dados
utilizando energias bem mais elevadas, obtendo-se dessa maneira espectro de ions
fragmentos, que também possuem a massa exata.

A ferramenta de alta resolucdo é possivel através de analisadores do
tipo TOF (time of flight), FT-ICR (Fourier transform ion cyclotron ressonance), e
Orbitraps, por exemplo. Além de alta resolucao, estes equipamentos costumam ser
também mais sensiveis, quando comparados a outros equipamentos do género. Os
analisadores hibridos do tipo Quadrupolo -Time-Of-Flight (QTof), estédo substituindo
outras tecnologias LC-MS. O desenvolvimento de equipamentos hibridos teve inicio

no final da década de 1970 e visava combinar diferentes caracteristicas de
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desempenho oferecidas pelos varios tipos de analisadores em um Unico
espectrometro de massas (CASS, 2011). Em um sistema do tipo TOF, os ions
formados na fonte de ionizacao séo extraidos e acelerados em alta velocidade por
um campo elétrico em um tubo longo denominado usualmente “drift tube”, apds o
qual atingem o detector.

O principio de operacdo do TOF baseia-se na medida do “tempo de
voo” de um ion dentro do espectrometro de massas. O sistema Q-TOF é
caracterizado por uma alta velocidade de transmissédo de ions, tem rapidez na
aquisicao de dados, é bastante versatil, possibilitando assim experimentos tanto
gualitativos quanto quantitativos. Essa técnica do Cromatografo acoplado é uma
classe lider em sensibilidade UPLC —MS/MS; garante uma transferéncia de ions
com méaxima sensibilidade, aumenta em até 25 vezes o sinal da amostra,
ativamente remove 0s néutrons para evitar contaminagdo, maximiza método
robustos com matrizes bem complexas, além de sua compatibilidade com UPLC
e multimodos de velocidades de aquisicdo de dados de MS.

A ionizacéo pelo processo Electrospray (ESI) permite a criacdo de
ions na pressdo atmosférica ao invés de vacuo. Neste processo, a amostra €
dissolvida em um solvente, usualmente ndo polar, e transportada através de um
tubo capilar aquecido e feito de aco inox, ao qual € aplicada uma voltagem
tipicamente entre 3.000 e 4.500 V. Como resultado, o liquido emerge do capilar a
pressdo atmosférica, na forma de um aerossol. As goticulas formadas perdem
sucessivamente o solvente (sdo dessolvatadas) e os ions fluem para o
espectrémetro de massas induzidos pelos efeitos da atracédo eletrostéatica e pelo
vacuo (lembrar que apenas o processo de ionizacao ocorre a pressao atmosférica;
a partir deste ponto, o espectrdbmetro de massas se encontra sob “vacuo”)
(LANCAS, 2009).

No modo de ionizagdo, com o emprego da fonte Electrospray (ESI), o
efluente da coluna de cromatografia liquida entra na sonda do ESI com carga
balanceada; quando a deixa, carrega uma carga ibnica liquida. Para assegurar que
a ESI seja um processo continuo, a solugdo precisa compensar a carga por
processos eletroquimicos nos quais uma superficie condutiva age como eletrodo,

no qual ocorre transferéncia de elétrons (FIGURA 1.13). O Electrospray pode ser
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operado no modo positivo ou negativo, dependendo do sinal da tensdo aplicada.
No modo positivo, as goticulas que saem do “spray” terdo carga positiva e o eletrodo
recebera os elétrons, ocorrendo um processo de oxidacdo. De forma anéloga, no
modo negativo o oposto ocorrera. (LANCAS, 2009).

FIGURA 1. 13 - Os ions formados no processo Electrospray sdo conduzidos para o contraprato pelo
campo elétrico aplicado.

1.9. Processo de extragdo dos Volateis por “Headspace”
estatico associada a GC-MS

As técnicas de amostragem de volateis que vem sendo mais
empregadas utilizam pouco ou nenhum solvente organico em suas analises. Como
em qualquer outro método de amostragem, dependem diretamente da particdo entre
0s analitos da matriz e uma fase extratora que pode ser um gas, um liquido, ou um
adsorvente. A microextracdo em fase solida, amostragem estética do espaco livre
(“headspace” estatico) e a amostragem dinamica do espaco livre (extragao por purga
e captura, do inglés “purge and trap”, denominado “headspace dinamico) sdo as
principais técnicas usadas para a extracao de volateis.

Essas utilizam, quando necessario, pequenas quantidades de solventes
e ndo é necessario o uso de altas temperaturas, que varia com o analito de interesse,
reduzindo assim, a possibilidade de degradacéo das substancias quando comparado
a meétodos tradicionais de extracdo de volateis, como a hidrodestilacdo
(AGELOPOLUS, 1998).

A técnica de headspace estatico é relativamente simples e de facil
operacgdo. Nela, a amostra é preparada em um frasco que, além da amostra, contém
guando necessario o solvente de diluicao e a solu¢cdo modificadora (FIGURA 1.14).

O “headspace” estatico € o caminho mais simples para avaliar a
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composicdo quimica de um aroma. Nesta técnica, a amostra € fechada em frasco
como descrito acima, onde o equilibrio € atingido entre o headspace e a fase extratora
a uma determinada temperatura. Os volateis presentes no headspace sao retirados
através de uma seringa e injetados no cromatégrafo (AGELOPOLUS e
PICKETT,1998).

A microextragdo em fase solida no modo “headspace” utiliza uma fibra
revestida por fases de diferentes polaridades. Dentre os principais revestimentos
estdo: polidimetilsiloxanos (PDMS), poliacrilato (PA), carboxen/polidimetilsiloxanos
(CAR/PDMS) e polidimetilsiloxanos /divinilbenzeno (PDMS/DVD). A sele¢ao do uso
da fibra depende da aplicacédo, assim como das caracteristicas dos volateis que séao
adsorvidos ou absorvidos pela fase da fibra. O equilibrio é controlado pelo coeficiente
de particho da amostra entre as trés fases (headspace, a matriz da amostra e o
revestimento da fibra).

A cromatografia gasosa é uma das técnicas mais utilizadas em andlises
gualitativas e quantitativas quando se pensa em estudos de composicao quimica de
compostos volateis, devido sua alta sensibilidade, rapidez nas analises, boa precisao
guantitativa e alto poder de resolugédo (MELQUIADES,2006).

A técnica quando utilizada de forma hifenizada, com a espectrometria de
massas é 0 mais aplicado para a identificacdo de compostos volateis. E para a
determinacdo e confirmagao dos volateis, pode-se utilizar o indice de retengéo (Ki),
onde os mais utilizados para essas amostras sdo o indice de Kovats e indice de

retencdo com programacao linear de temperatura.

G: Fase Gasosa ( headspace)
A fase gasosa ¢ comumente chamada de headspace e “repousa”
sobre a fase condensada da amostra

A: Fase da Amostra
A fase da amostra (geralmente solida ou liquida) contém o composto
de interesse, combinado com o solvente e a solu¢do modificadora.

Analito volatil

Amostra, solvente e
solugido modificadora

Quando a amostra ¢ introduzida e o frasco ¢ lacrado, os componentes
volateis difundem-se para a fase gasosa, até alcancar equilibrio,
indicado pelas setas. Entdo a amostra ¢ retirada do headspace.

FIGURA 1. 14 - Fases do frasco do headspace. Fonte:(MELQUIADES,2006).
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1.10. Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

O MEV é um aparelho que pode fornecer rapidamente informacgées
sobre a morfologia e identificacdo de elementos quimicos de uma amostra sélida.
Sua utilizacdo € comum em biologia, odontologia, farmacia, engenharia, quimica
dentre outras areas de pesquisa. O MEV €& um dos mais versateis instrumentos
disponiveis para a observagdo e analise de caracteristicas de microestruturas de
objetos sdlidos. A principal razao de sua utilidade é a alta resolucao que pode ser
obtida quando as amostras sao observadas. Valores da ordem de 2 a 5 nandmetros
sdo geralmente apresentados por instrumentos comerciais, enquanto instrumentos
de pesquisa avancada sao capazes de alcancar uma resolucdo melhor que 1 nm
(NAGATANI et al. 1987).

Uma outra caracteristica que € extremamente importante do MEV é a
aparéncia tridimensional da imagem das amostras, resultado direto da grande
profundidade de campo. A técnica nos permite também, o exame em pequenos
aumentos e com grande profundidade de foco, o que € extremamente Uutil, pois a
imagem eletrénica complementa a informacédo dada pela imagem o6ptica. Como
resultado tem-se que os aparelhos modernos permitem aumentos de 300.000

vezes ou mais, para a maior parte de materiais sélidos, conservando a profundidade

de campo compativel com a observacéo de superficies rugosas.
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2. Justificativa

O desafio para os citricultores no controle da gomose em citros,
causada pelo fungo Phytophthora nicotianae, tem aumentado cada vez mais a
exigéncia por produtos livres de residuos quimicos toxicos. Com isso had um
estimulo para a implantacéo de novos ensaios de avaliacao da atividade antifungica
de metabdlitos secundarios frente & P.nicotianae. A gomose, causada por
diferentes espécies desse patdgeno é uma importante doenca veiculada pelo solo,
essa interacdo apresenta plantas hospedeiras com diferentes niveis de resisténcia
ao fungo, além de ser uma doenca bastante evidenciada nos municipios produtores
de laranja em todo o mundo. Esses patdgenos provocam alteracdes fisioldgicas e
biogquimicas em seus hospedeiros, que prejudicam o desenvolvimento da planta,
podendo causar até o tombamento, podriddo das raizes, radicelas e dos pés.
Alguns trabalhos foram realizados a fim de compreender os mecanismos de
resisténcia de alguns citros e Phytophthora, no entanto, os mesmos ainda nao
foram totalmente esclarecidos. Os conhecimentos dessas informacdes estimulam
a implantacdo de ensaios que, com a avaliacdo da atividade antifungica de
metabolitos secundarios identificados em seu perfil quimico frente a P. nicotianae,
podera tornar o trabalho pela busca de antifungico mais econémico, viavel e rapido.
Uma alternativa para inibir o desenvolvimento do oomiceto € entender os eventos
metabdlicos relacionados & comunicacao fungica intracelular e consequentemente
inibir o crescimento do microrganismo. Desta forma, poderiamos realizar o estudo
dos aspectos quimicos envolvidos em todo o processo de desenvolvimento do
mesmo. Esses conhecimentos podem prover meios para controlar o
desenvolvimento desse fitopatdbgeno e adicionalmente, conhecendo as
substancias que sofrem altera¢c6es quantitativa ou qualitativamente nos diferentes
tratamentos podera mostrar qual ou quais constituintes estdo envolvidos no

mecanismo de defesa da planta quando estiver em contato com o oomiceto.
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3. Objetivo

3.1. Objetivo Geral

Realizar o estudo quimico do fungo Phytophthora nicotianae quando o0 mesmo
esta inoculado em plantulas de Citrus sinensis e estudar a busca de futuros

inibidores frente ao desenvolvimento da doenca.

3.2. Objetivos Especificos

e Cultivar em larga escala o fungo P. nicotianae;

e Realizar 0 estudo quimico dos extratos obtidos do meio aquoso e do micélio
formado no desenvolvimento de P. nicotianae;

e Avaliar a variacao do perfil quimico no hospedeiro (Tangerina Sunki e Citrumelo
Swingle) apos a inoculacdo do oomiceto P. nicotianae em amostras sadias e
doentes;

e Desenvolver métodos analiticos HPLC -UV-MS e UHPLC -MSE para o estudo do
perfil quimico;

¢ Identificar biomarcadores quimicos volateis e/ou semivolateis presentes em Citrus
sinensis apos a inoculacdo do oomiceto causador da doenca gomose de citros por

“headspace” estatico associados a GC-MS
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4. Procedimento Experimental

Os procedimentos quimicos, como a preparacdo dos meios de
cultivo, crescimento do microrganismo, os extratos das fragcdes do meio sélido e
liquido e os extratos vegetais, como isolamento, identificacdo das substancias,
com os estudos analiticos da variacdo do perfil quimico foram realizados no
laboratério de pesquisa de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Sdo Carlos e as andlises no UHPLC-QTOF-MSE foram
realizados no laboratério de quimica de produtos naturais da Universidade
Estadual de Sdo Carlos —USP e no laboratério Separare do Departamento de
Quimica da UFSCar.

As preparacdes das mudas utilizadas neste trabalho, assim como
as devidas inoculacdes, foram realizadas em telado e camara de crescimento da

Embrapa Mandioca e Fruticultura, localizado no municipio de Cruz das Almas-BA.

4.1. Obtencao do fungo Phytophthora nicotianae

O isolado de P. nicotianae foi proveniente do Estado de S&o Paulo,
fornecido pelo Pesquisador Eduardo Feichtenberger (APTA). Esse isolado foi
inoculado e mantido em meio de cenoura-agar (200 g de cenoura + 20 g de agar
L* de agua destilada) a 28°C, no escuro, a fim de propiciar condicées para o
desenvolvimento do patégeno.

4.1.1.Materiais

4.1.2.Suportes usados nos estudos cromatograficos

o Silica gel 60 (70-230 mesh e 230-400 mesh) da Merck, para cromatografia por

adsorcao em coluna aberta;

. Silica gel 60 F254, usando folhas de aluminio com 0,2 mm de diametro

(Merck), para cromatografia em camada delgada analitica.
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4.1.3. Eluentes

o Solventes comerciais destilados no DQ-UFSCar, para cromatografia em

coluna aberta;

. Solventes grau HPLC (Merck, Tedia, HoneyWell, J. T. Baker, Panreac), para

cromatografia liquida de alta eficiéncia;

e Solventes deuterados (Merck e Aldrich), para obtencao de espectros de RMN;

e Solvente grau massas LC-MS (Panreac e J.T. Baker) para andlises de

espectrometria de massas de infusdo direta.

e Agua ultrapura, obtida no Ultra purificador de Agua Master System MS2000 (Gehaka);

4.1.4 . Colunas

e Coluna Gemini C18 Phenomenex (250 x 4,60 mm, particulas de 10nm) e (25,0 x 2,1

cm, particulas de 10nm);

e ZORBAX XDB - C18 - 4,6 x 150 mm, com particulas de 54 m, da marca Agilent,

acoplado com uma coluna guarda C18 (4x3 mm).

4.1.5. Reveladores

e Radiacdo UV (254 e 365 nm);
e Solucédo de Vanilina;

e Reagente de Dragendorff.

4.1.6. Detectores

e UV-Vis Shimadzu SPD-10AV

4.1.7. Filtros

e Filtro de Seringa (PVDF e PTFE), nao estéril, 25 mm x 0,45 um (Millipore ®)
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4.1.8. Micropipetas

e Micropipetas marca Eppendorf de 1-10 mL, 20-200 mL e 200- 1000 mL

4.1.9. Papel de filtro

e INLAB Tipo, porosidade 3,0 ym

4.2. Materiais utilizados para o isolamento- identificagdo- cultivo
e conservacao do microrganismo

4.2.1.1solamento do microrganismo — Oomiceto

- Alcool 70%

- Agua destilada

- Alca de platina

- Alga de Drigalski

- Bico de Bunsen

- Laminas de bisturi
- Pinca;

- Funil analitico;

- Placas de Petri;

- Erlemneyers

4.2.2. Cultivo do Fungo — meios de cultivos

o Czapeck Himedia®)

o Batata Dextrose (Himedia®)
o Aveia — organico
o Cenoura — organico

. Agar (Himedia®)

o Cenoura e milho: organicos
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4.3. Equipamentos
4.3.1.Evaporadores

e Evaporador de solvente a vacuo (SPEEDVAC) da Savant Speedvac Plus SC 10 A
acoplado com um refrigerador Vapor Trap RVT-400 Savant, bomba a vacuo Savant
VLP-200 e registrador Digital Vacuum Gauge DVG 50 Savant.

e BUCHI, rotavapor R-114 equipado com banho BUCHI B-480 e recirculador
refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5°C.

e BUCHI, rotavapor R-200 equipado com banho BUCHI B-490 e recirculador
refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5°C.

4.3.2. Balancas analiticas

e Shimadzu Corporation modelo AUW220D

4.3.3. Cromatografo liquido de alta eficiéncia

e Agilent Technologies modelo 1200, equipado com bomba quaternaria G1311A,
degaseificador G1322A, Amostrador automatico G1329A, e detector de ultravioleta
de comprimento de onda variavel (VWD) G1314B, forno de coluna G1316A. Software

utilizado para processamento dos dados: EZCrom Ellite;

e Agilent Technologies 1260, equipado com bomba quaternaria G1311C,
degaseificador interno no mdédulo da bomba, amostrador automatico G1329B e
detector de ultravioleta G1314B, forno de coluna G1316A. Software utilizado para

processamento dos dados: EZCrom Ellite — Open Lab;

4.3.4. EspectrOmetros de Massas

e API 200 (APPLIED BIOSYSTEMS). Fonte de ionizacdo: ESI e APCI. Analisador

“triplo quadrupolo”.

e GC-MS Shimadzu QP 2010 baixa resolucéo, Fonte de ioniza¢do por impacto
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eletronico.

e Synapt G2-S (Waters Technologies). Fonte de ionizacdo ESI. Analisador hibrido Q-
TOF (Quadrople - Time of Fligth).

4.3.5. Ressonancia Magnética Nuclear

e Brucker DRX - 9,8 T (400 MHz para RMN *H), equipado com trocador automatico
de amostra, sonda de 5 mm BFO (smart probe com ATMA®) e bobina de gradiente
de campo em z, unidade geradora de gradiente de campo e unidade de temperatura
variavel — equipamento utilizado para o trabalho de rotina;

e Brucker avance lll - 14,1 T (600 MHz para RMN 'H), equipado com trocador
automatico de amostra, cryo-sonda TCIl (1H/13C/15N) de 5 mm com ATMA®
(Automatic Tunning Matching) e gradiente de campo em z, sonda BBl de 5 mm com
ATMA®, gradiente de campo em z, unidade de temperatura variavel, unidade

geradora de gradiente de campo, unidade cryo-fit® e unidade LC-SPE acoplada.

4.3.6. Centrifuga

e Centrifuga marca Eppendorf modelo 5810R com sistema de refrigeracéo

4.3.7. Homogeneizadores

e T 10 standard ULTRA-TURRAX® (IKA)

e T 25 ULTRA-TURRAX® (IKA)

4.3.8. Unidade de Extracdo em Fase Sélida (SPE)

e Brucker/Spark Prospect Il unit (Bruker BioSpin, Rheinstetten, Germany; Spark,
Emmen, The Netherlands) para retencdo seletiva das bandas cromatogréficas, e
concentracdo dos analitos. Os cartuchos de SPE empregados foram do tipo
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HySphere C18 end capped silica (2mm i.d., 10 m).

4.3.9. Moinhos

e Moinho de facas tipo Willye — Tecnal

e Moinho analitico basico A 11 (IKA)
4.3.10. Camara de Fluxo Laminar

e Veco VL FS-12M

4.3.11. Autoclaves Verticais

e - Phoenix AV 30
e - Phoenix AV 50
e - Phoenix AV 75

4.3.12. Estufa Incubadora (B.O.D)

° Fanem — 347 CD

4.3.13. Banho de Ultra-som

e Branson 1510, Danburcy, CT
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4.4. Avaliacdo do crescimento micelial de P.nicotianae em
diferentes meios de cultivos

4.4.1. Cultivo do meio liquido e sélido

Os meios de cultivo utilizados foram:

I) Meio de Batata (BDA): Infusdo de 200 g L de batata, 20 g L de sacarose
e 15 g L de agar;

I1) Meio de Aveia (AVA): 60 g L de aveia em flocos e 15 g L de &gar;

I11) Meio de Cenoura (CA): 20 g L** de cenoura e 17 g L de &gar;

IV) Meio de Milho e Cenoura (CMA): 30 g Lt de milho, 30 g L™* de cenoura e
16 g L' de &gar;

V) Meio de Czapek enriquecido com Glutamina (CZA) e 16 g L de agar.

Foram analisados pardmetros como massa micelial e possiveis
guantidades de metabdlitos presentes nos extratos brutos. A partir de culturas puras
dos isolados de Phytophthora, cinco discos de 5 mm de didmetro das extremidades da
colénia, foram transferidos assepticamente para erlenmeyers de 500 mL, contendo 200
mL de &gua destilada e o respectivo meio de cultura utilizado. Apés alguns dias de
incubacédo, tempo de crescimento otimizado (em torno de 15 a 21 dias) variando de
acordo com o controle da temperatura (27° a 32° C) e época do ano para 0 preparo
dessas amostras, de acordo com a FIGURA 4.1, foram realizadas a coleta da massa
micelial através da filtracdo a vacuo da cultura, utilizando-se papel de filtro para tirar

excesso de umidade.
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FIGURA 4. 1 - Meio liquido de cultivo em CM de Phytophthora nicotianae autoclavados.

A massa seca ao ar foi transferida para um erlenmeyer contendo
metanol (foram feitos testes também com etanol), onde ficaram em repouso por
aproximadamente 4 horas. Apos esse intervalo de tempo a massa micelial foi
triturada em um triturador (turrax) elétrico, onde permaneceu em repouso durante 48
horas, cada amostra. Depois de submetido a filtracdo a vacuo, o extrato metandlico
do micélio foi concentrado e posteriormente analisado por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) e Ressonancia Magnética Nuclear (RMN).

O meio liquido fermentado foi submetido a particéao liquido-liquido, trés vezes
com acetato de etila e posteriormente butanol. Os solventes organicos foram
evaporados em rotaevaporadores, fornecendo o0s extratos de acetato de etila,
butandlico e hidroalcéolico e seus respectivos brancos. O solvente foi devidamente
rotulado e enviado para descarte. Apds serem concentrados, 0s extratos foram
analisados por CLAE e RMN.

4.4.2. Andlises de microextracdo para comparacado de meio de
cultivo

Os extratos de cultura foram preparados por corte de trés plugues de
6mm de didmetro a partir de uma ou varias colonias, usando uma broca de cortica
da seguinte maneira, um do centro da col6nia, uma na borda da colénia, outra da
borda da coldnia mais distante o possivel das outras colonias e uma outra na borda

da colonia bem mais proxima, para apresentar a variabilidade em uma col6nia.
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Os inoculos foram transferidos para um amostrador automético
descartavel com 500 microlitros de mistura de solventes metanol-diclorometano e
acetato de etila (01:02:03) contendo 1% (v/v) de &cido férmico. Em seguida, os
tampdes foram extraidos por ultra-som durante 60 minutos.

Os extratos foram transferidos para um frasco limpo, utilizando uma
pipeta de Pasteur e a fase organica foi evaporada com nitrogénio. Os residuos foram
novamente dissolvidos no ultra-som por 10 minutos em 400 microlitros de metanol
contendo 0,6% (v/v) de acido férmico, 0,02%(v/v) de &cido cloridrico e 2,5%(v/v) de
agua. Apoés a evaporacdo do solvente, todas as amostras foram preparadas para

analises em CLAE e RMN, de acordo com o FIGURA 4.2, mostrado abaixo:

Ultraturrax 90s Banho Ultra-Sénico 60min

| H H
A o=

500 pL (IMeOH:2DCM:3AcOet)

3 discos de micélio -5mm

(Para cada meio) l
{

w

G|

HPLC- DAD/UV Ressuspendidos em 500 pl

90% H20 10%ACN

FIGURA 4. 2 - Esquema de procedimento das andlises em microextracdo dos meios de cultivos com o
oomiceto Phytophthora nicotianae.

4.4.3. Cultivo do oomiceto em meio soélido

Paralelamente ao crescimento do fungo em meio liquido, foi realizado o
mesmo experimento para meio soélido, adicionando-se o ingrediente agar. Um disco
de aproximadamente 5 mm do isolado (previamente reativado) foi transferido
assepticamente para 3 placas de petri contendo 25 mL do respectivo meio (BDA, AVA,
CA, CZA, CMA) e agar, previamente autoclavados e deixados sob temperatura de
25°C. Para o branco, foi vertido apenas o meio de cultura e agar, sem adi¢cdo do
oomiceto, que serve de controle para analise do crescimento micelial, de acordo com
a FIGURA 4.3 abaixo.
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FIGURA 4. 3 - Crescimento micelial do oomiceto Phytophthora nicotianae em diferentes meios de
cultivos: respectivamente em: Cenoura-milho-agar (CMA); Cenoura-agar (CEA); Aveia-agar (AVA);
Batata agar (BDA).

4.4.4. Coleta do Material Vegetal — Plantulas de Citrus sinensis

Para o desenvolvimento deste trabalho foi realizada a coleta do material
vegetal na Embrapa Fruticultura e Mandioca, localizada no municipio de Cruz das
Almas na Bahia, no periodo de setembro de 2015. Nesta visita foi coletada a
variedade “Valéncia” (Citrus sinensis (L.) Osbeck) enxertadas em “Swingle” (Citrus
paradisi x Poncirus trifoliata) e Tangerina Sunki Tropical (Citrus Sunki Hort. ex Tan)
Tratava-se de plantulas jovens com seis meses de enxertia. Essas mudas foram
utilizadas neste trabalho na etapa de avaliacdo da variacdo do perfil quimico na
presenca do oomiceto (contato hospedeiro x patégeno com 45 dias) causador da
doenga gomose de citrus.

4.4.5. Metodologias utilizadas para analise da variacédo do perfil
guimico do oomiceto e das plantulas de Citrus sinensis
4.4.5.1. Varredura das analises para Phytophthora nicotianae

445.1.1. Detector DAD

O screening do perfil cromatografico do oomiceto foi feito inicialmente
em um Cromatografo liquido Shimadzu- modelo SPD — M10A com detector de arranjo

de diodo (DAD) no modo reverso de eluicdo e sistema de gradiente exploratorio. A
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corrida cromatografica iniciava-se, com 5% de solvente organico (ACN) e 95% de H20
e apos 42 minutos, atingia 100% de solvente organico. Utilizou-se para esta analise
uma coluna analitica C18- zorbax eclipse e XDB- analitical (4.6 X 150 mm, 5 mm).
Realizou-se uma varredura de comprimentos de onda que se iniciava em 200nm e
atingia 0 maximo em 800nm. Trés comprimentos de ondas neste intervalo foram

selecionados (254, 280, 320), para analises posteriores no HPLC-UV.

4.45.1.2. Detector Ultravioleta -UV

A analise do perfil cromatografico do oomiceto foi feita, comparando-se
o perfil do meio de cultura com o oomiceto e o meio de cultura sem o oomiceto, usado
como controle. Essa analise foi feita utilizando cromatografico liquido de alta eficiéncia
1260 — Agilent Technologies, no modo reverso de elui¢do, cujo principio da retencao
baseia-se na hidrofobia e na interacdo entre a parte ndo polar do soluto e a fase
estacionéria (CASS, et al., 2009). Para a analise utilizou-se uma coluna C18- Zorbax
eclipse e XDB- analitica 4.6 x 150 mm 5 microm e fase mével uma mistura de agua
(A) Acetonitrila (B), conforme mostrado na TABELA 4. 1 abaixo, acidificado com 0.1%
de &cido formico e vazéo de 0,65/min. O volume de injecdo dos extratos foi de 20 pl e
concentracdo da amostra de 1 mg/mL. Apds algumas analises de varredura em outros
comprimentos de onda no DAD, seguimos trabalhando com um comprimento de onda

gue foi ajustado para 254 nm em HPLC-UV.

TABELA 4. 1 - Sistema de eluicdo HPLC-UV.

Tempo (min) 0 5 15 20 30 35 37 50

Porcentagem (%) A 95 95 70 55 40 0 95 95

Porcentagem (%) B 5 5 30 45 60 100 5 5
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4.4.5.2. Crescimento do oomiceto em larga escala para o estudo
quimico

O oomiceto P. nicotianae foi cultivado em meio liquido de cenoura e milho em
escala ampliada para a obtencdo do extrato bruto. O cultivo foi feito em erlenmeyers
de 1000 mL, os quais foram previamente esterilizados em autoclave a 120°C, sob
pressdo de 1 atm por aproximadamente 20 minutos com o meio de cultura. Em
seguida foram adicionados aos frascos 8 discos de 5 mm de diametro das
extremidades da colbnia, que permaneceram em meio estatico, a uma temperatura
controlada de 27°C. Apoés o periodo de crescimento (21 dias) foi realizada a extracéo
do oomiceto. Em seguida foram realizados os devidos fracionamentos, onde foram
analisados em UHPLC-MSE onde a coluna utilizada nos experimentos de massa de
alta resolucao foi Javelin Betasil C18 (10x2 mm). A corrida cromatografica foi realizada
no modo reverso com gradiente de eluicio ACN: H20 (5:95), ambas as linhas
acidificadas com acido férmico (0,1%), com um fluxo de 0,350 uL/ min e temperatura

da coluna em 40°C.

4.45.2.1. Preparacao dos extratos do oomiceto

A preparacéo dos extratos segue conforme ilustrado na FIGURA 4. 4, os
extratos obtidos através de filtragdo a vacuo apos os 21 dias de crescimento do
oomiceto com sua parti¢cao liquido-liquido com acetato de etila e butanol, resultou em
seis extratos de cada meio de cultivo analisado e o extrato do micélio, que sédo os

seguintes:

Extrato Acetato de Etila (AE) + Branco AE;

Extrato Butandlico (BU) + Branco BU;

Extrato Hidroalcoolico (HOH) + Branco HOH.

Extrato do Micélio em EtOH + Branco
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FIGURA 4. 4 - Esquema para participacéo liquido-liquido e obtencéo dos extratos de acetato de etila,

butanol e hidroalcéolico das amostras de CM, AV, CE e BD.

Todos o0s procedimentos para o0s extratos dos meios de cultivos

estudados foram feitos em triplicata de acordo com a FIGURA 4.5 abaixo, que foram

submetidas as devidas analises através de técnicas espectroscopicas.
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FIGURA 4. 5 - Esquema dos extratos do micélio do pseudofungo e do meio aquoso para as analises

em HPLC-UV.
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4.4.5.2. Preparacao e inoculacédo das mudas de plantulas de Citrus
sinensis

No intuito de avaliar a variacdo na composi¢cao quimica de citros com
gomose através das técnicas ja mencionadas, foi montado um experimento com as
mudas, incluindo tanto espécies sadias quanto inoculados com o oomiceto. A
amostragem consistiu-se de mudas de laranjeira Valéncia (Citrus sinensis L. Osbeck)
enxertadas sobre citrumeleiro Swingle (Citrus paradisi x Poncirus trifoliata) e
Tangerineira Sunki Tropical. A escolha da copa e dos porta-enxertos foram feitas
com base na elevada importancia comercial dessa combinacdo em escala mundial
(POMPEU JUNIOR, 2008) e crescente utilizacdo por citricultores brasileiros, além
do fato de que tanto a copa quanto os porta-enxertos utilizados para essas analises
tinham o mesmo tempo de vida, ambos com oito meses de enxertia. Esse
experimento de enxertia e preparacédo das plantulas para inoculagcdo do oomiceto foi
conduzido em telado e camara de crescimento da Embrapa Mandioca e Fruticultura,
em Cruz das Almas —BA.

Metade das mudas de TST e CTSW foram conservadas sadias, as quais
usamos como controle, enquanto que as outras metades sofreram a inoculagao
artificial do oomiceto Phytophthora nicotianae pelo processo do método da agulha que
consiste em inocular com auxilio de uma agulha de metal ou espinhos de plantas
citricas (previamente desinfestados com alcool 70%), estruturas do patdgeno obtidas
em colonias de P. nicotianae com cinco a oito dias de crescimento micelial. A haste
da planta é perfurada a altura de 2,0 cm do colo, introduzindo-se uma agulha até atingir
a extremidade oposta da haste e, em seguida, insere-se a agulha infestada no ponto
de inoculacédo, retirando-a posteriormente. O ponto de inoculacdo é protegido com
algodao umedecido e vedado com auxilio de fita de enxertia. A avaliacao € realizada
de 20 a 30 dias apos a inoculagdo. O método da agulha é indicado para uso em
plantulas com 75 a 120 dias de idade e altura aproximada de 10 cm. A avaliacdo é
realizada pelo numero de plantas mortas ou pelo comprimento das lesées (SIVIERO,
2001).

Um outro procedimento adotado no preparo de inoculagdo do
fitopatogeno foi ter a certeza que esse indculo estava ativo para assim garantir a

infeccdo no hospedeiro. Logo, foi feito um reisolamento para garantir a patogenicidade
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do oomiceto.

Os isolados de P. nicotianae foram reisolados de frutos de liméo siciliano
gue € bastante susceptivel ao patdgeno. Para tal, os frutos foram previamente imersos
por 15 min em solu¢do de hipoclorito de sddio 2,5%, seguido de lavagem em &gua
destilada esterilizada para remocéo do excesso. Com auxilio de um furador de rolha
(12 mm de diametro) flambado, o fruto foi furado penetrando-se a casca e o albedo,
sendo removida esta camada e adicionado no local um disco no meio agar, contendo
o micélio do respectivo isolado de P. nicotianae.

O orificio foi novamente coberto com a casca inicialmente removida e
protegido com esparadrapo. Os frutos do limdo foram mantidos durante 7 dias em
incubadora tipo BOD a 28°C, no escuro. ApOs esse periodo, pedacos da area
lesionada pelo patdgeno foi coletada e transferida para o meio de cenoura milho-agar,
a fim de propiciar as condi¢des para o desenvolvimento do patégeno. Essas culturas
foram observadas até o crescimento caracteristico de Phytophthora, para assim fazer
a transferéncia da col6nia pura, como mostra a FIGURA 4. 6 e com isso tivemos um
material bem mais ativo.

A escolha de plantulas ao invés de plantas adultas foi necessaria, em
primeiro lugar, por uma questdo de economia de espaco, mas também foi
conveniente devido ao fato de que nestas tendem a manifestar os sintomas mais
rapidamente. Todos os experimentos foram realizados com plantas da mesma idade
e nas mesmas condi¢des, evitando assim resultados equivocados de quantificacéo e
de variagdo do perfil quimico devido a fatores como sazonalidade, temperatura e

disponibilidade hidrica.

FIGURA 4. 6 - Imagens do reisolamento do patdgeno em limao siciliano: a) limdo com sete dias de
infectado; b) retirada do material infeccionado pelo oomiceto; ¢) pedacos do inéculo em meio de cultivo
de cenoura e milho; d) in6culo de Phytophthora ativo.
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4.4.5.3. Preparacéo dos extratos das plantulas de TST e CTSW

As mudas foram transportadas de Cruz das Almas, BA para o
Departamento de Quimica da Universidade Federal de S&do Carlos, em seguida
foram acondicionadas para seu tratamento. Primeiramente as plantas foram
separadas em raiz, caule inferior, caule superior e folhas. Estas foram liofilizadas em
estufa de circulagcdo a 37°C durante aproximadamente 7 dias, e posteriormente
trituradas em moinho analitico. O material moido era peneirado em peneira molecular,
a fim de se homogeneizar o tamanho de particula e minimizar dessa maneira erros
experimentais. Esse material seco foi estocado e congelados a -80°C.

Com a extracdo, desejou-se extrair a maior quantidade e uma boa
concentracdo de compostos nas amostras. Por esta razdo, a extracdo é
provavelmente uma das etapas mais importantes quando se fala de estudo
metabolémico. Em estudos “ndo alvo”, a natureza dos metabdlitos de interesse é na
maioria das vezes desconhecida. Dessa maneira, diversos solventes e métodos de
extragdo costumam ser testados e comparados, assim alguns testes foram feitos e
os melhores resultados foram obtidos com a seguinte metodologia: De acordo com
o FIGURA 4. 7, pesou-se cerca de 50 mg do material jA moido, transferiu-se para
um tubo falcon e adicionou-se 2 mL uma mistura de solvente contendo MeOH: H20
(1:1). Este foi em seguida submetido a extracdes com o auxilio de um
homogeneizador/dispersor (Turax), a 6000 rpm/min, durante 90 segundos. No intuito
de maximizar o nimero e também a quantidade de metabdlitos extraidos da matriz
de interesse, além de reduzir o tempo de extracdo, métodos de rompimento celular
como o dispersor mencionado acima tem sido bastante utilizado. ApGs a extracdo
em turrax, o material foi centrifugado a temperatura de 25°C por 10 minutos a 10000
rom. O sobrenadante foi filtrado com filtro de seringa (PTFE MILLIPORE; 0,45um
poro; @ =13 mm), e com o precipitado foi adicionado mais 2 ml da mesma proporcao
de solvente, repetindo-se mais uma vez o processo mencionado. O sobrenadante

foi seco em evaporador de solvente a vacuo (SpeedVac) e ressuspendido em 2 ml

de MeOH: H20 para posterior anélise cromatografica em HPLC-UV.
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FIGURA 4. 7 - Metodologia de extracdo das amostras referentes as mudas das plantulas de TST e
CTSW, procedimento feito para cada parte analisada das amostras (raiz, caule inferior, caule superior
e folhas) Fonte: (BELLETE,2014).

4.4.5.4. Avaliacédo dos perfis quimicos via HPLC -UV

As técnicas de separacdo mais utilizadas hoje em dia na literatura sao
cromatografia liquida de alta performance (HPLC) e também de ultra performance
(UHPLC) para as analises de nosso interesse. Portanto, para a analise da variacéo
do perfil quimico de Citrus utilizou-se o Cromatdgrafo Liquido de alta eficiéncia
Agilent 1260. As andlises foram realizadas no modo reverso de elui¢do, utilizando
H20 (sistema A) e ACN (sistema B) como fase orgéanica, ambas (acidificada com 0,1
% de &cido férmico). A opcéo por eluicdo gradiente é feita quando as substancias
presentes na amostra apresentam ampla faixa de polaridade. Nesses casos,
nenhuma condicao isocréatica consegue, ao mesmo tempo, oferecer boa resolucéo,
tempo de andlise adequado e pequeno alargamento de bandas. As substancias que
eluem rapidamente requerem uma fase mével fraca, e aquelas que demoram mais
para eluir sdo separadas mais eficientemente com fase mdével mais forte. Quando
acontece, o modo de eluicdo gradiente € a melhor opcéo a ser adotada, pois permite
uma retencdo adequada de todos o0s componentes de interesse, e
consequentemente, as bandas cromatograficas podem ser melhor detectadas. As
condicbes cromatograficas utilizadas estdo descritas a seguir, e podem ser
verificadas na TABELA 4.2.

As condigbes iniciais da corrida foram em 90-10% (linhas A-B,
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respectivamente) subindo para 10-90% em 30 min. Em seguida alterou-se a
proporcdo da fase moével para 0-100 até os 40 min, permanecendo isocratico em
100% de fase orgéanica por 10 min; o retorno do gradiente foi feito em 2 min (90%).
Entre as corridas foi utilizado um tempo para reequilibrar a coluna. Normalmente
utiliza-se um volume de fase movel de 5 a 10 vezes o volume interno da coluna.
Caso esse intervalo ndo seja observado, podem ocorrer modificacées nos tempos
de retencdo e separacdo das bandas cromatograficas em analises subsequentes.
O detector utilizado foi UV de comprimento de onda variavel, sendo as
corridas monitoradas em 254 e 260 nm. A quantidade de amostra injetada foi de 20
microlitros e a vazao foi de 1,0 mL/min. A coluna utilizada para todas as separacfes
cromatograficas foi a ZORBAX XDB - C18 - 4,6 x 150 mm, com particulas de 5um, da
marca Agilent. Para prevenir a entrada de interferentes que poderiam diminuir o
desempenho e até mesmo entupir a entrada das colunas, foi usada uma coluna
guarda ligada a entrada principal, sendo esta do tipo C18 (4x3 mm), também da

Agilent.

TABELA 4. 2 - Sistema de eluicdo HPLC-UV para as amostras de citros

Tempo (min) 0 30 35 40 42 60
Porcentagem (%) A 90 10 0 0 90 90
Porcentagem (%) B 10 90 100 100 10 10

4.4.5.5. Analise da variacao do perfil guimico através da técnica
LC-MSE

Com essas analises de variacdo quimica, visou-se caracterizar
diferencas no perfil metabolémico entre plantas infectadas com gomose e plantas
sadias, através da técnica hifenada UHPLC-MSE. Acredita-se que alteracdes no perfil
metaboldmico possam estar ocorrendo durante a infecgdo, e que essas alteracdes

possam também ser quantificadas, a fim de determinar quais 0s principais
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compostos que estdo sendo produzidos e/ou consumidos durante a resposta
fisiologica da planta. Utilizou-se o Cromatografo Acquity UPLC H-Class (Waters), de
acordo com a FIGURA 4.8, acoplado a um espectrometro de massas Xevo G2-XS
(Waters), e o analisador de massas usado foi 0 Quadrupolo — Tempo de V6o (Q-TOF),
combinando diferentes caracteristicas de desempenho oferecidas por esses

diferentes analisadores.
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FIGURA 4. 8 - Representacdo esquematica de analisador de massas quadrupolo Q-TOF com
aceleracdo ortogonal e lentes refletoras com configuragcdo V. (Fonte: Manual eletrénico do
Cromatografo Acquity UPLC H-Class).

Neste trabalho, o espectrometro de massa foi operado tanto no modo de
aquisicao de dados "MS" quanto no modo “MS/MS”. No modo “MS” o quadrupolo nédo
€ utilizado como um analisador, trabalhando somente com radio frequéncia. Se
comporta meramente como uma lente para focar o feixe de ions para o segundo
analisador. Em seguida, o espectrobmetro de massa Q-TOF é ligado no modo
"MS/MS", como podemos observar na FIGURA 4.9. Nesse modo os ions moleculares
podem ser selecionados e transmitidos através do analisador quadrupolar, que desta
vez é de fato utilizado como um analisador, transmitindo apenas os ions de interesse

para dentro da célula de colisdo que fica entre o primeiro e segundo analisador. Um
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gas inerte é introduzido na camara de colisdo e os ions sdo bombardeados com as
moléculas de gas de colisdo, produzindo os fragmentos. Esses fragmentos gerados
sdo em seguida analisados pelo segundo analisador (tempo-de-voo). Desta forma,
um espectro de MS/MS é produzido mostrando todos os ions fragmentos que

surgem diretamente de um ion precursor escolhido.

quadrupole collision time-of-flight
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FIGURA 4. 9 - Analisador hibrido Q-TOF, operando no modo MS (acima) e no modo MS/MS (abaixo).
Os moédulos em cinza significam que estes estao ativos, enquanto os mdédulos em brancos significam
que estdo desativados (Fonte: http://www.astbury.leeds.ac.uk/).

A coluna utilizada para este estudo € uma Waters Acquity UPLC BEH C-
18 (2.1x100 mm), com tamanho de particulas de 1.7 um. A corrida cromatografica foi
realizada no modo reverso com gradiente de eluicdo, usando-se fase aquosa
acidificada com 0,1% de &cido formico, e como fase orgéanica acetonitrila, também
acidificada com 0,1% de acido férmico. As condicbes cromatograficas podem ser
observadas na TABELA 4.3 abaixo. As amostras utilizadas para as analises passaram
por um pré-tratamento (SPE), resultando em 3 fracdes obtidas com diferentes
sistemas de solventes. Estas fracdes foram secas e ressuspendidas em MeOH: H20
(1:1) com uma concentracao de 0,1 mg/mL. A vazéao utilizada foi de 0,5 mL/min, e o
volume de injecao foi de 1,0 pL. Em analises consecutivas, foi utilizado para m/z nas
massas de interesse 0 modo MS/MS -MS? para identificacdo das substancias que

mais variaram dentro do perfil quimico das plantulas em estudo.
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TABELA 4. 3 - Condi¢Ges cromatograficas utilizadas para UHPLC-MS (linha A: H20 +0,1% Ac. Férmico
e linha B: ACN + 0,1% Ac. Férmico).

0 97 3
7,5 83 17
23,5 35 65
27 15 85
32 15 85
33 97 3
35 97

Apoés otimizada a metodologia cromatografica, foi necessario otimizar
0s parametros do espectrometro de massas. Nesta etapa do trabalho, optou-se por
trabalhar tanto no modo positivo quanto no modo negativo, na tentativa de ionizar uma
maior quantidade de compostos que estivessem variando o seu perfil quimico. Neste
estudo metabolémico “ndo-alvo”, a voltagem capilar utilizada foi de + 0,5 e — 0,5 Kv
(para o modo positivo e modo negativo, respectivamente). A voltagem do cone
utilizada foi de 40V, a temperatura de dessolvatacao foi mantida em 550°C, o fluxo do
gas de dessolvatacdo em 900 L/h e energia de colisdo variando de 20 a 40 V. A faixa
de massa que foi trabalhada para esses experimentos foi de 100 a 1800 Da. O modo
de aquisicdo foi do tipo MSE, que é considerado uma ferramenta fundamental em

estudo de metabolémica e possibilita espectros de MS e MS/MS na mesma analise.

Todas as amostras vegetais (raiz, caule inferior, caule superior e folhas)
das plantulas de TST e CTSW foram preparadas em triplicatas e analisadas tanto as
amostras de cada parte da plantula doente (inoculada com o oomiceto) versus as
amostras sadias (sem a presenca do oomiceto, usada como controle e/ou controle),
além do branco de cada amostra (H20:ACN na propor¢gdo 1:1), totalizando 9

experimentos para cada amostragem dessas plantulas.
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4.4.5.6. Aplicacao de analises Quimiométricas nos dados de UHPLC-
MSE

Hoje em dia, € comum empregar as técnicas quimiométricas em estudos
com analise multivariada, devido a grande dificuldade em analisar espectros com uma
gama de informac¢fes somente por analise visual. Dessa forma, essas analises vém
auxiliando na interpretacdo desses dados quimicos. O uso de alguns programas
estatisticos (UNIFI, MATILAB) nos permite distinguir com melhor clareza as sutilezas
tanto em relacdo a variagcdo dos constituintes quimicos quanto da sua quantidade
em cada amostra que foi analisada. Quando se consegue unir técnicas analiticas
com as quimiométricas em andlises acopladas a massa, podemos separar amostras
em grupos conforme as suas semelhancas ou diferencas, além de identificar
variaveis que possam apresentar propriedades particulares para a amostra de nosso
interesse.

Quando se comecga a analisar uma amostra quimiometricamente, a
amostragem gera um conjunto de dados, onde esses dados experimentais serao
separados por uma determinada matriz. Dessa forma, os cromatogramas de ions
totais obtidos das diferentes partes das plantulas de Citrus sinensis foram
transformados em dados numéricos e estatisticos, organizados como deveriam em
uma matriz de dados, onde as amostras correspondem &s linhas e as variaveis dos
experimentos as colunas. Nesse estudo, trabalhou-se com a espectrometria de
massas e considerou-se como Vvariaveis o0 tempo de retencdo dos picos
cromatograficos das amostras e sua area relativa, levando em consideracao aquelas
gue mais sofreram variac6es quando comparado a amostras doentes (com o indculo)
das amostras sadias de plantulas de TST e CTSW. Foram analisados em conjunto
todos os espectros de massa obtidos das partes das plantulas estudadas, os quais
geraram uma matriz para cada comparacao feita.

A matriz gerada para o estudo comparativo de plantulas de TST
continha 72 linhas e a mesma quantidade para as analises feitas para as amostras
de plantulas de CTSW, gerando um total de 144 linhas, onde essas linhas eram
referentes as amostras analisadas de quatro diferentes 6rgdos das plantulas no

tratamento sadio e doente, e em triplicata experimental, totalizando nove replicatas
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para cada estudo. No momento das analises se fez necessario, eliminar algumas
regides dos espectros, ndo informativas, pois foi possivel notar gue mesmo com a
subtracéo do branco, na regiao final do espectro haviam picos relacionados com a
injecdo do branco em todas as partes analisadas, logo os espectros foram rodados
de 0 a 22 min. Para essas analises utilizou-se o software MassLynx e UNIFI de
analise quimiométrica, fazendo-se o uso de técnicas como PCA (Analise de

Componentes Principais), Loadings Plot e S-Plot.

4.4.5.7. Metodologia para “headspace” estatico associado ao GC-
MS

A extracdo estatica das amostras de plantulas de TST (tolerante /
susceptivel) e CTSW (resistente) ao patdgeno causador da gomose de citros, foi
realizada colocando a cada amostra analisada da parte vegetal (raiz, caule inferior
e folha) 300 mg de cada amostra em frascos de 43 mL tampado com um septo com
aquecimento a temperaturas diferentes por quase 60 min. Cada amostra foi injetada
com uma seringa de aproximadamente 1mL no cromatdgrafo gasoso com o injetor
no modo dividido. Com os primeiros testes, foi possivel observar que os melhores
resultados para as analises de interesse na busca de biomarcadores em plantulas
de TST e CTSW na presenca da infeccdo por gomose, foram obtidos entre 100 a
150°C. Todas as andlises foram realizadas usando o gas da série CE 8001
cromatografo equipado com um injetor Split-splittess de 10 e um detector de
ionizacdo de chama (FID). Nesse estudo foi utilizado uma coluna DB-1, 30m de
comprimento, 0,251 mm i.d, com uma pelicula de 0,25 im, e o gas Hélio como
transportador a 1mL/ min.

A injecao utilizada foi dividida (1:16) a 230°C, com volume de injecéo
de 1-3 iL na dindmica espaco da cabeca, purga e armadilha, e os métodos SDE e
1mL no espaco de cabeca estético. O programa de temperatura nas amostras variou
de 40°C em 6 min a 160°C com 3 min a 250°C/min. O detector da temperatura foi
ajustado a 275°C. E a identificacdo dos componentes das partes vegetais em
plantulas de Citrus sinensis foi baseada na comparacao entre o indice de retencao
e 0 espectro de massa das amostras auténticas e dados retirados da literatura

(ADAMS, 2007), ou ainda por comparac¢éo com uma outra biblioteca de dados com
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espectros de massas registrados no banco de dados da (NIST e WILEY).

A fim de permitir uma comparacdo entre os tempos de retencdo dos
diferentes compostos obtidos com os dados da literatura, amostras auténticas e com
o banco de dados, foi utilizado o indice de retencéo de Kovats. Esse indice utiliza uma
série de alcanos saturados de cadeia normal (C5 a C29) e para evitar erros devidos a
variacbes do tempo de retencdo dos compostos decorrentes de alteragcdes como
temperatura, fluxo e operador. O indice de retencao corrigido varia muito pouco e de
maneira linear com a temperatura. Os indices de retencdo calculados foram, entéo,
comparados com os da literatura ou com amostras auténticas (COLLINS & BRAGA,
1988).

4.4.5.8. Microscopia de Varredura Eletrénica (MEV)

O preparo dos materiais biolégicos, em geral, apos passar pelo processo
de fixacdo e desidratacdo, foram transferidos para a camara do equipamento de
secagem ao ponto critico do CO2 (CPD - critical point drying). Com a camara isolada,
em um volume de etanol absoluto ou acetona, injetou-se o CO: liquido, fazendo-se
varias substituicfes até remocao total do etanol ou acetona, esta troca ocorreu entre
0 e 5°C. ApoOs a retirada de solvente a amostra é levada para camara e entao,
despressurizada até pressao atmosférica, apds, amostra foi montada em um suporte
metdlico e metalizada para ser observada no microscopio eletrénico de varredura. Um
outro teste também foi feito no preparo das amostras do caule inferior das plantulas
de TST e CTSW, ja que essas amostragens ja teriam passado pelo processo de
liofilizacdo e estavam guardadas em -80°C. Houve um recobrimento da parte de
interesse (onde houve a inoculagdo do oomiceto Phytophthora nicotianae), esse
recobrimento foi feito por deposi¢ao de ions metalicos de ouro (Au).

Neste processo, as amostras foram colocadas em uma camara com
pressdo em torno de 0,1 a 0,05 mbar e o alvo metalico foi bombardeado com atomos
de gas inerte como, por exemplo, argonio. Os &tomos do alvo foram depositados sobre
a amostra. As maquinas utilizadas para esta finalidade sdo denominadas
metalizadoras e oferecem como parametros de ajuste: corrente aplicada (em mA),

tempo de deposicdo e altura da amostra em relacdo ao alvo, a fim de que seja
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calculada a espessura do metal depositado, o tempo para o recobrimento em cada
amostra foi de 30 minutos.

Os recobrimentos metalicos utilizados por estes procedimentos visam
apenas tornar as amostras condutoras de modo a gerar imagens com boa resolugao
no MEV, portanto, é preciso um controle da espessura depositada a fim de evitar

artefatos na imagem que podem mascarar a superficie real da amostra.

4.4.5.9. Quantificacdo das substancias nas raizes, caule inferior e
folhas de TST e CTSW

Na validacdo do método analitico para a quantificacdo das
piranocumarinas angulares e lineares, flavonoides glicosilados nas plantulas de TST
e CTSW foi necesséaria uma selecado de métodos para a construcdo de suas curvas
de calibracdo, onde a quantificacdo foi feita para algumas amostras que continham
padrdes analiticos e as demais substancias que variaram dentro do perfil quimico
estudado das demais partes dessas plantulas, foi feito uma analise comparativa de
suas areas relativas, para observacdo da variacdo de concentracdo (possiveis
producéo e/ou consumo) de metabalitos.

O equipamento utilizado para o trabalho de quantificacdo das amostras
foi um cromatégrafo Agilent 1200 Series (Agilent Technologies, Santa Clara, USA)
configurado com degaseificador G1322A, bomba quaternaria G1311A, auto-injetor
G1329A, forno de coluna G1316A e detector de ultravioleta G1314B (FIGURA 4.10).
Para a separacéo cromatografica foi utilizada uma coluna C18 ZORBAX XDB™ (4,6
x 150mm, 5 um da marca Agilent). Para prevenir a entrada de interferentes que
poderiam diminuir o desempenho e até mesmo entupir a entrada das colunas, foi
usada uma coluna de guarda ligada a entrada principal, sendo esta do tipo C18 (4x3

mm), também da Agilent.
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FIGURA 4. 10 -Equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia Agilent 1200 acoplado ao
espectrometro de massa triplo quadrupolo com detector de UV.

As analises cromatogréaficas foram realizadas no modo reverso de
eluicdo, com um sistema gradiente. A fase mével composta por uma mistura de agua
e acetonitrila (60:40, v/v), com uma vazédo de 1 mL.min, aumentando para 10 % de
agua e 90 % de acetonitrila em 30 minutos, em seguida aumentando para 100 % de
acetonitrila por 5 minutos. Essa proporc¢éo foi mantida por mais 5 min e voltou-se as
condic¢des iniciais em 2 min. Em seguida a coluna foi reequilibrada em torno de 20
minutos nas condic¢des iniciais, antes de iniciar uma nova analise. A temperatura da
coluna foi mantida em 35°C e o volume de inje¢céo de cada padrao foi de 10,0 uL e
comprimento de onda de detecgédo fixado em 264 nm (Amax absorcéo) paras as
andlises das cumarinas xantiletina, seselina e 5-metoxiselina. As bandas
cromatograficas referentes as cumarinas foram determinadas através de comparacao
do tempo de retencao obtido analisando a solucdo dos padrdes. Para a quantificacao
da hesperidina, a otimizacdo da temperatura da fonte foi feita na maior proporcao da
fase aquosa com condi¢@es iniciais de 90 % de agua e 10 % de acetonitrila, como
descrito no item 4.4.5.4. De acordo com parametros utilizados no método para a

identificacdo do mesmo.

A vazao utilizada foi de 1mL/min. A fonte de ionizacdo operou nesse
caso, no modo negativo, devido as caracteristicas quimicas da molécula. Um dos
flavonoides identificados por LC-MSFE tinha como transicdo 609/301. O controle do

equipamento HPLC-UV, aquisi¢ao e processamento dos dados foram realizados pelo
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software Analyst®1.5.1 (Applied Biosystems). O objetivo dessa parte do estudo, foi
avaliar comparativamente as concentracdes de variacdo dessas cumarinas e 0s
flavonoides em plantulas doentes (aquelas que mais sofreram diferenca dentro do
estudo) de Citrus sinensis nos porta enxertos de Tangerina Sunki Tropical
(Susceptivel) e Citrumelo Swingle (Resistente) ao oomiceto Phytophthora nicotianae
em suas raizes, caule inferior e na parte superior, a copa (as folhas de laranja
Valéncia - enxerto) em amostras de comparacao de perfil quimico em citros sadios

e infectados pelo oomiceto causador da doengca Gomose.

4.4.5.10. Quantificacao das substancias no caule superior de TST e
CTSW

Para a quantificacdo das demais substancias encontradas por exemplo,
no caule superior dos citros ndo foram construidas curvas de calibracéo, sendo
realizada apenas uma andlise comparativa. Pode-se verificar que os extratos dos
diferentes tratamentos apresentaram uma diferenca pequena tanto quantitativa
guanto qualitativamente nas bandas referentes as cumarinas e flavonoides. Para
comprovar se houve um aumento ou diminuicdo na quantidade, obteve-se, a partir
do software do equipamento, a area de cada pico referente a substancia de interesse
gue estava variando e calculou-se a area relativa entre eles. Todos o0s experimentos
foram realizados em triplicata, logo calculou-se a média dos tempos de retencéo e
das areas dos picos dos extratos semelhantes e comparativos. As amostras do caule
superior de TST e CTSW sadias (controle) e infectadas (inoculada com o oomiceto)

foram preparadas e analisadas de acordo com o item 4.4.5.5 e 4.4.5.6.

4.4.6. Preparacao das solucdes padrdes para a construcao da
curva de calibracao

A validacdo dos métodos foram realizados, seguindo as instrucdes da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2003), observando alguns
parametros como estabilidade da amostra, seletividade do método, a recuperacéo, o

efeito da matriz, os limites de deteccéo, a quantificagédo (LOQ), linearidade e precisao.
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Para a quantificacdo das cumarinas e do flavonoide foi preparada para cada
amostragem de interesse uma solucédo estoque, dissolvendo com precisdo em torno
de 1mg de amostra padréo de xantiletina, seselina, 5-metoxiselina e hesperidina em
10,0 mL de MeOH (J.T. Baker, grau LC-MS) em um baldo volumétrico de 10,0 mL
(Pyrex®) para cada amostras e armazenadas a -5°C. A solugéo estoque preparada
apresentou concentracdo nominal de 1000 pg mL'e a faixa linear de trabalho foi
estabelecida entre 1,00 e 100 ug mL*. Com as solucdes padrdo de cada amostra,
foram preparadas solugcbes de trabalho para a construgdo das curvas de calibracéo.
As solucdes de trabalho foram preparadas nas seguintes concentragdes: 1,00; 2,50;
5,00; 10,0; 20,0; 40,0; 60,0; 80,0; 100 pgmL-t. Todas as solucdes de trabalho para as
curvas foram preparadas em triplicatas.

As solucdes foram utilizadas para construir a curva de calibracéo e
avaliar a linearidade, intervalo dinamico linear, limite de detecgcao (LOD) e limite de
guantificacdo (LOQ) do método. Também foram preparadas, outras trés solucdes
padrées de xantiletina, seselina, 5-metoxiselina e hesperidina (1,20; 50,0 e 95,0 ug
mL1) para cada substancia e preparadas independentemente em quintuplicata, a
partir da solucéo estoque de cada amostra (1000 pug mL?), seguindo o procedimento
descrito anteriormente. Essas trés solucdes de trabalho representaram o controle a
baixa, média e alta qualidade (LQC, MQC e HQC, respectivamente), usados para
avaliar a exatidao e precisdo do método.

Com a linearidade da curva de calibragéo foi possivel obter o céalculo da
andlise da regressao linear, mediante a integracdo das bandas cromatograficas das
cumarinas (xantiletina, seselina e 5-metoxiselina) e do flavonoide (hesperidina) nas
diferentes concentracdes avaliadas versus a concentragcdo nominal e para iSso usou-
se, a metodologia linear dos minimos quadrados. Nas amostras quantificadas até o
momento, foram utilizadas nove concentragées diferentes de 1,00 a 100 pg mL™2, com
trés repeticbes para cada valor. A regressao linear ponderada foi aplicada para
minimizar a variancia desigual dos valores mais elevados. A linearidade foi avaliada
por meio dos coeficientes linear de correlacéo (R?), além das andlises dos respectivos
fatores de resposta, que € area do pico dividida pela concentracdo de cada uma da
amostra padrao.

O limite de quantificacdo foi obtido diluindo a solucdo estoque dos
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padrées das amostras (1000 pug mL™?) até observar uma relacéo sinal/ruido (S/N) de
10. Em relacao ao limite de deteccéo (LOD), foi utilizada uma proporcao de trés vezes
a relacdo sinal/ ruido. Quanto a precisdo, esta foi avaliada para cada amostra de
interesse, como intra-dia (repetibilidade) e inter-dia (precisdo intermediaria).
Analisadas em quintuplicata, as solu¢gdes de controle de qualidade nas concentracdes
baixas, médias e altas (1,20; 50,0 e 95,0 pug mL%, respectivamente), com relacéo a
curva de calibracéo de cada substancia, foram preparadas e utilizadas como padrdes
para avaliacdo. Com o desvio padréo relativo (RSD), foi possivel avaliar a precisao,
utilizamos um dia dos resultados para avaliar pela repetibilidade e trés dias
consecutivos foram utilizados pela precisdo intermediaria. A exatiddo foi medida
aplicando o método de quantificacdo as amostras e avaliando a porcentagem de
tendéncia. As concentracoes das amostras foram as mesmas usadas na

determinacao da preciséo.

4.4.6.1. Analises estatisticas das quantificacdes

Para confirmacéo da validacdo do método analitico, foi realizado analise
de variancia de um unico fator (ANOVA) com os dados da regressao linear para avaliar
o significado do método de proposta. A significancia estatistica foi definida em p-valor
< 0,05, indicando que o modelo é explicado pela regressao proposta em um intervalo

de confianca de 95%

71



Cesultados



ESTUDO QUI’MICAO DE PHYTOPHTHORA NICOTIANAE E SUA INFLUENCIA NO PERFIL
QUIMICO DE PLANTULAS DE CITRUS SINENSIS.

5. Resultados e Discussao

5.1. Avaliacdo da producao metabodlica do oomiceto Phytophthora
nicotianae em diferentes meios de cultivos

Os seres heterotréficos necessitam de nutrientes para se manterem
Vivos, assim podem promover o0 seu crescimento, substituir os constituintes celulares,
suprir a demanda energética necessaria para as reagdes metabodlicas e promover o
seu movimento celular. Como os microrganismos ndo produzem por si s6 seu proprio
alimento, eles retiram esses nutrientes do meio de cultivo utilizado para seu
crescimento e quando se varia essa composicdo, cada fungo, oomiceto ou bactéria
pode se comportar de uma forma totalmente diferente, variando assim, seu
crescimento micelial, sua esporulacdo e/ou pigmentacdo do microrganismo.

Em busca entdo de melhores meios de cultivos para o crescimento e
extracdo de metabdlitos secundéarios que permitisse conhecer um pouco o perfil
quimico do patégeno, foi feito estudos de crescimento micelial em meios sélido e
liquido, onde foi selecionado cinco meios de cultivo diferentes, CM, CE, BD, AV e CZP
para o screening inicial do perfil quimico do oomiceto. Para certificar que 0s
metabolitos encontrados em cada meio eram produzidos pelo pseudofungo e néo pelo
meio de cultivo estudado, foi feito um estudo comparativo entre 0s extratos e seus
respectivos brancos. As analises foram feitas comparando-se sinais nos espectros de
RMN (vide anexo) e pelo perfil cromatografico, observando o tempo de retencéo de
cada banda de absorcdo no UV que foi obtida via HPLC-DAD e HPLC-UV.

Primeiramente, como tratava-se de um patégeno ainda ndo estudado,
foi feito uma varredura de comprimentos de onda, pois ndo se conhecia as possiveis
classes de substancias que esse oomiceto podia produzir. Utilizou-se um detector de
arranjo de diodo (DAD) para todos os extratos dos meios citados acima. Foi feito
andlises inicialmente em trés comprimentos de onda 254nm, 280nm, 330nm, onde
apos as andlises foi possivel escolher para dar continuidade aos estudos um
comprimento de onda fixo, que foi o de 254nm, pois 0 mesmo apresentou um perfil
cromatografico mais diversificado, em relacdo a quantidade de bandas que se

diferenciaram dos meios de cultivos utilizados como controle.
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De acordo com comparacdes feitas com andlises realizadas em um
estudo de crescimento micelial de fungos pela rede SISBIOTA — “ Bioprospecgao de
fungos saprobios no PPBIO/ semi-arido nordestino para o controle de doengas
infecciosas em plantas: indugao de resisténcia” , o fitopatégeno P. nicotianae tanto no
procedimento de microextracdo (placas de petri em meio solido) quanto em meio
liquido (erlenmeyer), obteve-se resultados bem aproximados em relacdo ao
crescimento micelial do oomiceto em meio de aveia-agar (AVA) seguido do meio CMA,
CEA, BDA e por ultimo o meio CZPA, o qual apresentou um crescimento bastante
reduzido (FIGURA 5.1). Adicionalmente, as hifas sd&o menos abundantes e seu

crescimento assemelha-se a um crescimento de um leveduriforme.

Crescimento micelial em diferentes meios de

cultivos
250
200
150
100
50
0
AVEIA CENOURAE CENOURA BATATA CZAPECK
MILHO DEXTROSE
24 horas 48 horas 72 horas 96 horas

FIGURA 5. 1 - Dados estatisticos do crescimento micelial em meio sélido de P.nicotianae monitorado
até 96 horas nos diferentes meios de cultivo.

Todas as amostras foram feitas em quintuplicata e foi possivel observar
gue para o crescimento micelial o meio de aveia-agar e cenoura-milho agar foram os
gue apresentaram maior massa micelial. No entanto, isso ndo significa que sera o
meio de cultivo que produzira maior quantidade de metabdlitos secundarios.

De acordo com o comparativo dos ensaios em microescala do
crescimento do fungo em diferentes meios de cultivos (batata, cenoura, cenoura e
milho, aveia, czapek e czapek enriquecido com glutamina) e o cultivo em meio liquido,
deixou-se crescer tanto em meio estatico, quanto com agitagcdo o microrganismo por

um periodo de 21 dias com a temperatura controlada em 28°C, para decidir em qual
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condicdo de meio de cultivo o oomiceto desenvolvia-se melhor, obtendo-se entéo o
meio de cenoura e milho o mais eficaz, com crescimento micelial abundante como
ilustrado na FIGURA 5.2 e sendo confirmado com a analise do seu extrato na fracao
acetato de etila por RMN de proton FIGURA 5.3.

O “pseudofungo” apresentou sinais em ampla regido espectral (dn 1,0 a
OH 8,5 ppm), apontando para a presenca de hidrogénios ligados a carbonos sp?, assim
como hidrogénios em regido mais blindada que indica a presenca de possiveis
grupos alifaticos, na comparacao entre os espectros do meio sem o oomiceto versus
com o oomiceto, onde mostra um possivel perfil quimico interessante de P.nicotianae
, enquanto que no meio de cultivo de aveia, a principio ao analisar 0s seus espectros
dos extratos brutos e de suas fracfes de acetato de etila por RMN (vide anexo)
fazendo um comparativo direto entre meio usado como controle e 0 meio com 0
oomiceto, observou-se bastante sinais de maiores intensidades, principalmente nas
regides entre 4,5 a 5,5 ppm e uma auséncia de sinais na regido do aromatico em 6,0
a 6,5 ppm, deixando a principio uma davida em qual meio de cultivo trabalhar, mas
guando pensou em ampliacédo da escala, esse meio traria bastante trabalho, por dois
motivos, 0 oomiceto ndo era bem visto em seu crescimento no meio de cultivo, pois
ambos séo de coloracdo enbranquecida, apos autoclavados os meios liquidos com o
passar dos dias de crescimento esse cultivo ficava bastante pastoso, onde se teve
muita dificuldade em microescala na separacao do micelio e de seu meio fermentado
(com os possiveis metabdlitos), assim foi decido trabalhar com o meio cenoura-milho
em larga escala no intuito de ter em maos mais massa para posteriores estudo
analitico de separacao por CLAE, identificacdo por RMN e confirmacgéo por LC-MS e

o0 isolamento desses possiveis metabdlitos.
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FIGURA 5. 2 - Crescimento em meio liquido dos diferentes meios de cultivos de P.nicotianae. A) meio
de aveia; B) meio de cenoura e milho; C) meio de czapek; D) meios de batata dextrose e cenoura.
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FIGURA 5. 3 - Espectro de RMN 1H (MeOD, 400 MHz) da fragdo acetato de etila do meio liquido de
cultivo cenoura e milho (CM). A) Meio de cultivo sem o oomiceto; B) meio de cultivo com o0 oomiceto.

5.2. Crescimento do oomiceto P.nicotianae em larga escala para
otimizacao de metodologia para isolamento e identificagcao de
metabolitos secundarios

O oomiceto P. nicotianae foi cultivado em meio liquido de cenoura e
milho, meio este rico em nutrientes e betacaroteno, em escala ampliada para a
obtencdo do extrato bruto. O cultivo foi feito em erlenmeyers de 1000 mL, os quais
foram previamente esterilizados em autoclave a 120°C, sob pressdo de 1 atm por
aproximadamente 20 minutos com o meio de cultura. Em seguida foram adicionados

aos frascos 8 discos de 5 mm de diametro das extremidades da col6nia, que
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permaneceram em repouso, a uma temperatura de 27°C. Apds o periodo de
crescimento (21 dias) de incubacao, foi realizada a coleta da massa micelial através
da filtracdo a vacuo, utilizando-se papel de filtro para tirar excesso de umidade. O
desenvolvimento do micélio nesse meio de cultivo foi bastante significativo,
apresentando um rendimento de massa seca de micélio em torno de 0,7642g quando
comparado aos demais meios de cultivos para o crescimento, indicando um aumento
de quase 3 vezes. Essa massa seca ao ar foi transferida para um erlenmeyer contendo
metanol onde ficou em repouso por aproximadamente 4 horas, depois desse intervalo
de tempo a massa micelial foi triturada em Ultraturrax (triturador elétrico), onde
permaneceu em repouso durante 48 horas. Depois de submetido a filtracdo a vacuo,
o0 extrato metanolico do micélio foi concentrado e analisado por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE).

O meio liquido fermentado e separado do micélio por filtracdo foi
particionado com acetato de etila e butanol e seus respectivos extratos analisados por
CLAE. Apoés serem analisadas, as condicdes cromatograficas para as particoes
liquidas foram otimizadas, chegando a seguinte condicdo: Coluna- ZORBAX XDB -
C18 - 4,6 x 150 mm, 5um - Gradiente 5%- 95% 50min ACN/H20. De acordo com o0
sistema de eluicédo descrito na TABELA 2 no HPLC —UV.

E de acordo com o cromatogramas da FIGURA 5.4, verificando
algumas diferengas entre 0 meio com e sem 0 oomiceto, partiu-se entdo para o

isolamento de fragcdes no HPLC-UV.
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FIGURA 5. 4 - Plotagem do cromatograma comparativo do meio CM da Fracédo Acetato de etila — A)
meio liquido; B) meio solido e C) meio com o micélio da fragcdo etandlica. Linha vermelha — extratos
somente com meio de cultivo; Linha verde — extratos com 0 meio de cultivo e oomiceto.

De acordo com a FIGURA 5.4, a fracdo acetato de etila do micélio do

meio de cultivo de cenoura e milho (CM) néo se diferenciou do meio sem o patégeno,
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evidenciando que os possiveis metabdlitos foram excretados para o meio liquido
fermentado, logo o isolamento foi direcionado para a fracdo de acetato de etila no
cultivo de CM do oomiceto em meio liquido, j& que 0 mesmo quando comparado com
0 meio soélido sdo bem parecidos em relacdo ao perfil quimico produzido com o
oomiceto. As demais fragcdes também ndo mostraram diferencas significativas quando
comparados ao meio de controle com o meio com o in6culo de Phytophthora (vide
anexo).

Verificando algumas diferencas entre o meio com e sem o patégeno de
acordo com a FIGURA 5.4 A e B, partiu-se entao para o isolamento manual no HPLC-
UV. Utilizou-se cartuchos de SPE C18 500mg/6mL, com uma massa de
aproximadamente 50 mg de extrato bruto e sistema de condicionamento com 1 mL de
metanol, limpeza com 1 mL de agua, e sucessivas lavagens com agua/metanol,
obteve-se uma massa de 23,4 mg de amostra que foi ressuspensa nas condi¢cbes
iniciais da corrida cromatograficas (5% ACN: 95% H20). Como se tratava de um HPLC
analitico foram necessarias aproximadamente 60 inje¢des, na tentativa de concentrar
0 maximo de massa, para que assim obtivéssemos uma maior concentracdo em
massa desse material e em seguida levar para analises via Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), porém em todas as tentativas de isolamento e identificacdo de suas
bandas coletadas, sempre se teve problematica com a quantidade dessa massa e
principalmente das bandas nédo estarem totalmente puras. Na primeira tentativa, as
amostras foram levadas ao RMN, 600 MHz com o auxilio de criosonda de a
sensibilidade do equipamento chega a 900 MHz, e o que foi possivel observar que
nas bandas coletadas tinham muitas impurezas e essas em relacdo a intensidade
chegavam préximas as intensidades das possiveis substancias de interesse, tornando
assim impossivel a caracteriza¢do e identificacdo de tais compostos. Em seguida,
continuou-se na tentativa de uma melhor purificagdo dessas fragdes e uma maior
guantidade de massa para as posteriores andlises. Com uma nova fracao de acetato
de etila com massa 19,46 mg, essa fracdo foi preparada e levada para HPLC
preparativo e monitorado alguns comprimentos de onda em DAD. Foram trapeados
em torno de oito bandas cromatograficas para posterior isolamento como mostra a
FIGURA 5.5.
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FIGURA 5. 5 - Cromatograma para trapeamento dos picos em meio de cultivo cenoura e milho com a
presenca do oomiceto Phytophthora nicotianae.

O composto isolado e identificado 1 (FIGURA 5.6) referente a banda 3
cromatografica (FIGURA 5.5.), foi isolado a partir da coleta da subfracdo entre a regido
3 e 4 e teve a sua estrutura determinada baseada em experimentos de RMN 600 MHz
(com criosonda) 1D (*H e *3C), 2D (COSY, HSQC, HMBC) e com experimentos de LC-
MSE. O pico 3 coletado ndo estava puro e foi possivel observar presenca de
compostos minoritarios em seu espectro 1D de 'H, provavelmente apresentam trés
substancias, as quais duas delas nao foi ainda possivel a identificacdo. No espectro
do RMN 'H podem-se observar um singleto em 8.4 ppm que integra a um préton, tipico
de um fenol. Na regido do espectro correspondente aos deslocamentos quimicos de
prétons aromaticos aparecem sete sinais deslocados da seguinte forma: em 6n=7.42
ppm aparece um dubleto que integra a um préton com constante de acoplamento de
7.5 Hz, assim como em 7.36 (td, J=7.8Hz), 7.15 (td, J=7.5Hz) e 7.0 (d, J=7.8Hz). Os
dados RMN !H (FIGURA 5.7).

FIGURA 5. 6 - Composto isolado da fracdo de acetato de etila do meio de cultivo CM do oomiceto
Phytophthora nicotianae da classe das Antronas.
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FIGURA 5. 7 -Espectro de RMN *H- 600 MHz (D20), com sua ampliac¢do na regifo aromatica do pico
trés da fracéo de acetato de etila do oomiceto desenvolvido em meio de cultivo de CM.

O composto foi isolado como um 6leo de cor amarela bem clara. Sua
formula molecular determinada pelo LC-MSFE foi de Ci9H1606 que indica a presenca
de doze instauracdes (calculado pelo indice de deficiéncia de hidrogénio). No espectro
de massas foi detectado o ion molecular m/z 341,2686 no modo positivo de ionizagéo
[M+H]* e m/z 339,2013 no modo negativo de ionizacdo [M-H]. No espectro de RMN
13C, foram detectados treze sinais de carbono distribuidos do seguinte modo: na
regido dos carbonos com hibridacdo sp? aparecem oito sinais na regido de 110 até
174 ppm gue demostram a presenca de dois anéis aromaticos, e ao carbono em 174
ppm a presenca de uma carbonila de um acido carboxilico. Seguidamente aparecem
trés sinais na regido de menor deslocamento quimico que correspondem a carbonos
com hibridacdo sp3. Com os valores da constante de acoplamento e com o auxilio do
experimento COSY foi possivel estabelecer que estes sinais acoplam entre si e
formam parte de um mesmo anel aromatico, sendo os deslocamentos quimicos de
7.42 e 7.15 ppm correspondentes aos protons H-1 e H-2 vizinhos e no caso de 7.36 e

7.0 ppm aos prétons de H-3 e H-4. De forma similar, 0 mesmo acontece com o0s outros
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sinais em 6.75, 6.96 e 6.72 ppm pertencendo aos H-10, H-11 e H-12, respectivamente

e que apresentam acoplamentos entre si, como mostra a FIGURA 5.8.

S N ' | |

Waleria_F955/100

H-12
H-10

I

H-11

H-4

H-2

f1 (ppm)

H-3
H-1

T T T T T T T T T T r T T T T T T T T T T T
7.65 7.60 7.55 7.50 7.45 7.40 7.35 730 7.25 7.20 7.5 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85 6.80 675 6.70 6.55 6.60
f2 (ppm)

FIGURA 5. 8 - Mapa de correlagdo COSY (*H-'H) (D20, 600MHz) da antrona do composto 1.

Através dos experimentos bidimensionais 'H-3C HSQC e HMBC foi
possivel determinar valores de hidrogénio e carbonos ligados diretamente, e/ou a
uma, duas e até trés ligacdes de distancia conforme apresentados na TABELA 5.1.
No caso do dH 2.86 e 2.83 (H-16a e H-16b) pode ser observado que ambos os sinais
integram a um préton e a constante de acoplamento de 14.9 Hz estdo acoplando com
o carbono de deslocamento quimico em 46.6 ppm, assim com &+ 2.96 e 2.91(H-15a e
H-15b) que correspondem com o carbono &c 46.8 ppm. Estes sinais, séo o indicativo
da presenca de um centro estereogénico vizinho a ambos os carbonos e sugere que
0s protons sejam diasterotopicos e aparecam em diferente deslocamento quimico e

com constante de acoplamento altas, tipicas de acoplamentos geminais.
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FIGURA 5. 9 - Mapa de correlagdo HSQC (*H-'3C) (D20, 600MHz) da antrona do composto 1.

Com ajuda do experimento do HMBC, foi possivel estabelecer a
correlacdes a mais de duas ligacdes entre carbono e hidrogénio (vide TABELA 5.1).
De igual modo, foi possivel detectar carbonos quaternarios que ndo aparecem no
espectro, mais que apresentam acoplamentos com hidrogénios a mais de duas
ligacdes. Tal é o caso do carbono espiro (C-14), que acopla com os protons H-15 e H-
16. Outros destes carbonos ndo aparecem nos espectros, devido a pequena

guantidade de massas obtida para este composto.
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TABELA 5. 1 - Correlagéo H-3C HSQC e HMBC para o composto 1, referente ao pico 3.

13

; O OH
2 6 8 12
4 O ‘010
15 5 16
18
0~ "CH
Posicao 3C HSQC HMBC
(Sc=ppm) o1 (J/H2) (61=ppm)
19 173.9 - 2.86, 2.83,
2.96,2.91
3 132.9 7.36,td, 7.8 Hz 7.42,7.0
11 127.3 6.96, dd, 8.2; 7.3 Hz -
1 126.5 7.42,d, 7.5 Hz 7.36
2 126.1 7.15, td, 7.5 Hz 7.0
12 122.5 6.72,d, 8.2 Hz 6.75
10 114.4 6.75,d, 7.3 Hz 6.72
4 113.7 7.0,d, 7.8 Hz 7.15
15 46.8 2.86, 2.83, 2xd, 14.9 -
Hz
16 46.6 2.96, 2.91, 2xd, 14.9 -
Hz
18 26.1 1.92 -

Além dos resultados obtidos pela analise dos experimentos de RMN, a
espectrometria de massas de alta resolucdo foi de vital importancia, para a
confirmacdo dessa estrutura. O espectro de massas obtido para este composto
possibilitou a detec¢do do ion molecular m/z 341 indicando a presenca da molécula
protonada, como mostra a FIGURA 5.10. No espectro de MS? para este composto
mostrou dois ions com fragmentos intensos, m/z 151 e 133. As propostas para

produzir os dois ions estdo ilustradas na FIGURA 5.11.

84



ESTUDO QUI’MICAO DE PHYTOPHTHORA NICOTIANAE E SUA INFLUENCIA NO PERFIL
QUIMICO DE PLANTULAS DE CITRUS SINENSIS.

ns. 1 1+ Auto msms F955_Pos_P2-F-4_01_4177.d: +MS2(341.2686), 20.0eV, 4.65min #290
x104 341.2686

-100 0 100 200 300 400 500 600 700 miz

Intens Auto msms F955_Pos_P2-F-4_01_4177.d: +M52(341.2686), 2[J[0eV, 4.65min #290

151.0966

1+
150 3482751

133.0878

319.2914

106.0856 170.2037 203.8739 2427024 3011461

| ot | | L | h
0 ] \MH‘H\H‘H (NI IE NI \HH‘\“\H‘ gt fow HI\‘I\}H P T AT \\MH‘ NN} FarTRTRTIN A 111 TTT I T nm\‘u oyl
100 150 200 250 300 350 mz

FIGURA 5. 10 - Espectro de massas para o ion m/z 341,2686 no tr 4,65 min encontrado no composto
1 referente ao pico 3 da fragcdo de acetato de etila em meio de CM de P.nicotianae (ESI, modo
positivo). Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro do ion molecular da antrona (acima).
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FIGURA 5. 11 - Proposta para a fragmentacdo da antrona (ESI, positivo).

A determinacédo da estrutura do composto 2 (FIGURA 5.12), foi feita de
modo similar a andlise para o composto 1, pois ambos apresentam estruturas
similares. Neste caso, o composto também foi isolado e possui uma coloracdo
amarela e sua férmula molecular proposta pelo LC-MSE foi C15H1407. No espectro de
massas no modo negativo foi detectado o ion molecular m/z 305 [M-H]. No espectro
do RMN !H, pode-se observar um singleto em 8.5 ppm, como ja haviamos
mencionado, onde o mesmo € caracteristico de um fenol. Na regido aromatica do
espectro aparece dois dubleto em &4 6.97 e 6.73 ppm (J= 6.0 Hz) que indica a
disposicéo meta destes protons no anel aromético, assim também aparece um tripleto

gue integra a um proton em &1 6.97 ppm (J= 6.0 Hz) que também forma parte do
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mesmo sistema de spins. Na parte de menor deslocamento quimico aparecem dois
sinais em &n 2.70 e 2.42 ppm que integram a um proton cada um, com constante de
acoplamento de 12 Hz, carateristico de acoplamento germinal em prétons ligados a
carbonos sp?, como mostra a FIGURA 5.13. O experimento *H-'H-COSY ratificou que
os trés sinais aromaticos tém acoplamentos entre si e formam parte de um mesmo

anel aromatico.

FIGURA 5. 12 - Composto 2 isolado da fracdo de acetato de etila do meio de cultivo CM do oomiceto
Phytophthora nicotianae da classe das Antronas.
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FIGURA 5. 13 -Espectro de RMN 'H- 600 MHz (MeOD), com sua ampliacdo na regido aromética do
composto do pico 5 da fracdo de acetato de etila do oomiceto desenvolvido em meio de cultivo CM.

Os experimentos bidimensionais de HSQC e HMBC facilitaram o
estabelecimento das conectividades diretas e a mais de duas ligagoes,
respectivamente, entre carbonos e proton da estrutura (TABELA 5.2). Tem-se um fato
de muito interesse a presenca do carbono spiro no deslocamento de carbono em 74.9

ppm e a suas conectividades a mais de duas ligacdes com os prétons diasterotdpicos
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H-10a e H-10b. Do mesmo modo, também foi relacionado um sinal em 133.5 ppm, de
um outro carbono quaternério que apresenta acoplamento heteronuclear a longa
distancia com os protons mencionados anteriormente, assim como o préton 6n 6.84
do sistema aromatico. Os restantes dos carbonos quaternarios ndo aparecem no
espectro e ndo podem ser correlacionados, devido sua pouca quantidade de massa
isolada para este composto em torno de 1mg. Infelizmente isto também impossibilitou
a realizacdo dos espectros de NOESY-2D para determinar a configuracéo relativa dos
substituintes em C-11, como é ilustrado no mapa de contorno na FIGURA 5.14,

TABELA 5. 2 - Correlagéo *H-*C HSQC e HMBC para o composto 2, referente ao pico 5.
OH O

Posicéo 3C HSQC HMBC

(Sc=ppm) 61 (J/IHz) (Sx=ppm,
14 179.5 - 2.70, 2.42
12 176.8 - 2.70, 2.42
4 133.5 - 6.84, 2.70, 2.42
2 122.9 6.84, d, 6.0 Hz 6.73
1 115.9 6.73, d, 6.0 Hz 6.97, 6.84
3 114.8 6.97, d, 6.0 Hz 6.84, 6.73
9 74.9 - 2.70, 2.42
10 42.1 2.70, 2.42, 2xd, 12 -

Hz

7 29.3 1.32,t, 7.0 Hz 0.90
8 13.0 0.90,t, 7.0 Hz -

87



ESTUDO QUI’MICAO DE PHYTOPHTHORA NICOTIANAE E SUA INFLUENCIA NO PERFIL
QUIMICO DE PLANTULAS DE CITRUS SINENSIS.

Jill

‘l I( H-10a H-10b
LM A
O WL _SHUU

— i [ PP

I
L.

P
1t o)

63, 6s 67 I 55 34 32 30 28 26 24 22 20 18
12 (ppm) 2 (ppm)

FIGURA 5. 14 - Ampliacdo da regido aromatica e alifatica do mapa de contorno HMBC (MeOD,
600MHz).

Com o espectro de massas obtido para a confirmacédo desse segundo
composto mostra-se na FIGURA 5.15 que possibilitou prever a estrutura dessa nova
antrona, com a resolucdo da massa a deteccao do pico molecular em m/z 305,
indicando a presenca da molécula desprotonado [M-H]". No espectro de MS? para este
composto mostrou dois ions com fragmentos intensos em m/z 175 e 146. A proposta

para fragmentacdo desse composto segue ilustrada na FIGURA 5.16.
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FIGURA 5. 15 - Espectro de massas para o ion m/z 305,0648 no tr 1,28 min encontrado no composto
2 referente ao pico 5 da fracéo de acetato de etila em meio de CM de P.nicotianae (ESI, modo positivo).
Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro do ion molecular da antrona (acima).
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FIGURA 5. 16 - Proposta para a fragmentacdo da antrona com m/z 305. (ESI, modo negativo).

Os demais picos ainda ndo foram elucidados, pois os dados que temos
em maos até o momento, séo insuficientes para propor as demais estruturas. Serédo
feitos novos trapeamentos em LC-SPE-NMR, na busca de uma melhor separacéo,
resolucdo e absorcdo, pois com essa metodologia os possiveis metabdlitos serdo
aprisionados em cartuchos de SPE, monitorado em varios comprimentos de onda

(DAD), afim de se obter com maior facilidade uma maior quantidade de massa que
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seja suficiente para proceder com a identificacdo dos picos e aliado a essa técnica
fazer experimentos em LC-MSF tanto no modo positivo quanto em modo negativo para

obter-se a massa do ion molecular.

5.3. Reisolamento de P. nicotianae para teste de patogenicidade

Os isolados do oomiceto de P. nicotianae foram reisolados de frutos de
liméo siciliano que é bastante susceptivel ao patégeno onde esses frutos seguiram
previamente imersos por 15 min em solugéo de hipoclorito de s6dio ao 2,5%, seguido
de lavagem em agua destilada esterilizada para remog&o do excesso. Com auxilio de
um furador de rolha (12 mm de diametro) flambado, o fruto foi furado penetrando-se a
casca e o albedo, sendo removida esta camada e adicionado no local um disco no
meio agar, contendo o micélio do respectivo isolado de P. nicotianae. O orificio foi
novamente coberto com a casca inicialmente removida e protegido com esparadrapo.
Os frutos do liméo foram mantidos durante 7 dias em incubadora tipo BOD a 28°C, no
escuro. Apoés esse periodo, pedacos da area lesionada pelo patdégeno foi coletada e
transferida para meio cenoura milho-agar, a fim de propiciar as condi¢cdes para o
desenvolvimento do patégeno. Essas culturas passaram a ser observadas até o
crescimento caracteristico de Phytophthora, para a transferéncia da colénia pura e
assim termos um material bem mais ativo, para o estudo de interacédo patdégeno versus

hospedeiro, como mostra a FIGURA 5.17.

FIGURA 5. 17 - Comparativo de crescimento micelial de P.nicotianae — a) meio de CM com o indculo
apos varias repicagens e b) meio de CM com o indculo apés o reisolamento.
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5.4. Estudo de inducéao de resisténcia em plantulas de Citrus
sinensis frente ao patégeno

O estudo de inducéo foi iniciado em fase de plantulas a resisténcia e
teste de suscetibilidade a P. nicotianae de porta-enxertos hibridos gerados pelo
Programa de Melhoramento Genético de Citros da Embrapa Mandioca e Fruticultura
no estado da Bahia. Esse estudo foi desenvolvido em condi¢cfes de casa de vegetacao
gue durou em torno de 2 (dois) meses ap0s a inoculagcédo do patdégeno (foi inoculado
uma suspensdo de zodsporos na concentracdo de 5x 10° zodsporos/mL), periodo
minimo necessario para aparecimento de sintomas, no laboratério de Fitopatologia e
em camara de crescimento com luz, umidade e temperatura controladas. Os
tratamentos consistiram de 100 gendétipos de citros (50 amostras de TST e 50
amostras de CTSW) inoculados pela insercao de agulha infestada com P. nicotianae
ativo. A avaliagdo da doenca foi feita medindo-se as areas internas e externas da
leséo provocada pelo patdgeno, além de observacfes visuais de sintomas aéreos na

planta e conformidade da lesdo, de acordo com a FIGURA 5.18.

Mensuragao na vertical

perfuragio na regito mediana do hipocstilo
METODO DA AGULHA

Mudas mantidas em camara de crescimento com temperatura
controlada (27°C)
Mensura¢ao na hori

Avaliagdo: ap6s 45 dias da inoculagdo

Mensurado o tamanho da lesdo com uma régua milimetrada

Os dados da andlise i serdo dos e em raiz quadrad:
de X +0,5 usando o teste de Scott-Knott.

FIGURA 5. 18 - Esquema para as analises das mensuragdes verticais e horizontais das plantulas de
TST e CTSW apés a inoculacdo do oomiceto Phytophthora nicotianae.

Efetuou-se o experimento em delineamento inteiramente de forma

casual com 50 gendtipos de cada espécie e 3 repeticbes com avaliacdo, por meio da
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incidéncia da doenca obtida pela percentagem de plantas mortas e pela severidade,
medindo-se o comprimento da lesdo em milimetros nas plantas mortas e vivas. Cada
parcela experimental foi representada por uma planta. Efetuaram-se inoculagdes sem
a presenca do patégeno em plantas controles que ndo foram incluidas na analise
estatistica. As médias dos dados de severidade da doencga foram transformadas em
In (x + 0,5) para a realizacdo das analises estatisticas e as médias comparadas pelo
teste de Scott-Knott, onde de acordo com a FIGURA 5.19, observou-se a
susceptibilidade e/ ou tolerancia das plantulas frente ao contato com o patégeno em

60 dias de experimento.

Diferencga dos Gendtipos nas plantulas inoculadas com o oomiceto
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FIGURA 5. 19 - Médias obtidas através dos métodos de inoculagdo de disco de micélio e suspensédo
de zoosporos. Médias seguidas da mesma letra na coluna nao diferem estatisticamente em 5% de
significancia pelo teste de Tukey.

Os gendtipos apresentam diferentes reacdes as infeccbes de tronco
causadas por Phytophthora. Em relacdo aos porta-enxertos utilizados constatou-se
gue a tangerineira Sunki comum e a Tropical foram mais suscetiveis que o citrumeleiro
Swingle que é mais resistente entre os 3 porta-enxertos testados por apresentar as
menores areas de lesdo. Este gendtipo, é considerado resistente a gomose dos citros,
ao dizer que o P. trifoliata, apresenta reduzida taxa de infeccdo em condicbes de
campo e viveiro, assim como em resposta a inoculagdes experimentais de tronco e
raizes (MEDINA FILHO, 2004).
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A escolha do método de inoculag¢édo de Phytophthora em citros depende
da idade das plantas. No estadio de plantulas, o método in vitro e o da agulha podem
ser adotados para avaliacdo da gomose. A inoculagdo de plantas com mais de 4,0
mm de didmetro pode ser feita pelo método do disco ou por inser¢cdo sob casca
(SIVIERO, 2001) e, a avaliacdo, pela medida da area, comprimento da lesdo e
sobrevivéncia.

Ap6s o periodo de infestacdo das plantulas, essas mesmas, foram
separadas em partes aéreas, caule superior, caule inferior e raizes, congeladas com
nitrogénio liquido e acondicionadas em freezer a — 80°C, por um periodo de 7 dias e
em seguida todas as partes das plantulas foram liofilizadas em torno de 5 dias. Com
0 material seco, foi preparado os extratos metandlico, como descrito no item 4.4.5,
seguido de um pré tratamento- SPE, visando limpar mais esses extratos e em seguida
foi feito as analises comparativas de variacdo de perfil quimico através da técnica de
LC-MS descrita no item 4.4.6, onde de acordo com a FIGURA 5.20, foi possivel
perceber uma diferenca acentuada entre os picos dos cromatogramas das plantulas
sadias e com a presenca do inoculo — denominadas de doentes, apos os 60 dias de
infestacdo, as primeiras andlises foram feitas em amostras do caule inferior de cada
genotipo , ou seja, no material onde foram feita a contaminag¢do com o patégeno. Ficou
notorio, com as primeiras comparacdes das corridas cromatograficas que as amostras
das plantulas de Tangerina Sunki Tropical se mostraram variar bem mais ao ataque

do hospedeiro do que quando comparada as plantulas de Citrumelo Swingle.
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FIGURA 5. 20 - Plotagem do Cromatograma comparativo das plantulas de Citrus sinensis em HPLC-
UV. A) Cromatograma comparativo do caule inferior do extrato de plantulas de Tangerina Sunki
Tropical; B) Cromatograma comparativo do caule inferior do extrato de plantulas de Citrumelo
Swingle.

Minutas

Com relacédo a tangerineira Sunki Tropical em observacfes realizadas
no campo por Soares et al (2002), na planta matriz da selecdo Sunki Tropical (porta
enxerto), indica, também, que a mesma possui maior tolerdncia a gomose de
Phytophthora em relagdo a outras selecfes dessa tangerineira, sem levar em
consideracdo o método de inoculagdo usado, a resisténcia dos citros & gomose € mais
facil de ser avaliada do que a podridao de radicelas. O patdégeno causador da gomose
necessita de ferimento para causar infeccdo nas plantas. A resisténcia dos citros a
gomose é de carater quantitativo, sendo controlada por poligenes (SIVIERO, 2001).
As analises nas demais partes das plantulas foram efetuadas (vide anexo 2),

observando também uma variacdo significativa tanto no caule superior, raizes quanto
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nas partes areas, denominadas como copa, que de ambos 0s genotipos, se trata da
laranja Valéncia.

Com esse screening cromatografico de cada 6rgdo da planta infectada
comparada com a sadia, se fez necessario um estudo mais direcionado, logo decidiu-
se somar os dados utilizando a técnica acoplada UHPLC-MSE. Acredita-se que as
alteracdes no perfil metabolémico possam estar ocorrendo durante a infeccéo, e que
essas alteracfes possam também ser quantificadas, a fim de determinar quais os
principais compostos que estdo sendo produzidos e/ou consumidos durante a

resposta fisiologica das plantulas.

5.5. Andlise Morfoldgica por Microscopia Eletrénica de Varredura
dos caules inferiores das plantulas de TST e CTSW

A avaliacdo do material onde foi feito a inoculacdo do patdégeno nas
plantulas de Citrus sinensis se fez necessario, para observar e conhecer a estabilidade
da manifestacdo da doenca naquele local, pois a técnica possibilita investigar a
superficie de amostras com manifestacdes da ordem de centenas de milhares de
vezes.

As amostras de caule inferior com sintomas de gomose das plantulas de
Tangerineira Sunki Tropical (TST) e Citrumeleiro Swingle (CTSW), quando analisadas
morfologicamente por microscopia eletronica de varredura (MEV), apresentaram
diferencas significativas em sua morfologia como pode ser visto na FIGURA 5.21 e
5.22, evidenciando a presenca do in6culo com suas hifas cenociticas, bem proximo a
entrada de estdbmatos, proporcionando possivelmente caracteristicas evidentes de
manifestagdo de contaminagéo e inicio de contagio da doenca no 6rgédo da plantula.
Muitas espécies de Phytophthora sdo capazes de infectar diretamente o tronco de
certas espécies hospedeiras via lenticelas, raizes adventicias e feridas, em seguida
invadem e destréi o cortex e o tecido do floema. (TYLER, 2002). Quando as raizes,
caule com algum meio de entrada de patdgeno (ferida) das plantulas sao colocados
em contato com suspensdes de zodsporos in vitro, esses zodsporos acumulam-se em
locais especificos, tipicamente na zona de alongamento radicular e em locais
propicios a feridas (ZENTMYER 1961).
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Estes séo locais de maxima liberacdo de nutrientes e menor resisténcia
do hospedeiro. Os zodsporos de muitas espécies de Phytophthora e Pythium séo
atraidos in vitro principalmente por diferentes aminoacidos, como glutamato,
aspartato, asparagina e a glutamina (OBWALD, 2014). Um outro indicativo que
podemos observar através da atragdo dos zoosporos dessas espécies de
Phytophthora é quando esse acumulo esta se direcionando do ferimento para as
raizes, esse aprisionamento em suas radicelas e o rapido encistamento com
germinacdo no cisto, além do tropismo das hifas cenociticas (que vem ser o
crescimento direcionado aos tubos germinativos) em direcao ao tecido do hospedeiro
(TST- susceptivel e/ou tolerantes e CTSW — resistente) sdo comportamentos tipicos
na maioria das vezes, desencadeados por sinais provenientes da planta hospedeira
contra a presenca do invasor, e uma das primeiras manifestacdes € a exsudacao de
goma ou de compostos quimicos provenientes das raizes ou até mesmo nesse caso
do caule inferior das plantulas, onde foi inoculado o patégeno. E esse tipo de
exsudacao pdde ser notado em plantulas mais tolerantes (TST) ao oomiceto nos
primeiros sete dias de contato da infestacdo dos zodsporos.

Com todo esse contexto podemos inferir, ao observar por MEV, que
houve um reconhecimento do patégeno pelo hospedeiro, onde a presenca desses
zodsporos e suas hifas cenociticas concentraram-se préximo a estbmatos da parte do
orgao infectado pelo oomiceto. Com isso, espera-se uma resposta do hospedeiro
principalmente na identificagdo das substancias produzidas pela presenca do
patégeno e que provocam diretamente uma resposta de defesa do hospedeiro, ou
seja, producdo de alguns elicitores (fitoalexinas) ou até fitoantecipinas (agentes

antimicrobianos).
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FIGURA 5. 21 - Imagens por Microscopia eletrénica de varredura do caule inferior
inoculado por Phytophthora nicotianae com 60 dias de infeccdo em plantulas de TST.
a) orgao do caule onde foi inoculado o oomiceto todo tomado por zodsporos de
P.nicotianae, através da técnica de insercdo de zoosporos pelo método da agulha; b)
presenca de zoOSporos e esporangios; €) zoOsporos proximo a estdomatos; d)
penetracdo das hifas cenociticas em todo redor de onde foi feito o ferimento no caule.
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FIGURA 5. 22 - Imagens por Microscopia eletrénica de varredura do caule inferior
inoculado por Phytophthora nicotianae com 60 dias de infeccdo em plantulas de
CTSW. a) 6rgdo do caule onde foi inoculado o oomiceto, através da técnica de
insercdo de zoodsporos pelo método da agulha; b) hifa cenocitica; c) presenca de
zoOsporos e esporangios proximo a estdématos; d) imagem ampliada de penetracéo
das hifas cenociticas e zoosporos em todo redor de onde foi feito o ferimento no caule;
e) imagem ampliada da penetracao da hifa no local do ferimento e cistos germinativos.

5.6. Analise da variacao do perfil quimico através datécnica LC-
MSE

A andlise de um perfil quimico de uma dada espécie constitui-se em um
método qualitativo, onde se pode ou néo validar o método utilizando as propriedades
de reprodutibilidade e precisdo. A escolha de um bom método de extracdo das
amostras a serem analisadas também é de suma importancia, logo nesse caso,
pensando em todas as varia¢gdes das amostras possiveis foram feitas pré andlises por
micro extracdes para selecionar o melhor método de extracdo, ja que estavamos
trabalhando com uma amostragem nao alvo (untarget). A escolha do método de
extracao levou em consideracédo a eficiéncia e o tempo total necessério para o preparo
das amostras. O processo de divisao dos 6rgaos vegetais estudados das plantulas de
TST (porta enxerto) e CTSW (porta enxerto) foi separado em raiz, caule inferior, caule

superior e folhas para cada espécie de Citrus sinensis em estudo, os quais foram
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rotulados e discriminados como segue abaixo:

doente

Tangerineira Sunki Tropical — Porta Enxerto Controle_ sadio
TSTRATE - raizes do porta enxerto

TSTCATEINF — Caule inferior do porta enxerto
TSTCATESUP- Caule superior da enxertia laranja Valéncia

TSTFOTE - folhas da enxertia laranja Valéncia

Citrumeleiro Swingle — Porta Enxerto Controle_ sadio
CTSWRATE - raizes do porta enxerto

CTSWCATEINF- Caule inferior do porta enxerto
CTSWCATESUP- Caule superior da enxertia laranja Valéncia
CTSWFOTE- folhas da enxertia laranja Valéncia

Tangerineira Sunki Tropical - Porta Enxerto inoculado com o patégeno__

TSTRA — raizes do porta enxerto
TSTCAINF — Caule inferior do porta enxerto
TSTCASUP- Caule superior da enxertia laranja Valéncia

TSTFO - folhas da enxertia laranja Valéncia

Citrumeleiro Swingle — Porta Enxerto inoculado com o patégeno_ doente
CTSWRA - raizes do porta enxerto

CTSWCAINF- Caule inferior do porta enxerto

CTSWCASUP- Caule superior da enxertia laranja Valéncia

CTSWEFO- folhas da enxertia laranja Valéncia

Os cbdigos citados acima serdo utilizados deste ponto em diante nos

resultados e discussfes posteriores. As analises foram efetuadas em um

Cromatografo Liquido de Ultra Eficiéncia (CLUE) acoplado a um espectrémetro de

massas equipado com um analisador hibrido Triplo Quadrupolo — Tempo de Véo (Q-
TOF). A coluna utilizada para este estudo foi a Acquity UPLC BEH C-18 Waters® (2.1

X 100 mm, particulas de 1.7 um). A corrida cromatografica foi realizada em modo
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reverso de eluicdo gradiente.

Por se tratar de um estudo metabondémico “nao direcionado”, decidiu-se
trabalhar tanto no modo positivo quanto no modo negativo de ionizac&o, na tentativa
de ionizar o maior numero possivel de compostos. Os parametros usados de energias

e fluxos de gas, entre outros utilizados seguem como descrito na TABELA 5.3.

TABELA 5. 3 - Parametros estabelecidos para as analises em UPLC-QTof.

Modo de lonizagao ESI Positivo e Negativo
Temperatura da Fonte 120°C
Voltagem do Capilar +3,0eV /-3,0eV
Cone de Amostragem 40 eV
Temperatura de Dessolvatacdo 450°C
Fluxo do géas (N2) de
Dessolvatacdo 700.0L/n
Fluxo do géas (N2) do Cone 10,0L/h
Energia de Colisédo Rampa 25-35 eV
Agquisicdo de Dados MSE
Faixa de Massa Adquirida 130 - 1000 m/z
Positivo, m/z 556.2771 e
Lock mass (LeuEnk) 2781141
Negativo, m/z 554.2615 e
236.1035

Nesse trabalho foram feitas extracdes em triplicatas de cada parte
vegetal e comparou-se a repetibilidade e a precisédo através das sobreposi¢cdes dos
perfis cromatogréficos e o seu tempo de retengdo de cada parte vegetal. Pode-se
concluir que a técnica utilizada para a extracao foi bastante reprodutivel. A validacao
da extracao foi efetuada ao quantificar metabdlitos que sera discutida posteriormente.
O rendimento dos extratos foi calculado em relacado a massa do material seco utilizado

para a extracéo (50 mg), conforme indicado na TABELA 5.4.
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TABELA 5. 4 - Valores de rendimento das extracbes de TST e CTSW (n=3) das

amostras de diferentes partes das plantulas.

Extrato Rendimento

Amostra (mg) (%) CV(%)
TSTFO 5,8 11,6 £ 0,8 6,9
TSTFOTE 5,8 11,6 £ 0,8 6,9
TSTRA 4,5 9,0+0,9 9,9
TSTRATE 4,8 96+1,0 10,6
TSTCASUPE 3,5 7,0+0,8 12,7
TSTCATESUP 3,6 7,2+0,9 13,0
TSTCAINF 51 10,2+0,4 3,9
TSTCATEINF 5,0 10,1+0,3 3,8
CTSWFOTE 4,8 9,6 +0,8 8,3
CTSWFO 3,7 7,4+0,8 10,8
CTSWCATEINF 3,7 7,4 10,6 10,8
CTSWCAINF 3,5 7,0+0,8 12,7
CTSWRATE 3,9 7,8 +0,7 9,6
CTSWRA 2,8 56+0,5 8,7
CTSWCATESUP 2,6 52+0,7 14,3
CTSWCASUP 2,2 4,4+0,5 11,1

*CV = Coeficiente de variacédo

No estudo metabolémico das partes de cada plantula estudado, todos os resultados
foram obtidos das amostragens de plantulas da mesma idade e nas mesmas
condi¢cdes, assim descartando resultados equivocados de variagdo de perfil quimico,
devido alguns fatores que podem influenciar na diferenciacdo dos mesmos, como:
sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica e estresses hidricos. O estudo
avaliou, ao analisar plantas enxertadas sadias e doentes, provaveis mecanismos
biogquimicos envolvendo o metabolismo secundario, como uma resposta de defesa ao
estimulo fisiopatoldgico causados pela Gomose de citros. Os agentes fitopatogénicos
atacam plantas justamente porque durante o seu desenvolvimento evolutivo
conseguiram assimilar as substéncias produzidas pelo hospedeiro, mas para que
ocorra tal efeito, o patdgeno precisa vencer diversas barreiras opositoras impostas
pelo hospedeiro que sao seus mecanismos de defesa pré e pos formados.

Nas FIGURAS 5.23 a 5.26 mostram o0s cromatogramas sobrepostos

comparativo de ions totais obtidos de todas as partes vegetais estudadas das
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plantulas de TST e CTSW no modo positivo quanto no modo de ionizacdo negativo,
onde se obteve uma analise bem explorada de cada composto detectado, com
espectro do ion molecular precursor de massa exata, através da baixa energia de
ionizagdo, e espectro dos ions fragmentos, também com massa exata, através de
energias mais elevadas. Foi possivel, observar uma quantidade consideravel de
variacfes e uma quantidade de analitos foi encontrada, porém analisando cada banda
cromatografica e seus respectivos ions de massa, detectou-se que no modo positivo
para alguns 6rgaos da planta, como por exemplo o caule superior e as folhas, houve
contaminagdo, onde foi possivel verificar clusters com perdas simultaneas de 44 Da,
gue € bastante caracteristico de amostras com o polimero polietileno glicol (-
CH2CH20-) n (PEG). Essa contaminacéao pode ter ocorrido pela propria agua, ou por
polimeros extraidos de plasticos, no momento da extracdo no procedimento
experimental. Através dos cromatogramas de ions totais foi possivel também obter a
ionizacéo de diversos compostos e como a andlise por LC-MSE sdo na maioria das
vezes bastante semelhantes e ricas em informacao, € dificil identificar diferencas entre
as amostras baseando-se em uma simples analise visual. Dessa maneira, fez-se uso

de quimiometria para melhor interpretacéo desses dados.
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FIGURA 5. 23 - Cromatogramas de ions totais de todos os é6rgdos da planta estudada de TST (ESI,
positivo), infectadas com gomose (verde) e sadias (vermelho). A: Raizes; B: Caule inferior; C: Caule

superior; D: folhas.
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FIGURA 5. 25 - Cromatogramas de ions totais de todos os 6rgaos da planta estudada
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Raizes; B: Caule inferior; C: Caule superior; D: folhas.
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FIGURA 5. 26 - Cromatogramas de ions totais de todos os 6rgaos da planta estudada
de CTSW (ESI, negativo), infectadas com gomose (verde) e sadias (vermelho). A:
Raizes; B: Caule inferior; C: Caule superior; D: folhas.
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Na comparacao visual dos cromatogramas entre 0s porta enxertos no
modo positivo de ionizacdo (FIGURA 5.23 e 5.24) foi possivel observar diferencas
entre essas plantulas, tanto em termo de intensidade de picos, como em presenca
e/ou auséncia de bandas cromatograficas, iSso sugere que ao comparar uma espécie
gue é mais susceptivel que a outra, que possui uma resisténcia ao patdogeno estudado,
ocorre mudancas na variacdo de seu perfil quimico, principalmente quando
comparamos plantulas sadias versus doente. Para as analises das partes inferiores
dos porta enxertos, o modo de aquisi¢ao positivo foi bem melhor, como ja era previsto,
devido a presenca na variacdo de compostos da classe das cumarinas, estas, se
ionizam muito bem nesse modo, devido as suas caracteristicas quimicas (GARCIA,
2005), De vérios flavonoides presentes no género Citrus, as flavanonas glicosidicas
sdo acumuladas em maior quantidade em partes areas, embora a concentracao
destes compostos seja dependente da idade da planta, em busca dessa variacoes e
dessa classe de substancias as demais amostras obtivemos melhor éxito no modo
negativo de ionizagao, principalmente quando se fez estudos mais detalhado para as
partes das plantulas TSTFOTE, TSTFO, TSTCATESUP, TSTCASUP, CTSWFOTE,
CTSWFO, CTSWCATESUP e CTSWCASUP, foi possivel observar melhores
diferengas entre os tratamentos, onde estes, serdo abordados bem mais detalhados

aliados as analises quimiométricas multivariadas.

5.7. Andalise de Dados Multivariados

5.7.1. Organizacao dos dados e Analise de componentes
principais

Com os dados dos cromatogramas de ions obtidos pelas analises de
LC-MSE, foi feito um estudo estatistico, onde os dados cromatograficos foram
transformados em dados numeéricos através da integracdo das areas das bandas
cromatograficas, em seguida esses dados foram organizados em uma matriz, na qual
as linhas representam as amostras e as colunas as variaveis nas quais sao
representadas pelos tempos de retencdo e a area dos picos, de acordo com sua

intensidade. Nas analises mais complexas, em sua grande maioria, os dados antes
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de serem submetidos a quimiometria, necessitam de pré-tratamento, pois estes
podem ndo ter uma distribuicdo adequada para a analise, dificultando a extracdo de
informacdes uteis e interpretacdo dos mesmos. Esse tipo de pré-processamento
permite que seja dado um mesmo peso a todas as variaveis, ou seja, permite que uma
dada variavel ndo se sobreponha as outras de igual importancia.

No auto escalamento a matriz € centrada na média dos valores
subtraindo-se o valor de cada elemento da matriz da média de cada variavel (coluna)
e, em seguida, é normalizada pelo desvio padrédo dividindo-se o valor de cada
elemento centrado na média pelo desvio padrdo da variavel, conforme a equagéo

abaixo:

, onde:

Xij (as) = Valor auto escalado da variavel j na amostra i;
x;; = Valor da variavel j na amostra i;
X, = Média dos valores das amostras na coluna j;

s; = Desvio padrao dos valores da variavel j.

Com esse pré-processamento as variaveis terdo dessa forma média zero e um
desvio padrdo igual a um. Além do mesmo peso a todas as variaveis, o auto
escalonamento permite evidenciar e eliminar variaveis andmalas (outliers) que
possam dificultar as analises quimiométricas (WOLD, 1987). Utilizou-se como
referéncia uma amostra de cada parte vegetal, para as folhas, utilizou-se o
cromatograma das amostras das folhas do enxerto sem in6culo (sadia) como controle,
para os caules utilizaram-se as amostras do caule inferior e superior do enxerto sem
sintomas de gomose e para as raizes as amostras da raiz do enxerto também sem
sintomas, ap0s todas as amostras serem descontadas da amostra matriz denominada
de branco das andlises. Em alguns casos pode-se realizar uma reducdo do nimero
de variaveis deixando assim os calculos computacionais mais rapidos, uma vez que o

conjunto de dados € menor. Mas, para o alinhamento de cromatogramas ao reduzir o
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namero de variaveis pode haver distorcbes nas formas de areas e bandas, fazendo
com que sua aplicacdo deva ser minuciosamente avaliada. Em algumas amostras,
apoés analisadas minuciosamente, foi possivel observar que mesmo fazendo a
subtracdo das corridas realizadas para o branco da amostra (somente solvente, nas
condi¢des iniciais), alguns contaminantes, possiveis analitos ionizados pelos
solventes ndo eram de interesse, logo assim foi feito uma reducéo no tempo de corrida
de 35 minutos a 22 minutos para as andlises estatisticas comparativas dessas
amostras.

Os dados cromatograficos obtidos foram submetidos as analises de
componentes principais (PCA), essas analises foram realizadas para cada 6rgao das
plantulas estudada, utilizando-se 95% de informacdes dos dados originais descrito por
trés componentes principais. PCA permitem a visualizacéo gréfica de todo o conjunto
de dados, mesmo quando o niumero de amostras e variaveis é elevado. O uso deste
tem como objetivo principal aumentar a compreensdo do conjunto de dados,
examinando a presenca ou a auséncia de agrupamentos naturais entre as amostras
(CORREIA, 2007).

Na FIGURA 5.27, cada circulo representa uma amostra injetada. O peso de
cada variavel na descricdo dos eixos que sdo 0s componentes, é apresentada no
gréafico abaixo de PCA loadings, os triangulos representam diferentes ions detectados
em cada experimento e quanto mais proximos estiverem de um determinado grupo de
amostras, significa que os ions sdo mais representativos dentro daquela amostragem.
fons equidistantes entre dois ou trés grupos indicam que 0s mesmos apresentam

abundancia semelhante nos diferentes grupos de amostras.
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FIGURA 5. 27 -- Andlise de PCA: gréfico de loadings da TST X CTSW das andlises realizadas no modo
positivo de ionizacdo dos 6rgdos vegetais.

No grafico acima foi possivel verificar que a analise conjunta dos 6rgaos
estudados, h& existéncia de uma gama de ions que sdo caracteristicos para cada
parte especifica das plantulas, o que torna dificii somente dessa maneira a
compreensdo da andlise para a indicacdo das diferencas entre essas amostras.
Portanto, seguiu-se trabalhando no estudo comparativo das matrizes por PCA
separadamente para cada 6rgdo das plantulas estudadas, decidiu-se assim, fazer o
estudo de cada matriz intercalando amostras sadias versus doentes de cada plantula
e para cada 6rgao e depois avaliar comparativamente o que poderia estar variando
mais dentro dessas matrizes. Na FIGURA 5.28 e 5.29, mostram as matrizes dos
extratos, os 6rgaos analisados foram raiz, caule inferior, caule superior e folhas para
as duas plantulas em estudo (TST e CTSW). Para cada uma das analises, comparou-
se entre os diferentes tratamentos as amostragens de plantulas sadias versus doente,
aguelas inoculadas com o oomiceto causador da doenga gomose de citros, afim de
verificar suas diferencas no perfil quimico, logo verifica-se em todos 0s casos sempre
dois grupos distintos. O grupo 1 (um) denomina-se pelas matrizes das plantulas sadias
(representados pelos circulos vermelho) e o grupo 2 (dois) compreende as matrizes
das plantulas doentes (representado pelos circulos pretos). Verificou-se que em
ambos os tratamentos separadamente houve uma semelhanca quando comparados
0s grupos que sdo denominados como doentes ou sadios, mostrando que as amostras

em triplicatas se assemelham entre si, onde também foi possivel observar que nas
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matrizes sadias de cada plantula no modo positivo elas se diferenciam dos seus
grupos quando comparados respectivamente. Somente nas amostras de TST no
orgdo das raizes em uma das triplicatas, foi possivel observar uma tendéncia de
separagao das matrizes de uma delas, tanto na doente quanto na sadia, isso pode-se
evidenciar que elas se diferenciem um pouco, por exemplo em seu tempo de retengéo
ou em suas intensidades dos picos, ou seja, quando se correlaciona os graficos de
linhas e loadings com os cromatogramas, pode-se relacionar alguns tempos de
retencdo de substancias e também a concentracdo das mesmas com a discriminacao
obtida, onde leva a crer que a separagcdo quimiométrica esta relacionada com a
variacdo de concentracdo de algumas substancias, nesse caso podemos estar
tratando de variagbes entre algumas cumarinas, pois ja ha estudos dessa classe de

compostos que sao evidenciados nessa parte do 6rgdo da plantula (SOARES, 2011).
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FIGURAS. 28 - PCA para os diferentes 6rgdos de citrus de TST, comparando entre o tratamento doente
e sadio (ESI, modo positivo). A: folhas; B: caule superior; C: caule inferior; D: raiz. Vermelho - grupo
destinado as amostras sadias; Preto - grupo destinado as amostras infectadas pelo oomiceto.
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FIGURA 5. 29 - PCA para os diferentes 6rgaos de citrus de CTSW, comparando entre o tratamento
doente e sadio (ESI, modo positivo). A: folhas; B: caule superior; C: caule inferior; D: raiz. Vermelho -
grupo destinado as amostras sadias; Preto - grupo destinado as amostras infectadas pelo oomiceto.
Dessa maneira, as matrizes de cada 6rgao foram novamente reavaliadas
separadamente em pares de 6rgdo no qual se teve como objetivo, avaliar suas

diferencas diretamente através das analises discriminantes de S-Plot.

5.7.2. Analises dos biomarcadores via S-plot dos pés francos (TST
e CTSW) das analises no modo positivo de ionizagcéao

A ferramenta estatistica S-plot é um grafico de disperséo, que pode ser
utilizada para explicar a influéncia variavel sobre um modelo estudado. E um gréfico
onde cada circulo representa um composto que foi determinado no experimento. O
guadrante superior direito de o S-plot mostra os componentes (no caso dessa tese,
as bandas cromatograficas) que estdo em maior quantidade no grupo de controle,

enquanto que o quadrante inferior esquerdo mostra os componentes que estdo em
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maior quantidade no grupo tratado, neste trabalho os érgéos de cada plantula doentes
dos pés francos de Citrus sinensis. Quanto mais afastado for do eixo x, mais
representativo sao os ions de cada amostra, portanto quanto mais distante do eixo y,
significa maior confiabilidade nos resultados analiticos. A vantagem ao usar a técnica
€ devido a possibilidade de identificacdo dos ions que s&o mais representativos dentro

de cada amostragem, seguindo as andlises separadamente para cada 6rgao.

5.7.2.1. Andlises das raizes dos pés francos no modo positivo de
lonizacao

No tratamento quimiométrico das amostras de TST nas raizes (FIGURA
5.30), foi possivel encontrar ions caracteristicos para cada tipo diferente de
tratamento, onde abaixo da linha horizontal representa o tratamento doente com
gomose e, acima o tratamento sadio. No momento que estes ions sdo analisados, 0
préprio software cria 0os ions que mais se diferenciam quando comparado entre os
dois grupos de amostra. Os ions presentes nesse grafico foram analisados e no modo
positivo de ionizacdo foi possivel evidenciar como mais significativos 10 bandas

cromatograficas quando comparada a raiz sadia versus a doente (FIGURA 5.31).
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FIGURA 5. 30 - Grafico de S-Plot das raizes de TST (ESI, modo positivo).
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FIGURA 5. 31 - Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas matrizes das raizes de
TST. a) Cromatograma de ions totais; b) Cromatograma ampliado nas bandas com maiores diferencas
entre as amostras sadia (vermelho) versus a doente (verde).

Nas bandas cromatogréaficas que se destacaram 5 e 6 (FIGURA 5.31)
com os tr de 15,94 e 16,15 min apresentaram um ion m/z 229,0897 referente a [M+H]",
cuja massa monoisotépica neutra é de 228,0792 Da, referente a formula molecular
proposta Ci14H1203. No banco de dados feito para essa pesquisa essa massa
monoisotopica foi correlacionada as cumarinas xantiletina e seselina (FIGURA 5.33).
Esses dois isbmeros possuem massa monoisotipica exata de 228,0786 Da, onde a
diferenca da massa tedrica para a massa experimental ficou em apenas 0,6 mDa. Foi
possivel observar analisando os ions moleculares e ions produtos dessas duas
bandas cromatograficas, que no tr 15,97 tem-se o ion produto com pico base com a
m/z 213 (FIGURA 5.34), que também, j& havia sido relato em estudos anteriores com

C.sinensis e C.limonia (SOARES, 2011), mostrando que esse ion de transicédo de 229
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para 213 pode-se propor que a substancia a qual estamos analisando trata-se da
cumarina linear xantiletina, pois Vulfson em 1975, ja havia relato que em cumarinas
lineares esse fragmento sdo bem mais estaveis que em cumarinas angulares, isso

ocorre devido a linearidade da aromaticidade formada nesse fragmento.
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FIGURA 5. 32 — Cromatograma de ions extraidos das cumarinas linear xantiletina (15,94 min) e angular
seselina (16,15 min).

xantiletina seselina

FIGURA 5. 33 - Estrutura quimica das cumarinas linear xantiletina e angular seselina.
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FIGURA 5. 34 - Espectro de massas para o ion m/z 229,08 no tr 15,9 min encontrado nas raizes de
TST (ESI, modo positivo). Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro do ion molecular xantiletina
(acima).

De acordo com as analises feitas pelo S-plot a banda correspondente a
cumarina linear xantiletina mostra maiores areas nas matrizes das raizes de tangerina
Sunki Tropical (TSTRA) do que nas matrizes controle das raizes denominadas como
sadia (TSTRATE). Aumentando assim a sua concentracdo. A cumarina xantiletina tem
atividades antiplaquetéria, anticancerigena, tem bom potencial herbicida e um controle
em inibigbes a determinados fungos (KHAN, 1985). Para as principais fragmentacoes
da cumarina linear xantiletina no modo de ioniza¢ao positivo, segue abaixo a proposta
de fragmentacdo de acordo com a FIGURA 5.35, assim como a proposta para a

fragmentacdo do ion molecular em m/z 185, como mostra a FIGURA 5.36.
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FIGURA 5. 35 - Esquema de proposta de fragmentacéo para a cumarina linear xantiletina (ESI, modo

positivo).
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FIGURA 5. 36 -- Esquema ilustrativo da proposta de fragmentacéo do ion m/z 185 a m/z 157

Na banda 6 com tr de 16,17 min, foi proposto como sendo caracteristico da
cumarina angular Seselina, esse composto ¢ comum na familia das Rutaceae,
presente em quantidades razoaveis nas raizes de citros, com atividade bioldgica tem
se destacado por possuir efeitos anti-proliferativo em varias linhagens de células
cancerosas como linfomas e leucemia. O espectro de seu ion produto apresentou
um fragmento caracteristico para esse tipo de piranocumarinas, com m/z 175 e m/z
147 como mostra a FIGURA 5. 37 abaixo.
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FIGURA 5. 37 - Espectro de massas para o ion m/z 229,08 no tr 16,17 min encontrado
nas raizes de TST (ESI, modo positivo). Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro
do ion molecular da seselina (acima).

Nesse caso, a diferenca entre os dois isbmeros, cumarina xantiletina
e seselina esta na presenca do fragmento citado acima, essa cumarina tem uma
forma angular o que se diferencia da xantiletina que € uma cumarina linear. Apesar
desse fragmento m/z 175 ndo ser o mais abundante no espectro do ion produto na
seselina, ele se diferencia quando se compara os espectros de ions dessas
cumarinas, pois esse ion nao aparece no espectro de ions produtos da xantiletina.
Uma outra evidencia foi com estudos de Soares 2011, que ao quantificar essa
cumarina, ele utiliza esse ion como fragmento caracteristico para identifica-la em

experimentos de MRM. Um outro fato que pode ser considerado importante
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também que em anélises de MRM em baixa resolu¢do em algumas amostras o pico
base caracteristico de xantiletina m/z 213 néo foi detectado ou foi detectado em
uma intensidade bem menor, isso acontece devido ao detrimento da formacgéo do
ion tropilico conjugado ao anel furanico de m/z 131 que parece ser mais estavel em
cumarinas 8-C alquil substituidas, portanto sugere-se dessa maneira que essa
cumarina nao seja linear como anterior, mas sim angular, com anel pirano ligado
aos C7 e C8.

De acordo com as analises feitas pelo S-plot a banda
correspondente a cumarina angular seselina mostra maiores areas nas matrizes
das raizes de tangerina Sunki Tropical (TSTRA) do que nas matrizes controle das
raizes denominadas como sadia (TSTRATE). Aumentando assim a sua
concentracdo. Como proposta para as fragmentacdes ilustrada na FIGURA 5.38

nos espectros de ions produtos temos:

X X
o] -
o] oo - s~ 0 ol
0.
=
m/z=229 m/z=229 m/z=229
'\/ = +CO
(0] O
m/z=175

FIGURA 5. 38 - Esquema de proposta de fragmentacéo para a cumarina angular seselina (ESI, modo
positivo).

Para as bandas cromatogréficas 7, 9 e 10 com os tr 16,99; 17,80 e 17,94
min respectivamente, apresentaram m/z 259.0985, cuja a massa monoisotopica
neutra 258,0894 e 258,0887 Da, referente a formula molecular CisHi1404. A
comparacao com o levantamento de dados feito para essa tese, levou a trés isbmeros
de furanocumarinas (xantoxiletina, luvangetina,5-metoxiseselina) como mostra a
FIGURA 5.39. As bandas cromatograficas das cumarinas se encontram na FIGURA
5.40.
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FIGURA 5. 39 - Estrutura das piranocumarinas de massa neutra m/z 258,08 Da, referente a m/z
259,0985 e m/z 259,0802.
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FIGURA 5. 40 — Cromatogramas de ions extraidos das piranocumarinas 5-metoxiseselina (17,00) e
xantoxiletina (17,80).

O espectro de massa com tr 16,99 min, mostrou um pico base referente a perda
de 70 Da, com a m/z 189, como pode-se observar na FIGURA 5.41, esse pico é
caracteristico da piranocumarina 5-metoxiseselina, como pode ser visto em sua
proposta de fragmentacdes, na FIGURA 5.42. Quando se analisa o espectro de ions
produtos é possivel observar a presenca do ion m/z 131 que € caracteristico de uma
das fragmentacdes do ion m/z 189. Sua concentragdo nas raizes de TST sofreu
aumento quando comparado a amostras sadias.
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FIGURA 5. 41 - Espectro de massas para o0 ion m/z 259,05 no tr 16,99 min encontrado nas raizes de
TST (ESI, modo positivo). Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro do ion molecular 5-
metoxiseselina (acima).

121



ESTUDO QUI’MICAO DE PHYTOPHTHORA NICOTIANAE E SUA INFLUENCIA NO PERFIL
QUIMICO DE PLANTULAS DE CITRUS SINENSIS.

H
Cal
A -OCH, X
O (75 (0] O é (0]
% H % H
m/z=259 m/z=229

7N
X _/ N
(0] (6] H‘(JIS (0) (o]
/2=259 H ) H
m/z=25 m/z=217
I\ CO
o/
A\
Hg J
H
Il
m/z=189

FIGURA 5. 42 - Esquema de proposta de fragmentagdo para a piranocumarina angular 5-
metoxiseselina (ESI, modo positivo).

Na banda 9 com tr 17,80 min, h& presenca de ions caracteristicos da
piranocumarina linear xantoxiletina, pois néo foi observado no cromatograma de ions
produtos FIGURA 5.43, os picos caracteristicos em m/z 257 e m/z 227, que vem
sendo caracteristico de perda de Hz e logo ocorrendo uma perda da metoxila, quando
a mesma se encontra na posi¢cado C-7 da cumarina, esse tipo de fragmentacao pode
ser visto na proposta para xantoxiletina como € mostrado na FIGURA 5.44, dessa
maneira, foi descartado nesse tempo de retencdo a possibilidade de ser o seu
isdbmero luvangetina. A banda 9 trata-se entdo da cumarina xantoxiletina, onde &
possivel observar um fragmento com m/z 201, m/z 173 e m/z 147. Essa cumarina

também aumentou a sua concentracdo nas amostras de TSTRA.
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FIGURA 5. 43 -Espectro de massas para o ion m/z 259,0558 no tr 17,80 min encontrado nas raizes de
TST (ESI, modo positivo). Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro do ion molecular xantoxiletina
(acima).
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FIGURA5. 44 - Esquema de proposta de fragmentacdo para a piranocumarina xantoxiletina (ESI, modo
positivo).

Para a banda 10, é proposto a cumarina luvangetina de acordo com suas
fragmentacdes como mostra a FIGURA 5.45, pois foi possivel observar que em suas
fragmentacdes ocorre perda de hidrogénios e em seguida de metoxila quando estas
estao localizadas no carbono sete (C7), como mostra na FIGURA 5.46, nessa banda
também foi possivel observar que houve um aumento na concentragdo nas amostras

de TSTRA quando comparados as plantulas sadias das raizes.
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FIGURA 5. 45 - Espectro de massas para o ion m/z 259,0952 no tr 17,94 min encontrado nas raizes

de TST (ESI, modo positivo). Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro do ion molecular da
luvangetina (acima).
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FIGURA 5. 46 - Esquema de proposta da fragmentacéo para a luvangetina (ESI, modo positivo).

No pico 1 com tr 10,58 min, a banda cromatografica apresentou ions
pseudomolecular com [M+H]* de m/z 267,0680 com adutos de Na*, referente ao m/z
245,0787, correspondente a formula molecular Ci14H1204, com erro na massa

monoisotopica exata calculada e a experimental em 0,6 mDa. Na busca de possiveis
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compostos para esse valor de massa, foi possivel inferir a possibilidade de algumas
substancias como a ostenona, suberenona, seselinol, 5-hidroxiseselina, suberosina,
mas ao analisar os ions com detalhes, a presenca da m/z 213 (FIGURA 5.47), que é
proveniente de uma perda de MeOH, foi possivel excluir a possibilidade de ser a

cumarina 5-hidroxiseselina.
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FIGURA 5. 47 - Espectro de massas para o ion m/z 245,0719 no tr 10,58 min encontrado nas raizes
de TST (ESI, modo positivo). Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro do ion molecular da
suberenona (acima).

Observando o pico base m/z 187 foi possivel propor que a banda se
tratava da cumarina suberenona e ndo de seus demais isdmeros, pois € uma estrutura
gue permite que ocorra fragmentacdes via radicalar, assim levando a formacéo

intensa do pico em m/z 187. Um outro pico caracteristico também para essa cumarina
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€ a presenca da fragmentacdo em m/z 131, como € mostrado na proposta de
fragmentacdo dessa cumarina, ilustrada na FIGURA 5.48. Nesse caso na comparacao
de perfil quimico metabol6mico essa banda diminuiu na amostra TSTRA, propondo
gue pode ter sido inibido sua biossintese quando comparado as demais bandas, que
até o momento suas cumarinas identificadas nas raizes dessa plantula estao sofrendo
um aumento em sua concentracao relativa em relacdo a sua area, como mostra a
FIGURA 5. 49.
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FIGURA 5. 48 - Esquema de proposta da fragmentacéo para a suberenona (ESI, modo positivo).
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FIGURA 5. 49 — Cromatograma de ion extraido da cumarina suberenona (10,59).
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Na banda 2 com tr 12,35 min, levou a um pico com m/z 261,1142 com
0,6 mDa de diferenca na massa experimental da massa tedrica das cumarinas

tamarina, suberenol, merazina, isomerazina e cedrelopsina, como mostra a FIGURA

5.50.
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FIGURA 5. 50 - Estrutura das cumarinas de massa neutra 260,1048 Da referente ao m/z 261,1142.

De acordo com o estudo ja realizado de SOARES 2011, foi possivel
observar em seu perfil cromatografico a presenca de um pico base em m/z 203 que é
caracteristico de uma perda da unidade de acetona da molécula e das cumarinas com
massa neutra de 260,1048 citadas acima, uma das substancias que podem sofrer
esse tipo de fragmentacé&o caracteristica € a cumarina suberenol. Ainda com estudos
por identificacdo de moléculas por HPLC-APCI-EM no modo positivo de ionizacao,
SOARES, observou que para a cumarina tamarina como mostra a FIGURA 5.51, o
pico base observado foi m/z 191, com fragmentacdes caracteristicas em m/z 189 para
m/z 161. Portanto nesse caso, podemos inferir que a cumarina que temos é a tamarina
(FIGURA 5.52), que por sua vez esta sofrendo um aumento em sua concentracao em
amostras de TSTRA. A proposta que diferencia as substancias esta nas FIGURAS

5.53 para suberenol e 5.54 para a tamarina.

128



ESTUDO QUI’MICAO DE PHYTOPHTHORA NICOTIANAE E SUA INFLUENCIA NO PERFIL
QUIMICO DE PLANTULAS DE CITRUS SINENSIS.

Itemn name: TST_03_RA
Channel name: 1: +261.1118 (45.5 PPM) : TOF MS® (185-1000) 6eV ESI+ : Integrate...
12.33

1.25e7

le7

7.5e6

Intensity [Counts]

5eb

2.5e6

T T
1 115 12 125 13 135
Retention time [min]

FIGURA 5. 51 — Cromatograma de ion extraido da cumarina tamarina (12,33).
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FIGURA 5. 52 - espectro de massas para o ion m/z 245,0719 no tr 10,58 min encontrado nas raizes de

TST (ESI, modo positivo). Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro do ion molecular da tamarina
(acima).
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FIGURA 5. 53 - Esquema de proposta da fragmentacéo para o suberenol (ESI, modo positivo).
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FIGURA 5. 54 - Esquema de proposta da fragmentacgédo para a tamarina (ESI, modo positivo).

No pico 11 do cromatograma de ions com tr em 19,35 min possui uma banda
bem intensa em relacéo ao controle de plantulas sadias nas raizes de tangerina Sunki
Tropical, esse pico esta relacionado as cumarinas com um ion molecular de m/z
245,1172 com valores de 0,7 mDa de erro em relacdo as massas teoricas de
cumarinas do tipo suberosina e ostol (FIGURA 5. 55). No perfil de suas fragmentaces
pode-se observar ions fragmentados caracteristicos para as duas cumarinas, como
m/z de pico base 187, como mostra a FIGURA 5.56, porém um pico caracteristico que
pode levar a diferenciacdo desses dois isdmeros é a presenca de uma m/z em 131
com grande intensidade, pois este é caracterizado pela baixa estabilidade do
fragmento devido a nao linearidade da conjugacédo do sistema aroméatico formado,
portanto tende a se fragmentar até formar o ion tropilio conjugado ao anel furanico,

onde ocorre principalmente em cumarinas C8 alquil substituidas, assim leva-se a crer
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gue estamos tratando da cumarina ostol e ndo da suberosina como pode ser visto em
sua proposta de fragmentacdo na FIGURA 5.57, pois na suberosina a posicédo da
prenila se encontra no C6, onde leva a diferencas, por exemplo em suas propriedades
fisicas e quimicas, nesse caso por exemplo o ostol é bem mais polar do que a

suberosina.

XX
™
MeO 0~ 0 N
ostol MeO 0] o)

suberosina

FIGURA 5. 55 - Estrutura das cumarinas de massa neutra 244,1099Da referente ao m/z 245,1172.
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FIGURA 5. 56 - Espectro de massas para o ion m/z 245,1188 no tr 19,35 min encontrado nas raizes
de TST (ESI, modo positivo). Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro do ion molecular do ostol
(acima).
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FIGURA 5. 57 - Esquema de proposta da fragmentacéo para a cumarina ostol (ESI, modo positivo).

No cromatograma de ions mostrado para m/z 245,1188 com as suas
respectivas areas analisadas para cada matriz, foi possivel avaliar que a concentragéo
de ostol no porta enxerto de Tangerina Sunki Tropical aumentaram bastante, cerca de
guase 100% (FIGURA 5. 58) quando comparadas as amostras de TSTRATE (sadia),
onde é notdrio a producdo desse composto nas plantulas com sintomas de gomose
de citrus nas raizes de TST. Na comparacao dos dados para o ostol com a producéo
de cumarinas preniladas em C6, como a xantiletina, evidencia que ao aumentar a
producdo dessa cumarina, consequentemente também ocorre um aumento na
cumarina prenilada C8 como a seselina e ostol, quando comparadas as plantulas
sadias de TST que € susceptivel ao oomiceto Phytophthora nicotianae, 0 mesmo

consequentemente acontece com o préximo pico discutido a seguir.
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FIGURA 5. 58 — Cromatograma de ions extraidos da cumarina ostol (19,35).

Na analise da banda cromatogréfica 12 com tr em 19,71 min mostrou-se
um ion quasimolecular m/z 313,1413. O espectro de ions produtos de m/z 313
(FIGURA 5.59) permitiu identificar a cumarina nordentatina. O cromatograma do ion
selecionado para m/z 313 com as respectivas areas para cada matriz estudada
mostram a presenca dessa cumarina somente na plantula de TSTRA aquela inoculada
com o oomiceto, evidenciando que houve uma producdo caracteristica para esse
composto. Podemos levar em consideracdo ja que a nordentatina deriva
biossinteticamente da xantiletina (DEWICK, 2009) por uma hidroxilacdo em C5 e uma
prenilacdo em C8, mas o ataque ocorre em unidades de dimetilalilpirofosfato (C3),
logo que se ha um aumento na formacgdo da cumarina xantiletina, leva a crer que essa
producdo da cumarina nordentatina estd sendo favorecida em C6 na presenca do
patdogeno. A cumarina nordentatina em amostras doentes TST teve um aumento
considerado quando analisamos a area relativa de seu pico, como mostra a FIGURA

5.60. A proposta de fragmentacgéo para a nordentatina segue na FIGURA 5.61.
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FIGURA 5. 59 - Espectro de massas para o ion m/z 313,1413 no tr 19,71 min encontrado nas raizes
de TST (ESI, modo positivo). Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro do ion molecular da
nordentatina (acima).
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FIGURA 5. 60 — Cromatograma de ions extraidos da cumarina nordentatina 19,71 min.
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FIGURA 5. 61 - Esquema de proposta da fragmentacdo para a cumarina nordentatina (ESI, modo
positivo).
Por fim as bandas 3 e 7 de tr de 14,84 e 17,63 min, mostraram como o

fon pseudomolecular m/z 684,1498 e m/z 369,1327 respectivamente. Estes
infelizmente, até o momento de escrita da tese, ao consultar o levantamento
bibliografico para Citrus sinensis e os bancos de dados disponiveis online néao foi
encontrado nenhuma proposta para esses dois ions moleculares. Torna-se um fato
interessante a retornar um estudo mais detalhado, em busca de fragmentos de ions
produtos, pois pode se tratar de metabdlitos inéditos. Segue abaixo, a TABELA 5.5
dos principais metabdlitos que variaram em seu perfil metaboldomico de TST nas raizes

com suas respectivas massas e tempo de retencéo.
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TABELA 5. 5 - Discriminagcdo dos metabdlitos secundérios evidenciados na diferenca de perfil quimico
nas raizes das plantulas de TST.

Banda (mtirn) [M+H]* Substancia Prlt\)/l(?liﬁ;réo Variagao
1 10,58 267,0680 Suberenona TSTRATE 2,02
2 12,35 261,1143 Tamarina TSTRA 9,13
5 14,84 684,1498 NI* TSTRA 36,43
4 15,95 229,0898 Xantiletina TSTRA 15,93
5 16,17 229,0866 Seselina TSTRA 5,78
6 16,99 259,0985 5-Metoxiseselina TSTRA 1,76
7 17,63 369,1327 NI* TSTRA 8,90
8 17,80 | 259,0985 Xantoxiletina TSTRA 11,76
9 17,94 259,0952 Luvangetina TSTRA 4,20
10 18,50 377,2296 NI* TSTRA 7,40
11 19,35 245,1172 Ostol TSTRA 146,9
12 19,71 313,1413 Nordentatina TSTRA 55,89

NI= nédo identificado até o momento da escrita da tese*

Continuando analisando as demais matrizes das plantulas agora as de

Citrumeleiro Swingle (resistente ao patégeno da gomose) nas raizes foi possivel

observar variacbes de substancias similares as descritas acimas porém, as seguintes

variagdes em seu perfil quimico difere em relagédo a presenca de novas substancias

gue nao foram relatadas nas matrizes mais susceptiveis, de acordo com as andlises

guimiométricas feitas através do S-plot foi possivel analisar de acordo como mostra
a FIGURA 5.62 e 5.63.
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FIGURA 5. 62 - Grafico de S-Plot das raizes de CTSW (ESI, modo positivo).
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FIGURA 5. 63 - Bandas cromatogréficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas matrizes das raizes de
CTSW.- a) Cromatograma de ions totais de CTSWRA; b) Cromatograma ampliado nas bandas com
maiores diferencas entre as amostras sadia (vermelho) versus a doente (verde).

Ao analisar os pés francos estudados de Citrus sinensis nas raizes, em

comparagcao com o0s porta enxertos, a TST que € mais susceptivel a doenca gomose de
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citrus, por exemplo, foi possivel observar que em seu cromatograma de ions houveram
mais diferencas quando assim comparadas com amostras de CTSW que é mais
resistente ao patdégeno em estudo, portanto nesse trabalho vamos focar na variacao,
principalmente, dessas cumarinas, as quais mais se destacaram na diferenciacao de
uma plantula a outra, no intuito de uma comparagdo direta em relacdo a esses
metabdlitos.

Nas bandas cromatograficas em 1 e 2 com tr em 16,12 e 16,33 min,
apresentam m/z 209,0898 e m/z 209,0866 respectivamente referente a [M+H]*, cuja a
massa monoisotopica neutra é de 228,0792 Da, referente a formula molecular proposta
C14H1203. De acordo com as pesquisas feitas em banco de dados para esse trabalho,
as duas bandas em questdo também se tratam das piranocumarinas xantiletina e
seselina como foi possivel observar em amostras de TST, em tr bem aproximados.
Fazendo um elo comparativo nesse caso, a cumarina linear xantiletina ocorre um
aumento nas amostras que foram inoculadas com o oomiceto, enquanto que acontece
0 inverso com a cumarina angular seselina, havendo uma diminuicdo desse metabdlito
nessas amostras consideradas como doentes.

Analisando os ions moleculares e os ions produtos desses dois isdmeros,
foi possivel observar caracteristicas similares, mas para a banda 1, esta também possui
um pico base de m/z 213,05 (FIGURA 5. 64), levando assim a afirmar que estamos com
a cumarina xantiletina. Este ion de transicdo € bem caracteristico (229—213). Segundo
a andlise feita pelo S-plot essa cumarina teve um aumento em amostras doentes, em
relacdo a sua éarea relativa quando comparada a espécies sadias, ou seja, houve um
aumento na producdo desse composto na presenca do indculo em suas raizes e essa

variacao esta aumentando em 11,02 vezes.
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FIGURA 5. 64 - Espectro de massas para o ion m/z 229,0897 no tr 16,12 min encontrado nas raizes
de CTSW (ESI, modo positivo). Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro do ion molecular
xantiletina (acima).

Por sua vez, a banda 2 com tr em 16,33 min, foi proposta por ser a
cumarina angular seselina, o espectro do seu ion produto apresentou o fragmento em
m/z 175 (FIGURA 5.65) como discutido anteriormente torna-se um fragmento
caracteristico na diferenciacdo desses dois isdmeros, ressaltando que em espectros
de ion molecular pode ou ndo aparecer o fragmento m/z 213, mas quando este

aparece sua abundancia relativa ndo é tao intensa como na cumarina linear.
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FIGURA 5. 65 - Espectro de massas para o ion m/z 229,0866 no tr 16,33 min encontrado nas raizes
de CTSW (ESI, modo positivo). Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro do ion molecular seselina
(acima).

Como ilustrado no espectro de ions produtos acima, uma outra
caracteristica que nos evidencia tratando da piranocumarina angular seselina é a
presenca do fragmento bem intenso em m/z 131, que parece ser mais estavel em
cumarinas 8-C alquil substituidas. Nas amostras de CTSW a cumarina seselina teve
uma diminuigcdo em sua concentracdo em amostras doentes (aquelas inoculadas com
0 oomiceto), mostrando um comportamento diferente quando comparadas as
amostras de TST, onde foi possivel observar um aumento na “producdo” desse
metabolito, logo para as matrizes de CTSW nas raizes doentes houve uma inibicao
da biossintese em concentracdo dessa cumarina. Estes resultados sugerem que estes
enxertos de CTSW inibem a biossintese da cumarina angular seselina, desviando a

prenilacdo da umbeliferona, ocorrendo um favorecimento na produg¢ao da cumarina
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xantiletina (C6) prenilada e consequentemente uma diminui¢ao na seselina (C8), onde
pode reforcar que na presenca do patdgeno pode ser que venha a induzir a inibicao
da rota biossintética de prenilagdo em C8 em favor daquela em C6, como mostra a
FIGURA 5.66.
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FIGURA 5. 66 - Biossintese das cumarinas (adaptado de Dewick, 2009).

Nos picos com tempo de retencdo em tr 5,81; 6,62 e 6,99 min, suas
bandas cromatograficas apresentou ions pseudomoleculares [M+H]* e [M+Na]*de m/z
263,0639 e m/z 285,0731, respectivamente, sendo referente a formula molecular
C14H1405, 0s quais se diferenciaram nessas amostras de CTSW quando comparadas
em TST, podemos evidenciar que a presenca dessas novas bandas em CTSW, possa
estar vinculada ao aumento da producéo de xantiletina e inibicdo da producao de
seselina. Na busca em banco de dados, revelou cinco estruturas possiveis -
buntansina B, xantoarnol, kelactona, decursidinol e diidrosuberenol (FIGURA 5.67),
cuja diferenca de massa monoisotopica calculada e experimental foi de apenas 0,2

mDa.
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FIGURA 5. 67 - Estruturas das cumarinas com massa neutra 262,0842 Da referente ao m/z 263,0639.
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FIGURA 5. 68 -Espectro de massas para o ion m/z 263,0639 no tr 5,81; 6,62 e 6,99 min encontrado
nas raizes de CTSW (ESI, modo positivo). Espectro de ions produtos: a) xantoarnol; b) diidrosuberenol
e c) decursinol.
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O espectro de ions produtos de m/z 263 para a banda cromatogréfica
como trem 5,81min (FIGURA 5.69) sugeriu-se ser a cumarina xantoarnol. A proposta
de fragmentacao para essa cumarina encontra-se na (FIGURA 5.70). Esta cumarina
ja foi isolada antes nas raizes de citros pelo grupo de produtos naturais da UFSCar.
Devido a presenga do pico m/z 203 bem mais intenso e o pico base m/z 175 e m/z
107 nos espectros de ion molecular e ions produtos, a hipotese mais aceitavel para
esse tipo de fragmentacdo seria para a estrutura do xantoarnol que permite uma
perda inicial de acetona seguida de CO, eliminando assim a possibilidade de serem

as estruturas kelactona e buntansina B.
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FIGURA 5. 69 - Proposta para a fragmentacéo da cumarina xantoarnol (ESI, modo positivo).

Os espectros para os tr em 6,56 e 6,99 sugeriu ser das cumarinas
diidrosuberenol (FIGURA 5.67) e decursinol (FIGURA 5.67). Soares 2011, em seus
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trabalhos com citros, identificou por analises em experimentos de MS/MS por APCI
também nas raizes no modo positivo bandas de fragmentacdes caracteristicas para
cumarina diidrosuberenol, com m/z 263 para m/z 191 com pico base bem intenso,
mesmo em baixas concentracdes, logo foi possivel afirmar que nesse estudo a
cumarina em questao é a diidrosuberenol. J& o espectro de ions produtos para o tr em
6,99 inferimos estarmos com a cumarina decursinol, pois mostra ions caracteristicos
para a sua fragmentacdo como m/z 245, m/z 217. A proposta de fragmentacéo para
as duas cumarinas se encontram na FIGURA 5.70 e 5.71, em estudos de Ribeiro em
2008, esta cumarina ja havia sido isolada e identificada pelo grupo de produtos

naturais nas raizes de citros.
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FIGURA 5. 70 - Proposta de fragmentagéo para a cumarina diidrosuberenol (ESI, modo positivo).
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FIGURA 5. 71 - Proposta de fragmentacédo para a cumarina decursinol (ESI, modo
positivo).

Analisando os cromatogramas de ions dessas cumarinas, em relagdo a
sua area para cada matriz estudada, principalmente para as matrizes de CTSWRA,
nos permite inferir sobre as diferentes concentra¢cfes destas cumarinas. A banda tanto
da cumarina xantoarnol, quanto da diidrosuberenol mostram maiores areas nas
matrizes das raizes dos pés francos de Citrumeleiro Swingle quando esse enxerto
esta inoculado com a Phytophthora nicotianae, esses dados podem estar contribuindo
aos resultados de quantificacdo feitos a essas matrizes em suas raizes para as
piranocumarinas xantiletina e seselina, quando nessas matrizes de CTSW que séo
mais resistentes ao patégeno da doengca gomose, sugerem que a presenca do indculo
inibem a biossintese da cumarina angular seselina, desviando a prenilagdo da
umbeliferona para o carbono C6, favorecendo a formacéo assim da cumarina linear
xantiletina em uma proporcdo maior o que nao ocorre em plantulas de TST. As
cumarinas identificadas nessas matrizes como xantoarnol, diidrosuberenol e

decursinol sdo derivados de intermediarios na formacdo da xantiletina, assim
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evidenciando que ao comparar as cumarinas em plantulas de TST e CTSW, é possivel
reforcar a proposta de que na presenca do patdgeno em matrizes mais resistentes
induz a inibicdo da rota de prenilagdo em C-8 em favor da prenilacdo em C-6 e todas
essas trés cumarinas tiveram um aumento em amostras com presenc¢a do oomiceto.

Na andlise das bandas cromatograficas em 3; 5 e 6 com tr em 17,16;
17,96; 18,17 min apresentaram m/z em 259,0985 referente a [ M+ H ]* cuja a massa
monoisotdpica neutra referente a esses isémeros 258,0894 Da, referente a formula
molecular proposta CisH1404. A comparacdo pelo banco de dados levou a trés
furanocumarinas (xantoxiletina, luvangetina e 5-metoxiseselina) no qual a diferenca
de massa foi de 0,1 mDa, respectivamente. O espectro de massas (FIGURA 5.72) do
tr de 17,16 min. mostrou um pico base de m/z 189 também referente a perda de 70
Da, onde pela analise das estruturas dos isémeros das piranocumarinas a unica
provavel de favorecer essa perda seria a piranocumarina angular 5-metoxiseselina
como pode ser visto no mecanismo proposto (FIGURA 5.41). No espectro de ions
produtos foi observado apenas o pico m/z 131 que € proveniente do fragmento m/z
189, o que reforca a identidade da banda 3 como sendo a 5-metoxiseselina. Sua
concentragdo nas matrizes das raizes de CTSWRA foi maior do que nas matrizes

CTSWRATE, sendo produzida em matrizes doentes.
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FIGURA 5. 72 - Espectro de massas para o ion m/z 259,0985 no tr 17,16 min encontrado nas raizes
de CTSW (ESI, modo positivo). Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro do ion molecular 5-

metoxiseselina (acima).

A banda tr de 17,96 min ndo apresentou 0s ions m/z 257 e m/z 227,

caracteristico da perda de H: e subsequentemente de metoxila, quando se encontra na

posicao C-7 da cumarina, logo foi descartada a possibilidade de ser a luvangetina.

Desta, forma a banda 5 foi atribuida como sendo a piranocumarina linear xantoxiletina,

onde seus ions produtos (FIGURA 5.73) e proposta de fragmentacdo encontra-se na

(FIGURA 5.42) e a banda 6 sendo a piranocumarina luvangetina (FIGURA 5.74) como

mostra a proposta de fragmentacdo na (FIGURA 5.43). A concentragdo de ambas as

cumarinas aumentaram em matrizes de CTSWRA, como ocorreu nas matrizes de

TSTRA.
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FIGURA 5. 73 - Espectro de massas para o ion m/z 259,0985 no tr 17,96 min encontrado nas raizes
de CTSW (ESI, modo positivo). Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro do ion molecular
xantoxiletina (acima).
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FIGURA 5. 74 - Espectro de massas para o ion m/z 259,0985 no tr 18,17 min encontrado nas raizes
de CTSW (ESI, modo positivo). Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro do ion molecular
luvangetina (acima).

A andlise na ultima banda dessa matriz no tr em 18,51 min, no modo
positivo de ionizagdo mostrou um ion pseudomolecular em m/z 245,1185 produzido
apenas nas matrizes de CTSWRA em uma quantidade bem pequena em relacédo a
sua area quando comparado as matrizes sadias de CTSWRATE, com apenas 0,2
mDa de diferenga experimental observada com a massa teorica das cumarinas ostol
e suberosina. Como j& foi relato nas matrizes de TSTRA, o perfil de fragmentacéo
(FIGURA 5.57) nos ions produtos mostrou varios fragmentos (FIGURA 5.75) que
podem ser obtidos para os dois isdbmeros, entretanto o pico base em m/z 131 tem se
mostrado mais comuns nas cumarinas 8-C alquil substituidas, o que levou a propor a
banda cromatografica a cumarina ostol. A cumarina ostol € produzida apenas em
plantulas com sintomas de gomose, ndo sendo observada em matrizes sadias de
Citrumeleiro Swingle, evidenciando que essa cumarina foi produzida e pode ser
considerada um metabdlito utilizado como defesa da plantula (nesse caso, sendo uma
fitoalexina).
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FIGURA 5. 75 - Espectro de massas para o0 ion m/z 245,1185 no tr 18,51 min encontrado nas raizes
de CTSW (ESI, modo positivo). Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro do ion molecular da
cumarina Ostol (acima).

Segue abaixo a TABELA 5.6 dos principais metabdlitos que variaram em
seu perfil metabolémico de CTSW nas raizes com suas respectivas massas e tempo
de retencédo. Foi possivel notar que a cumarina ostol apareceu somente nas matrizes
doentes nas raizes de CTSW, como houve um favorecimento na prenilagdo em C6
para aumentar a xantiletina, pode levar a favorecer para a formagado do composto,
onde podemos inferir que essa cumarina em plantulas mais resistentes ao patégeno

pode estar atuando como uma fitoantecipina.

TABELA 5. 6 - Discriminagéo dos metabdlitos secundarios evidenciados na diferenca de perfil quimico
nas raizes das plantulas de CTSW.

Banda (mtirn) [M+H]* Substéancia Pr'(\)A(?L?;réo Variagéao
1 5,81 263,0639 Xantoarnol CTSWRA 6,67
2 6,56 263,0639 Diidrosuberenol CTSWRA 5,29
3 6,99 263,0639 Decursinol CTSWRA 5,59
4 16,12 229,0898 Xantiletina CTSWRA 11,02
5 16,33 229,0866 Seselina CTSWRATE 10,05
6 17,16 259,0985 5-Metoxiseselina CTSWRA 10,04
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17,76 369,1288 NI* CTSWRA 0,14

17,96 | 259,0985 Xantoxiletina CTSWRA 9,72

18,17 259,0985 Luvangetina CTSWRA 10,01
Somente

10 18,51 245,1185 Ostol em 1256
CTSWRA

NI= ndo identificado até o momento da escrita da tese*

D.7.3. Analises do caule inferior dos pés francos no modo positivo
de ionizacéo

No tratamento quimiométrico via S-plot (FIGURA 5.76) no modo positivo
de ionizacao das plantulas de TST em seus caules, onde foi inoculado o patégeno, foi
possivel evidenciar algumas substancias que sofreram diferenciagbes quando
comparadas com as matrizes sadias da mesma. O grupo que se encontra acima da
linha horizontal sdo as matrizes denominadas como sadias, e 0s que estdo abaixo as
matrizes doentes, logo aqueles pontos que mais estdo distantes sado daquelas
amostras que mais sofreram variacfes dentro de uma comparacdo estatistica de
dados. Nesse modo de aquisi¢ao e ionizagao evidenciamos para as matrizes tanto do
caule inferior como para as matrizes do caule superior de ambas as plantulas em
estudo, a presenca de clusters, evidenciado pela presenca de alguns adutos, com
perdas simultdneas de 44 Da. As principais diferencas entre as matrizes sadias e

doentes encontram-se na FIGURA 5.77.
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FIGURA 5. 76 - Grafico S-Plot do caule inferior de TST no modo positivo de ionizag&o.
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de plantulas de TST (ESI, modo positivo).

Na analise da banda cromatografica 1, com tr em 15,60 min mostrou um
ion pseudomolecular m/z 403, 1392 e em seu cromatograma de ions foi possivel
observar para essa banda adutos de so6dio em m/z 425,1213. Com essa massa
podemos estar com flavonas hexametoxiladas como é o caso da nobiletina e
guercetogentina (FIGURA 5.78). Nesses compostos, é possivel diferenciar através de
seus ions produtos, fragmentacdes que sofrem retro Diels — Alder, principalmente
guando se vem do pico m/z 403 (FIGURA 5.80).

Dependendo de sua energia de colisdo, estes ions auxiliam a posicionar

0s grupos metoxilicos nos anéis com mais facilidade.
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FIGURA 5. 78 - Estruturas das flavonas polimetoxiladas de massa neutra 402,1314 Da referente ao
m/z 403,1392.
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FIGURA 5. 79- Espectro de massas para o ion m/z 403,1392 no tr 15,60 min encontrado no caule
inferior de TST (ESI, modo positivo). Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro do ion molecular
da flavona nobiletina (acima).

Foi possivel observar m/z 373,0994 um pico base caracteristico, que
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pode ter se formado pela perda de uma unidade H2C=0. A retro Diels-Alder ocorrendo
neste ion, leva aos ions m/z 211 e 163, com m/z 163, confirma o anel B da estrutura
como sendo dimetoxilado e a auséncia de metoxila em C-3. Os ions em m/z 211 a
m/z 183 (oriundo do m/z 211 pela perda de CO), sendo o pico base, mostram que a
perda do metanal no ion [M+H]* para levar ao m/z 373 ocorreu no anel A, confirmando
o anel com suas metoxilas, como mostra na proposta de fragmentacdo para esse
composto (FIGURA 5.81). Tais observagdes levam a propor a banda como sendo a
flavona nobiletina, que teve sua producéo 1,07 vezes mais expressa nos caules de
TST.

m/z 330

FIGURA 5. 80 - Proposta de fragmentacdo para a flavona polimetoxilada nobiletina (ESI, modo
positivo).

Nas bandas cromatogréaficas com tr em 17,39 e 17,80 min, tivemos uma
variacao significativa quando correlacionadas as matrizes sadias versus as doentes.
Com m/z 389,1219 e m/z 373,1287 respectivamente (FIGURAS 5.82 e 5.83),
acreditamos estarmos com compostos da classe dos flavonoides. Os flavonoides sao
produtos de origem biossintética mista. Eles sdo biossintetizados através da rota do

acido chiquimico (ou chiquimato) e também do acetato (acetil coenzima A). A via do
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acido chiquimico origina o acido cinamico e seus derivados (acidos cafeico, ferdlico,
sinapico, etc.) com nove atomos de carbono (ou C6 C3), na forma de coenzima A, e
a via do acetato origina um tricetideo com seis atomos de carbono. A condensacao
de um destes derivados do &cido cinAmico com o tricetideo gera uma chalcona com
15 atomos de carbono, que é o precursor inicial de toda a classe dos flavonoides
(DEWICK, 2009). Estes metabdlitos sdo importantes ndo apenas no crescimento e

desenvolvimento das plantas, como na defesa contra pragas e microrganismos.
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FIGURA 5. 81 - Espectro de massas para o ion m/z 389,1219 no tr 17,39 min encontrado no caule
inferior de TST (ESI, modo positivo). Espectro do ion molecular do flavonoide.
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FIGURA 5. 82 - : Espectro de massas para o ion m/z 373,1287 no tr 17,80 min encontrado no caule
inferior de TST (ESI, modo positivo). Espectro do ion molecular do flavonoide.
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Como para as bandas acima nao foi possivel obter os espectros dos ions
produtos, ndo podemos inferir com certeza as estruturas dos compostos que estao
variando nesse tempo de retencéo, até o momento de escrita da tese, seria necessario
um MS/MS para confirma-las. Porém com dados de estudos anteriores em citros, com
m/z 373 fragmentando para m/z 343, podemos considerar os flavonoides tangeretina,
5-demetoxinobiletina ou a sinensetina (FIGURA 5.84). Um desses flavonoides em
matrizes de TST doentes aparecem com um aumento em sua concentracao em torno

de 1,08 quando comparadas com as matrizes sadias.

Sinensetina

FIGURA 5. 83 - Estruturas de flavonoides polimetoxiladas de massa referente ao m/z 373,1287.

E para os ions pseudomolecular m/z 389, pode-se tratar de um
flavonoide monohidroxilado e pentametoxilado, como mostra a FIGURA 5.85, e a

concentracéo desse diminui em 1,13 nas matrizes de TST doentes.

5-hidroxi-3', 4',8,7,8-pentametoxiflavona 6-hidroxi-3', 4',5,7,8-pentametoxiflavon

_~._ _OMe

OMe J‘/ \]/
HO__ /)\ o M A

OMe

OMe O

7-hidroxi-3', 4',5,6,8-pentametoxiflavena

FIGURA 5. 84 -- Formulas estruturais dos flavonoides 5-hidroxi-3',4,6,7,8- pentametoxiflavona, 6-
hidroxi-3’,4’,5,7,8-pentametoxiflavona e 7-hidroxi-3’,4’,5,6,8-pentametoxiflavona.

156



ESTUDO QUI’MICAO DE PHYTOPHTHORA NICOTIANAE E SUA INFLUENCIA NO PERFIL
QUIMICO DE PLANTULAS DE CITRUS SINENSIS.

As demais bandas que sofreram uma diferenciacao em suas matrizes ja
foram discutidas em tépicos acima, nesse caso vamos apenas cita-las mostrando na

TABELA 5.7 seu tr, m/z e sua variacdo em cada amostra dos caules inferiores de TST.

TABELA 5. 7 - Discriminacdo dos metabdlitos secundarios evidenciados na diferenca

de perfil quimico no caule inferior das plantulas de TST.

t, . A Maior Variacio
Banda (min) [M+H] Substéancia Producao ¢
1 10,64 261,1142 Suberenol TSTCATEINF 1,36
2 11,24 261,1143 Tamarina TSTCAINF 1,08
3 15,60 403,1392 Nobiletina TSTCAINF 1,07
L Somente
4 15,90 229,0866 Xantiletina TSTCAINE 154,43
; Somente
5 16,10 229,0866 Seselina TSTCAINE 36,77
6 16,30 274,2733 Lunacrina TSTCATEINF 1,17
5- Somente
7 16,96 259,0985 Metoxiseselina TSTCAINF 219,37
8 17,39 | 389,1219 Flavonoide** TSTCAINF 1,08
o Somente
9 17,61 259,0985 Xantoxiletina TSTCAINE 27,73
Tangeretina,
10 17,80 373,1287 Sinesetina ou 5- TSTCATEINF 1,13
demetoxiseselina

** Flavonoide monohidroxilado ou pentahidroxilado o qual precisa fazer o MS/MS para confirmac&o.

Ao analisar os cromatograma de ions das matrizes do caule inferior para

o pé franco de CTSW, através da ferramenta quimiométrica S-plot, foi possivel
observar que alguns compostos ja haviam sido identificados nas matrizes de suas
raizes, sendo assim, estes serao citados na TABELA 5.8 com os seus devidos tempo
de retencdo e seus aumentos ou diminuicdo em concentracdo. De acordo como

mostra a FIGURA 5.86, os compostos que mais variaram nessa matriz foram.

157



ESTUDO QUI’MICAO DE PHYTOPHTHORA NICOTIANAE E SUA INFLUENCIA NO PERFIL
QUIMICO DE PLANTULAS DE CITRUS SINENSIS.

S-Plot (Group 2=-1, Group 1=1)

0.8
0.6
0.4
0.2

-0.0

-0.2

picom)[1] (Comelation)

-0.4

-0.6

-0.8

-0z -010 -008 -0.08 004 -0.02 0 -0.00 0.0z 0.04 0.08 0.08 0.10 0.1z 0.14 0.16 018

pl1] (Loadings)
UNIFI 3.0.1 - metodo 22 min_CTSW_CAULE INFERIOR.usp (M2: OPLE-DA) - 2017-03-20 18:18:14 (UTC-§]

FIGURA 5. 85 - Grafico S-Plot do caule inferior de CTSW no modo positivo de ionizacao.
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FIGURA 5. 86 - Bandas cromatogréficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas matrizes de caule inferior
de plantulas de CTSW (ESI, modo positivo).

Na banda cromatogréaficas 1 e 2 da FIGURA 5.87 com tr 13,14 e 13,83
respectivamente, até o momento da escrita da tese ainda ndo foram identificados.
Mas, como suas intensidades sdo bem caracteristicas, analisando os espectros de
ions moleculares de cada banda, no tr 13,14, temos o ion pseudomolecular m/z
455,1887, o qual [M+H]* corresponde a uma diferenca de massa de 0,6 mDa

sugerindo os limonoides obacunona e deoxilimonina, mas n&o podemos afirmar sem
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0s espectros de ions produtos. As fragmentacfes para ion molecular ndo nos deixam
afirmar qual dos dois possiveis limonoides estdo variando nessa matriz. Vide FIGURA
5.88, a area dessa banda diminui nas matrizes doentes do caule inferior nas plantulas
de CTSW.
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FIGURA 5. 87 - Espectro de massas para o ion m/z 455,1887 no tr 13,14 min encontrado no caule
inferior de TST (ESI, modo positivo). Espectro do ion molecular de limonoide obacunona ou
deoxilimonina.

Ao analisar os cromatogramas de ions totais dos caules inferiores de
CTSW, verificou-se que os metabdlitos que mais variaram dentro das matrizes sadias
versus doentes, ja tinham sido analisados e discutidos nas raizes da mesma plantula.
Os ions pseudomoleculares [M+H]* m/z 229,0866 referentes a banda 3 da cumarina
linear xantiletina no tr 15,80, essa substancia foi encontrada também nas plantulas de
TST tanto nas raizes como no caule inferior. A banda 4 € a cumarina angular seselina
no tr 16,04, como a xantiletina também esta sofrendo variacées nas matrizes citadas
acima. Porém, em matrizes de CTSW que sdo mais resistentes ao patdogeno da
doenca gomose, podemos evidenciar mais uma vez que em seus caules inferiores
acontece 0 mesmo que em suas raizes, ocorre um aumento na producdo de
xantiletina, quando consequentemente ha uma diminuicdo da seselina, afirmando a
proposta citada na discussdo acima nas amostras das raizes.

Nas bandas seguintes, estamos também variando as piranocumarinas,
na banda 5 do cromatograma de ions (FIGURA 5.87) com o tr 16,86 com o ion

pseudomolecular [M+H]* m/z 259,0952 referente a cumarina 5-metoxiseselina, onde
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percebemos que nas matrizes do caule inferior, onde foi inoculado o oomiceto, estas
sofreram um aumento em sua producdo quando comparadas as matrizes sadias
dessa mesma plantula, assim como ocorre o aparecimento e/ou producdo desse
metabdlito em plantulas doentes de TST. A banda 6 com o tr 17,65 com 0 mesmo
valor do ion pseudomolecular € referente a cumarina xantoxiletina, nesse caso em
plantulas de CTSW em seus caules inferiores acontece o inverso do que aconteceu
por exemplo com a cumarina na banda 5, aqui ha uma diminuicdo de sua
concentracdo nas matrizes doentes do caule inferior, podemos inferir que nas partes
inferiores o porta enxerto ele sendo mais tolerante ou mais resistente a Phytophthora
nicotianae, esses metabalitos se comportam de maneira diferente.

Logo, abaixo € mostrado os metabdlitos que mais foram evidenciados

apos analises estatisticas dos dados dessas matrizes, como mostra a TABELA 5.8.

TABELA 5. 8 - Discriminacdo dos metabdlitos secundarios evidenciados na diferenca

de perfil quimico no caule inferior das plantulas de CTSW.

Banda tr [M+H]* Substancia Maior Variagao
(min) Producéo

Obacunona ou

1 13,14 455,1907 Deoxilimonina CTSWCATEINF 1,26

2 13,83 309,0750 NI CTSWCAINF 2,22

3 15,80 229 0866 Xantiletina CTSWCAINF 3,41

4 16,04 229,0866 Seselina CTSWCATEINF 1,38

5 16,86 | 259,0952 e CTSWCAINF 234
Metoxiseselina

6 17,65 259,0952 Xantoxiletina CTSWCATEINF 1,14

NI= ndo identificado até o momento da escrita da tese*

5.7.4. Analises do caule superior dos pés francos no modo negativo
de ionizacéao

Nessa etapa do trabalho as matrizes dos pés francos, (analises tanto
para o caule superior quanto para as folhas), foram analisadas no modo negativo de
ionizacao, pois, € esperado que para 0S compostos que mais variaram nessas
matrizes, apresentem uma melhor ionizacdo, devido tratar-se destes glicosilados,

onde principalmente em partes aéreas, séo os flavonoides, uma classe majoritaria em

160



ESTUDO QUI’MICAO DE PHYTOPHTHORA NICOTIANAE E SUA INFLUENCIA NO PERFIL
QUIMICO DE PLANTULAS DE CITRUS SINENSIS.

estudos de folhas. Alguns desses compostos ja sdo observados nos caules
superiores, muitas vezes translocados da parte area ou vice-versa.

Em plantas, os flavonoides podem ocorrer de vérias formas modificadas
correspondentes a uma adicional hidroxilagdo, metilacdo e principalmente a
glicosilacéo. Essa glicosilacdo pode ocorrer por ligacdo direta da unidade de agucar
ao nucleo do flavonoide, através de uma ligacdo C-C, resistente a acido, para formar
flavonoides C-glicosilados. Os flavonoides ocorrem geralmente como O-glicosilados,
em que um ou mais grupos hidroxilas da aglicona esté ligado a uma unidade de acucar
com a formacado de uma ligagdo O-C glicosidica, o qual € um hemiacetal instavel em
meio acido. Qualquer um dos grupos hidroxilas podem ser glicosilados, mas certas
posicdes sdo favorecidas. S&o locais de glicosilacdo comuns a posicao C-7 de
flavonas, flavanonas e isoflavonas, posicédo C-3 e C-7 em flavonais, e posi¢cdes C-3 e
C-5- em antocianidinas (DEWICK, 2009).

Essas duas classes de flavonoides mencionadas, C e O-glicosilados,
apresentam diferentes mecanismos de fragmentacédo, caracteristico para cada um
deles (FIGURA 5.89). Em experimentos de MS/MS é comum que as classes de
flavonoides O-glicosilados, gerem ions caracteristicos, pois estes sdo formados por
reacdes de rearranjo nas ligagdes interglicosidicas. Dessa maneira, € muito comum
observar nestes espectros a perda das unidades de aclcar, uma vez que existe uma

ligagcédo C-O que vai estar bastante enfraquecida.
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Flavonoide O-glicosilado

C6H1005 =162
C6H1104 =147

Total = 309

Flavonoides C-glicosilado

—— C3H|503 =90

— (C3H;0:=90

> C4Hg04=120

S—— (‘5H1[|(]5 =150

FIGURA 5. 88 - Fragmentag¢fes caracteristicas de Flavonoides C-glicosilados e O-glicosilados (Fonte:
Bellete, 2014).

Para os flavonoides C-glicosilados, analises de espectrometria de
massas de primeira ordem irdo fornecer apenas a massa do ion
pseudo- molecular, analises do tipo MS/MS permitem a caracterizacdo destes em
ambos os modos de ionizagdo, positivo ou negativo. O principal caminho de
fragmentacdo para essa classe de flavonoides séo clivagens através da propria
unidade de acgUcar, uma vez que estes ndo apresentam mais a ligacéo labil C-O
gue os O-glicosilados possuem. Existem diversas possibilidades de clivagens para
o residuo de acucar, sendo caracteristico e mais comum para estas perdas de 90,
120 e 150 Da o que acontece com as hexoses (DEWICK, 2009).

Comecando os estudos pelo caule superior de citros Valéncia enxertados
nos pés francos de TST, de acordo com as analises estatisticas feitas pelo S-plot
(FIGURA 5.90), as matrizes que mais se diferenciaram das amostras seguem de
acordo com a FIGURA 5.91.
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FIGURA 5. 89 - Grafico S-Plot do caule superior de TST no modo negativo de ionizagao.
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FIGURA 5. 90 - Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas matrizes de caule superior
de plantulas de TST (ESI, modo negativo).

Os ions presentes no grafico da FIGURA 5.90 que estdo nos extremos
foram os que mais se diferenciaram em plantulas de TST, com m/z 593,1487 no tr em
5,37 e 7,52 min, a banda 1 e 3 no cromatograma de ions totais, infere que estamos
com flavonoides glicosilados (FIGURA 5.92). Estes apresentaram uma diferenca de

massa teorica para experimental em 0,1 mDa. No espectro de ion molecular e de ion
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produto (FIGURA 5.93) foram observadas para a banda 1, perdas de 240 Da, perdas
estas tipicas de flavonoides C-glicosilados. Essa perda de 240 Da foi proveniente de
duas perdas consecutivas de 120 Da, gerando fragmentos caracteristicos para essa
molécula em m/z 473 e m/z 353, que sao referentes a unidade de aclcar, que estdo
ligadas cada uma no carbono C6 e C8, como podemos observar na proposta de
fragmentacdo na FIGURA 5.94 e 5.95.

dydimina OH vicenina -2

FIGURA 5. 91 - Estrutura dos flavonoides de massa neutra 594,1584 Da referente ao m/z 593,1487.
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FIGURA 5. 92 - Espectro de massas para o ion m/z 593,1486 no tr 5,37 min encontrado no caule

superior de TST (ESI, modo negativo). Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro do ion molecular
do flavonoide vicenina-2 (acima).
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FIGURA 5. 93 -Mecanismo de fragmentac¢&o proposto para perda de 120 Da.
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FIGURA 5. 94 - Proposta de fragmentacéo para o flavonoide vicenina-2, identificado no caule.

Para a banda 2 com tr em 7,52 também foi encontrado 0 mesmo ion
pseudomolecular [M-H]- 593, porém com caracteristicas de fragmentacdes
diferentes, em seu espectro de ion produto foi possivel observar um Unico pico
bastante estavel (FIGURA 5.96), as perdas observadas para esse ion molecular
foram diferentes quando comparadas com a banda 1, identificada como vicenina-2.
Nesse caso, houve uma perda de 308 Da gerando um fragmento com ion em m/z
285, isso se da devido uma caracteristica de composto da classe dos flavonoides O-
glicosilados como mostrado no esquema da FIGURA 5.89. Esse flavonoide é do tipo
7-0O-glicosilado, seus residuos de acucar sdo uma raminose e uma glicose. A glicose
esta ligada a raminose pelo carbono C5, como podemos observar na proposta de

fragmentacdao ilustrada na FIGURA 5.97.
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FIGURA 5. 95 - Espectro de massas para o ion m/z 593,1486 no tr 7,52 min encontrado no caule
superior de TST (ESI, modo negativo). Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro do ion molecular
do flavonoide didimina (acima).
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FIGURA 5. 96 - Proposta de fragmentacéo para o flavonoide didimina, identificado no caule superior
do citrus de TST (ESI, modo negativo).
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Na banda 3, no tr 8,46 min nos experimentos de full scan no modo
negativo nas matrizes do caule superior de TST, foi possivel detectar um ion
pseudomolecular em [M-H] 623 e com seus espectros de ion produto (FIGURA 5.98)
com ions detectados em m/z 503, 413 e 383, sendo como pico base referente para
esse composto m/z 383, foi possivel inferir que estavamos com a molécula 6,8 —di-
C-Glu-diosmetina (FIGURA 5.99). Ocorreu perda de 120 u.m.a do ion
pseudomolecular, levando a m/z 503, este sofre perda de 90 Da levando a m/z 413,
sofrendo uma outra modificacdo agora perdendo 120 Da para ter a fragmentacao
com ion base m/z 383.Fragmentacdes estas, tipicas de flavonoides C-glicosilados.

Quando o ion m/z 383 perde duas unidades de monoéxido de carbono
(CO), ele gera ions fragmentos em m/z 355 e 327, referentes a perda de 28 Da para

cada fragmentacao, como mostra a proposta para essa molécula na FIGURA 5.100.

312 0606 1250 13 085 5 B 5341293 K
| i I i - ——
510 320 30 340 350 370 360 390 400 410 420 430 440 450 460 470 460 500 510 520 530 540 550 560 570 560 590 600 610 G20 630

FIGURA 5. 97 - Espectro de massas para o0 ion m/z 623,1592 no tr 8,46 min encontrado no caule
superior de TST (ESI, modo negativo). Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro do ion molecular
do flavonoide 6,8-Di-C-Glu-diosmetina (acima).
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6,8-di-C-Glu-diosmetina

FIGURA 5. 98 - Estrutura do flavonoide de massa referente ao m/z 623,1593.

HO,
CHO,=120 !
HO™

CHg0=120 OH _
[M-H[ =623 [M-HT = 503 [M-HT =383 o —‘

[M-HT = 377

FIGURA 5. 99 - Proposta de fragmentacao para o flavonoide 6,8-di-C-glu-diosmetina , identificado no
caule superior do citrus de TST (ESI, modo negativo).

Na banda de variacéo 4 com tr 8,94 foi observado o ion pseudomolecular
desprotonado em [M-H] 607,1681 na avaliacdo dos espectros de seus ions produtos
foi possivel detectar a presenca do ion m/z 301, havendo uma perda de 308 Da, este
pico é bastante estavel e intenso, caracterizando essa molécula com o tipo que sofre
fragmentacdes como os flavonoides O-glicosilados. O flavonoide em questdo é a
diosmina, como mostra a FIGURA 5.101. De acordo com o espectro de ions produtos
ilustrados na FIGURA 5.102, foi possivel propor uma fragmentacao para o flavonoide
como mostra a FIGURA 5.103.
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FIGURA 5. 100 - Estrutura do flavonoide de massa referente ao m/z 607,1681.
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FIGURA 5. 101 - Espectro de massas para o ion m/z 607,1681 no tr 8,94 min encontrado no caule
superior de TST (ESI, modo negativo). Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro do ion
molecular do flavonoide diosmina (acima).
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FIGURA 5. 102 - Proposta de fragmenta¢éo para o flavonoide diosmina, identificado no caule superior
do citrus de TST (ESI, modo negativo).

A analise da banda cromatografica 5 com tr 9,23 mostra o0 ion
pseudomolecular desprotonado em [M-H] 609, 1897 com o ion de fragmento principal
m/z 301, obtido também pela perda de 308 Da.

A partir das informag6es de ion pseudomolecular, como é caracteristico,
como ja foi mencionado de flavonoides do tipo O-glicosilado, sugeriu-se dois
compostos para essa massa de 609, que seria a possibilidade de ser o flavonoide 7-
O-glicosilado hesperidina ou 3-O-glicosilado rutina. Esses flavonoides podem sofrer
clivagem tanto homolitica como heterolitica, quando se compara os flavonoides
hesperidina e rutina, a rutina produz clivagens mais homo do que heterolitica e essa
abundancia relativa pode ser utilizada como critério para a posicdo da unidade de
aclcar na molécula. fons fragmentos de clivagem heterolitica m/z 301 é bem
caracteristico para o flavonoide 7-O-glicosilados e para clivagem homolitica m/z 300
com padrao comercial é caracteristico para flavonoide 3-O-glicosilado. Dessa forma,
analisando os fragmentos dos ions produtos (FIGURA 5.105) das matrizes de caule
superior de TST, leva-se crer que a molécula em questdo é a hesperidina (FIGURA
5.104). A proposta de fragmentagéo para o flavonoide hesperidina esta ilustrado na
FIGURA 5.106.
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FIGURA 5. 103 - Estrutura do flavonoide de massa referente ao m/z 609,1879.
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FIGURA 5. 104 - Espectro de massas para o ion m/z 609,1878 no tr 9,23 min encontrado no
caule superior de TST (ESI, modo negativo). Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro do
ion molecular do flavonoide hesperidina (acima).
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FIGURA 5. 105 - Proposta de fragmentacdo para o flavonoide hesperidina, identificado no caule
superior do citrus de TST (ESI, modo negativo).

A andlise na banda cromatografica 6 com tr 9,63 min mostrou o ion
pseudomolecular m/z 245,0804, o qual na busca no banco de dados feito para esse
trabalho foi relacionado as cumarinas, 7-demetilisotamarina (FIGURA 5.107) e 7-
hidréxi-5-preniléxicumarina. A presenca do pico m/z 227 oriundos da perda da agua
levaram a propor a identidade da banda 6 como sendo a cumarina 7-
demetilisotamarina como ilustrado na FIGURA 5.108, pois esta é a Unica das
cumarinas com a possibilidade de perder esses 18 Da, inicialmente como pode ser

visto na proposta para sua fragmentacdo na FIGURA 5.109.

HO o 0O
OH

7-demetilisotamarina

FIGURA 5. 106 - Estrutura da cumarina de massa neutra 246,0892 Da referente ao m/z 245,0804.
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FIGURA 5. 107 - Espectro de massas para 0 ion m/z 245,0804 no tr 9,63 min encontrado no caule
superior de TST (ESI, modo negativo). Espectro de ions produtos (abaixo) e espectro do ion molecular
da cumarina 7- demetilisotamarina (acima).

Como proposta de fragmentacao temos:
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FIGURA 5. 108 - Proposta de fragmentacdo para a cumarina 7-demetilisotamarina, identificado no

caule superior do citrus de TST (ESI, modo negativo).
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Logo abaixo é mostrado os metabdlitos que mais foram evidenciados apé6s
andlises estatisticas dos dados dessas matrizes, como mostra a TABELA 5.9 a seguir.

TABELA 5. 9 - Discriminacdo dos metabdlitos secundérios evidenciados na diferenca de perfil quimico
no caule superior das plantulas de TST no modo negativo.

Banda (mtirn) [M-H]- Substancia Prl(\nﬂglij%réo Variacao
1 5,37 593,1487 Vicenina-2 TSTCASUP 2,06
2 7,52 593,1487 Didymina TSTCASUP 2,18
3 8,46 | 6231503 oo USUERSCE || St
4 8,94 607,1681 Diosmina TSTCASUP 11,78
5 9,23 609,1879 Hesperidina TSTCASUP 1,55
6 9,63 245,0804 7-Demetilisotamarina TSTCASUP 1,09

Analisando os dados acima, para as matrizes do caule superior nas
plantulas susceptivel ao oomiceto Phytophthora nicotianae, percebe-se que os seis
metabolitos que mais se diferenciaram dentro das andlises feitas de estudo
metaboldmico de amostras sadias versus doentes, todos eles variaram de uma
mesma forma, houve um aumento, ou seja, provavelmente esteja ocorrendo um
desvio em sua rota biossintética para obter nessas matrizes esses metabolitos na
presenca do patdgeno, onde a variagdo maior para essa matriz foram os metabolitos
6,8 -di-C-glu-diosmetina e diosmina, substancias essas que podem ser consideradas
como fitoantecipinas no estudo do caule superior em plantulas mais susceptiveis a
gomose de citros.

Analisando as matrizes das plantulas de CTSW no modo negativo de
ionizacao através da técnica estatistica S-plot como mostra a FIGURA 5.110, foi
possivel observar que a variacdo foi similar as matrizes de TST, alguns dos
metabolitos ja descrito acima também sofreram as maiores variagdes, como mostra
as FIGURA 5.111.
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FIGURA 5. 109 - Grafico S-Plot do caule superior de CTSW no modo negativo de ionizagao.
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FIGURA 5. 110 - Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas matrizes de caule
superior de plantulas de CTSW (ESI, modo negativo).

Nota-se ao analisar o cromatograma de ions acima, que a matriz de
CTSW variou alguns picos a mais do que as matrizes de TST, levando em
consideragcao que estamos tratando de estudo comparativo, vamos focar apenas na
identificacdo nesse caso dos metabdlitos que mais estdo variando, alguns picos até a
escrita da tese ainda ndo estavam concluidos com a identificacdo de todas as
moléculas.

A banda 1 e 2 do cromatograma de ions para as plantulas de CTSW em
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seu caule inferior ja foi identificada nas matrizes de TST. No tr 5,50 e 7,68 min,
mostrou 0 mesmo ion pseudomolecular m/z 593,1509, onde pela identificacdo de seus
espectros de ions molecular e produtos ja discutido acima, observou-se que se trata
dos flavonoides vicenina-2 e didymina, respectivamente.

A banda descriminada como 3, no tr 8,67 min tem como ion
pseudomolecular [M-H] 623,1615 tendo como fragmentacao caracteristicas em seu
espectro de ions produtos m/z 383, evidenciando estarmos com o flavonoide 6, 8-
Di-C-Glu-diosmetina.

A banda 4 no cromatograma de ions no tr 9,02 min, até o momento
ainda nao foi identificado, possui ion com pico base m/z 579,1769, esse possivel
composto esta variando aumentando a producdo nas matrizes de CTSW
consideradas como doentes, ou seja, aquelas com a presenca do patégeno.

Com as demais bandas, também observamos que ha um aumento em
sua producdo de metabdlitos nas matrizes inoculadas com o oomiceto, no tr 9,16;
9,49; 9,84 min, estas respectivamente, possuem ions que ja foram identificados e
discutidos nessa tese, com m/z 607,1652 trata-se da diosmina; m/z 609,1899 da
hesperidina e com m/z 245,0824 a 7-demetilisotamarina, como é ilustrado na
FIGURA 5.112.

595,171

A

FIGURA 5. 111 - Espectro dos ions moleculares no modo negativo de ionizacéo: a) vicenina-2, com
m/z 593,1509; b) didymina, com m/z 593,1509; c) 6,8-di-c-glu-diosmetina, com m/z 623,1615; d) NI,
com m/z 579,1769; e) diosmina, com m/z 607,1652; f) hesperidina, com m/z 609,1899 e g) 7-
demetilisotamarina, com m/z 245,0824.
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FIGURA 5. 112 - Continuagdo do espectro dos ions moleculares no modo negativo de ionizagdo: a)
vicenina-2, com m/z 593,1509; b) didymina, com m/z 593,1509; c) 6,8-di-c-glu-diosmetina, com m/z
623,1615; d) NI, com m/z 579,1769; e) diosmina, com m/z 607,1652; f) hesperidina, com m/z 609,1899
e g) 7-demetilisotamarina, com m/z 245,0824.
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FIGURA 5. 113 - Continuacdo do espectro dos ions moleculares no modo negativo de ionizagdo: a)
vicenina-2, com m/z 593,1509; b) didymina, com m/z 593,1509; c) 6,8-di-c-glu-diosmetina, com m/z
623,1615; d) NI, com m/z 579,1769; e) diosmina, com m/z 607,1652; f) hesperidina, com m/z 609,1899
e g) 7-demetilisotamarina, com m/z 245,0824.
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Logo abaixo € mostrado os metabdlitos que mais foram evidenciados
apos analises estatisticas dos dados das matrizes de CTSW, como mostra a
TABELA 5.10 a seguir.

TABELA 5. 10 - Discriminagéo dos metabdlitos secundarios evidenciados na diferenca de perfil quimico
no caule superior das plantulas de CTSW no modo negativo.

Banda (mtirn) [M-H]- Substancia Prt)/lgij%réo Variacao
1 5,50 593,1509 Vicenina-2 TSTCASUP 1,57
2 7,68 593,1509 Didymina TSTCASUP 1,18
3 867 16231615 Coametna | TSTOATESUP 1,30
4 9,02 579,1769 NI TSTCASUP 1,69
4 9,16 607,1652 Diosmina TSTCASUP 1,26
5 9,49 609,1899 Hesperidina TSTCASUP 1,03
6 984 | 2450824 | .ol . | TSTCASUP 2,20

NI= ndo identificado até o momento da escrita da tese*

O que podemos notar ao comparar as duas matrizes em estudo, que no
orgao do caule superior onde houve a inoculacdo pelo método da agulha por
suspensao de zodsporos do oomiceto causador da gomose de citros, que para as
plantulas de TST e CTSW, os metabdlitos que variaram praticamente foram os
mesmos, houve um aumento na producdo nas matrizes doentes das duas plantulas,
com excecdo de um composto na matriz de CTSW, o metabdlito 6,8-di-C-glu-
diosmetina, que nesse caso teve uma diminuicdo em sua concentracdo de 1,30
guando comparado a matrizes dessa mesma plantula porém sadias. Em matrizes de
TST esse mesmo metabdlito variou cerca de 13,09 vezes a mais, ou seja, aumentando
sua producdo em plantulas mais susceptivel a P.nicotianae, ocorrendo também uma
variagao bem elevada no flavonoide diosmina na mesma matriz, esse aumentando
sua producao em 11,78 vezes nas matrizes doentes quando estas sdo comparadas
com as do tratamento sadio (TSTCATESUP). O flavonoide hesperidina também
ocorre um aumento nas duas plantulas, com um aumento em concentracdo em
matrizes de CTSW em 1,09 vezes a mais do que em matrizes de TST. A cumarina 7-
demetilisotamarina também mostrou uma variacao bem significativa quando avaliada

as plantulas separadas com suas matrizes sadias, e fazendo uma comparacao direta
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dos porta-enxertos em estudo essa cumarina aumenta a sua producéo 7,09 vezes em
matrizes mais resistentes ao oomiceto do que em matrizes mais susceptiveis. Esses
compostos, podem ser considerados como fitoantecipinas no controle do hospedeiro
versus o patégeno. De acordo com a TABELA 5.11 podemos observar a variagdo
direta dos metabdlitos de TSTCASUP versus CTSWCASUP.

TABELA 5. 11 - Discriminagdo dos metabdlitos secundarios evidenciados na diferenca de area relativa
de perfil quimico nas folhas doentes das plantulas de TSTCASUP versus CTSWCASUP (ESI- no modo
negativo).

Banda Substancia Maior Variagao
Producéo
1 Vicenina-2 CTSWCASUP 4,16
2 Didymina CTSWCASUP 2,40
3 EerelHEHEIE TSTCASUP hals
diosmetina
4 Diosmina CTSWCASUP 2,17
5 Hesperidina CTSWCASUP 1,09
7-
6 Demetilisotamarina CTSWCASUP 7,09

5.7.5. Analises das folhas dos pés francos no modo negativo de
lonizacao

No tratamento via S-plot, como ilustrado na FIGURA 5.113 das matrizes de
TST e CTSW no modo negativo de ionizacdo foram possiveis evidenciar 6 bandas
cromatograficas como as mais significativas na variagdo de perfil metabolémico
(FIGURAS 5.114). Nesse caso, foi feito uma comparacéo direta entre as matrizes
doentes em busca dos metabdlitos que mais sofreram variagdes, pois como a parte
area estavamos com a mesma espécie (Laranja Valéncia), o intuito era avaliar a

diferenca que poderia ocorrer entre 0s porta enxertos em relagéo a cada plantula.
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S-Plot (Group 2 =-1, Group 1=1)
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FIGURA 5. 114 - Gréfico S-Plot das folhas de TST versus CTSW no modo negativo de ionizacéo.
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FIGURA 5. 115 - Bandas cromatogréficas evidenciadas pelo gréfico S-plot nas matrizes das folhas no
modo negativo de ionizacdo. a) Cromatograma ampliado de ions totais de TST FOTE (vermelho)
versus TSTFO (verde); b) Cromatograma ampliado de ions totais de CTSW FOTE (vermelho) versus
CTSWEFO (verde).
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FIGURA 5. 116 - Sobreposicdo das bandas cromatograficas evidenciadas pelo gréfico S-plot nas
matrizes das folhas no modo negativo de ionizagdo: Cromatograma ampliado de ions totais de TST FO
(vermelho) versus CTSWFO (verde).

O que foi possivel observar nas matrizes analisadas de TST e CTSW em
folhas (FIGURAS 5.114 e 5.115), que a variacao dos principais metabdlitos, referiam
agueles ja identificados e discutidos nas matrizes do caule superior de ambas as
plantulas. O que se torna notoério nesse estudo foi que o porta enxerto pode estar
influenciando o aumento ou desvio da biossintese dessas substéancias, ressaltando
gue a parte area de ambas as plantulas se trata de Laranja Valéncia, logo ja era
esperado que os compostos que tivessem variagoes fossem bem semelhantes. O que
percebemos quando comparamos as duas matrizes em estudo é que ocorre uma
maior producéo de flavonoides nas plantulas doentes por gomose. Por exemplo, no tr
5,49 min, com ion pseudomolecular [M-H]- 593,1509 correspondentes ao flavonoide
vicenina-2, ha um aumento de 16,02 vezes em sua concentracdo em amostras de
CTSW do que em TST. Esse aumento acontece para os demais ions referentes aos
tr 7,67; 8,68; 9,17; 9,48 e 10,20 min, dentro dessas matrizes os flavonoides que mais
variaram foram: vicenina -2; 6,8-di-C-glu-diosmetina; hesperidina e a cumarina 7-

demetilisotamarina, como sera mostrado nas TABELAS 5.12 a 5.14.
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TABELA 5. 12 - Discriminacdo dos metabdlitos secundérios evidenciados na diferenca de perfil

quimico nas folhas das plantulas de TSTFOTE versus TSTFO (ESI- no modo negativo).

Banda b [M-H]- Substancia Maior Variagao
(min) Producéo
1 5,49 593,1509 Vicenina-2 TSTFOTE 1,92
2 7,65 593,1558 Didymina TSTFO 3,0
6,8-di-C-Glu-
S 8,68 623,1621 diosmetina USUl=e 28
4 9,16 607,1650 Diosmina TSTFO 4,22
5 9,47 609,1848 Hesperidina TSTFO 1,07
7-
6 10,19 245,0779 Demetilisotamarina TSTFO 1,37

TABELA 5. 13 - Discriminagéo dos metabdlitos secundarios evidenciados na diferenca de perfil quimico
nas folhas das plantulas de CTSWFOTE versus CTSWFO (ESI- no modo negativo).

Maior

Banda (n:irn) [M-H]- Substancia Producao Variagéao
1 5,49 593,1549 Vicenina-2 CTSWFO 2,43
2 7,67 593,1549 Didymina CTSWFO 1,05
3 8.68 6231615 v CTSWFOTE 118
4 9,17 607,1650 Diosmina CTSWFO 1,59
5 9,48 609,1899 Hesperidina CTSWFO 1,06
6 1020 | 2450792 | .l | cTswro 2,56

TABELA 5. 14 - Discriminagéo dos metabdlitos secundarios evidenciados na diferenca de perfil quimico
em relacdo a area relativa nas folhas doentes das plantulas de TSTFO versus CTSWFO (ESI- no modo

negativo).

Banda Substancia Producao ¢
1 Vicenina-2 CTSWFO 16,08
2 Didymina CTSWFO 1,65
3 6,8-di-C-Glu- CTSWFO 1,87
diosmetina
4 Diosmina CTSWFO 4,43
5 Hesperidina CTSWFO 1,51
7-
6 Demetilisotamarina CTSWFO 15, 45
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5.8. Validacdo do método analitico para quantificacdo das cumarinas
e flavonoides nos oOrgdos das plantulas de Citrus sinensis por
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-UV)

A validagdo do método analitico envolve processos através dos quais,
estudos foram utilizados para garantir que a escolha do método em questédo
atendesse as exigéncias desejadas, fornecendo os dados necessarios de que o
método realiza o propédsito que é indicado. A validacdo da eficiéncia do método
analitico foi desenvolvida pelas técnicas cromatograficas utlizadas para a
identificacdo dos compostos em questdao e revalidada no presente trabalho
investigando a faixa linear de trabalho, seletividade, sensibilidade, exatidao, preciséo,
limite de quantificacdo e deteccao, além da recuperacao.

O método de validacao por CLAE-UV apresentou seletividade para as
matrizes analisadas, pois foi possivel observar que no tempo de retencdo para as
amostras de cumarinas e flavonoide o cromatograma da injecdo das amostras com
a fase movel-controle manteve a sua linha de base e nao apresentou interferentes.

As curvas analiticas foram desenvolvidas estabelecendo o método para
as cumarinas e um outro método para o flavonoide hesperidina, utilizou-se uma
coluna de fase reversa ZORBAX XDB- C18 (4,6 x 150 mm, 5 ym), temperatura de
35°C, a fase mével de melhor seletividade era constituida de agua e acetonitrila
(60:40; viv), vazédo 1,0 mL/min, volume de injegao de 15 uL e o comprimento de onda
de 260 nm (Amax absorc¢édo) na deteccado no ultravioleta durante a corrida. O tempo total
da eluicao foi de 35 min, para as cumarinas xantiletina, seselina e 5-metoxiseselina.
Para o flavonoide hesperidina, a seletividade foi de agua e acetonitrila (90:10), vazdo
1,0 mL/min, volume de injecdo de 10 uL e o comprimento de onda de 260 nm (Amax
absorcéo). Obteve-se os cromatogramas com picos de resolucédo otimizada para os

analitos e amostras do nosso interesse.
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5.8.1. Faixa dinamica do trabalho — Linearidade

A determinacdo da linearidade foi efetuada através do célculo de
regressao linear obtido a partir do grafico da area das bandas de interesse versus a
concentracdo das solucdes padrdes. A construcao da curva de calibracdo da solugéo
padrédo de xantiletina, seselina, 5-metoxiseselina e hesperidina para cada uma, foram
feitas nas seguintes faixas de concentracdo: 1,00; 2,50; 5,00; 10,0; 20,0; 40,0; 60,0;
80,0; 100 yg mL, como ilustrado na FIGURA 5.116.

Os valores experimentais obtidos para cada curva de calibracdo das
cumarinas e do flavonoide por CLAE-UV seguem nas TABELAS 5.15 a 5.18. Os
parametros como faixa de linearidade, equacédo de calibracdo, coeficiente de
determinacdo (R?) relativos as curvas de calibracdo, assim como os valores dos
tratamentos graficos dos dados experimentais obtidos para as curvas de calibracéo,
estavam dentro dos padrdes de analise de variancia (ANOVA), onde estabelecem que

as curvas (R?) devem ser maiores que 0,98.
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TABELA 5. 15 - Areas absolutas obtidas na determinac&o da curva de calibracéo da
cumarina xantiletina por CLAE-UV.

Concentragao Area do Pico (mAU) Média DP CV (%)
(ng/mL)
Curve1 Curve2 Curve3
1,00 1,49 1,52 1,50 1,50 0,02 1,00
2,50 2,92 2,94 2,93 293 0,01 0,35
5,00 6,33 86,34 6,34 6,00 0,01 0,11
10,0 11,43 11,33 11,34 11,00 0,08 0,51
20,0 2553 25,20 25,23 2500 0,18 0,72
40,0 56,63 56,60 57,00 57,00 0,22 0,39
60,0 82,63 8410 82,90 83,00 0,78 0,94
80,0 103,90 106,57 108,07 106,00 2,11 1,89
100 127,00 128,00 129,00 128,00 1,00 0,78
DP: Desvic padrao, CV (%): Coeficiente de variagao 0,49 0,75

TABELA 5. 16 - Areas absolutas obtidas na determinacdo da curva de calibragéo da cumarina

seselina por CLAE-UV.

Cc;:t;;t[?gao Area do Pico (mAU) Média DP CV (%)
Curve1 Curve2 Curve3

1,00 40,10 42,13 41,97 41,40 1,13 2,73
2,50 95,07 81,90 103,73 93,57 10,99 11,75
5,00 201 195 205 200 4,88 2,44
10,0 365 366 387 373 12,23 3,28
20,0 781 739 790 770 27,29 3,55
40,0 1557 1477 1540 1524 42,21 2,77
60,0 2317 2227 2343 2296 61,13 2,66
80,0 3153 2983 3153 3097 98,05 3,17
100 3883 3797 3897 3859 54,30 1,41
DP: Desvio padrdo, CV (%): Coeficiente de variacdo 34,69 3,75
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TABELA 5. 17 - Areas absolutas obtidas na determinacdo da curva de calibracdo da cumarina 5-
metoxiseselina por CLAE-UV.

c(}ﬂ;mt[?gao Area do Pico (mAU) Média DP CV (%)
Curve1 Curve2 Curve3l

1,00 40,10 42,13 4197 41,40 113 273
2,50 95,07 81,90 103,73 93,57 10,99 11,75
5,00 201 195 205 200 488 24
10,0 365 366 387 373 1223 3,28
20,0 781 739 790 770 2729 3,55
40,0 1557 1477 1540 1524 4221 2,77
60,0 2317 2227 2343 2296 61,13 266
80,0 3153 2983 3153 3097 98,05 3,17
100 3883 3797 3897 3858 5430 1,41

DP: Desvio padréo, CV (%): Coeficiente de variagdo 34,69 3,75

TABELA 5. 18 - Areas absolutas obtidas na determinacdo da curva de calibracdo do flavonoide
hesperidina por CLAE-UV.

Co?ﬁgm.lrﬂgao Area do pico (mAU) Média DP CV (%)
Curve1 Curve2 Curve3
1,00 2,92 2,94 2,89 2,92 003 098
2,50 8,91 9,29 8,95 9,05 021 229
5,00 16 16 16 16 0,20 1,27
10,0 33 33 34 33 049 148
20,0 64 64 64 864 0,33 052
40,0 122 113 115 117 479 410
60,0 191 184 186 187 342 1,83
80,0 248 247 253 249 321 1,29
100 314 318 319 317 2,78 0,88
DP: Desvio padrdao, CV (%): Coeficiente de variacéao 1,72 1,62
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FIGURA 5. 117 - Curva analitica das solucdes padrbes de xantiletina, seselina, 5-
metoxiseselina e hesperidina.

A avaliagdo da linearidade do método, das curvas de calibracdo das
cumarinas e do flavonoide apresentaram uma correlacdo linear estatistica coerente
entre a faixa de concentracdo 1,00 e100 pugmL=. O coeficiente de correlacéo (r) de
todas as curvas mostra a relacédo dos eixos X e Y com um valor préximo de 1,000. O
valor do coeficiente de relacdo (R?) em 0,99 indicando a confiabilidade no método
matematico aplicado. As analises de variancia, com uma probabilidade ou valor-p de
0,01, onde o valor-p é menor a p > 0,05.
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5.8.2. Precisao e Exatidao do método analitico

O estudo da exatiddo do método consiste em indicar a correlagdo que
h& entre os resultados obtidos com os aceitos como verdadeiros, onde estes sao
avaliados pelo calculo da porcentagem média de recuperacao para os analitos em trés
concentracdes diferentes, assim como os valores de seu desvio padrédo relativo de
cada amostra. As concentracdes usadas para as cumarinas e o flavonoide como
controle de qualidade (baixa, média e alta) foram as seguintes: 1,20; 50,0; 95,0 ug mL"
1, Todas as amostragens foram preparadas em quintuplicatas e analisadas em trés
(n=3) dias diferentes, onde estas foram escolhidas pela faixa de trabalho usada na
construcdo da curva de calibracao.

A primeira concentracdo das solucdes padrédo das cumarinas e do
flavonoide (1,20 pg mL1) foi selecionada para serem 120% maior que o ponto no
intervalo de resposta linear. O segundo (50,0 ug mL?) e terceiro ponto (95,0 pg mL™t)
referem-se a 50 e 95% dos pontos de concentracdo mais altos na curva de calibragéo,
respectivamente. A recuperacao total média e desvio padrao (DP) encontrados foram
de 99,2 + 0,97%, mostrando a relacdo entre os valores tedricos e experimentais. Os
resultados detalhados dos trés niveis de concentracao testados para as substancias
até agora quantificadas estdo apresentados na TABELA 5.19. a 5.22. Nas folhas das
matrizes estudadas foi observado a variagao de outros flavonoides glicosilados, que
variaram bem mais que a hesperidina, como diosmina, vicenina-2 e diosmetina, estes,
assim como duas cumarinas nas raizes das matrizes, que sdo xantoxiletina, ostol e
nordentatina, serdo quantificadas ainda para acrescentar dados mais relevantes a

esse trabalho.
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TABELA 5. 19 - Resultados de preciséo e exatiddo intra e inter dias para trés concentracdes diferentes
de solucdes de controle de qualidade de xantiletina.

Concemtiacdo  pia  Media  DP cv  Exaligao

Intra-dia (n =5)

1,20 1 4,18E+02 1,00 0,24 92,3
50,0 1 1,90E+04 680,69 3,59 73,1
95,0 1 4,85E+04 6165,23 12,71 98,8
1,20 2 4,32E+02 24,01 5,56 95,3
50,0 2 1,94E+04 1365,04 7,02 74,9
95,0 2 4,85E+04 5294,34 10,92 98,8
1,20 3 4,33E+02 16,26 3,76 95,5
50,0 3 2,03E+04 264,58 1,30 88,1
95,0 3 4,85E+04 4455,71 9,19 98,7
Inter-dia (n = 15)

1,20 - 4,19E+02 1,79 0,43 92,6
50,0 - 1,86E+04 752,99 4,05 80,6
95,0 - 4,94E+04 5463,79 11,07 100,6

TABELA 5. 20 - — Resultados de precisdo e exatidao intra e inter dias para trés concentracdes diferentes
de solucdes de controle de qualidade de seselina.

Concentiacd®  pia  meda  DP cv  Bralddo

Intra-dia (n =5)

1,20 1 1,75E+00 0,06 3,26 96,9
50,0 1 6,27E+01 1,11 1,76 88,3
95,0 1 1,14E+02 1,53 1,34 94,0
1,20 2 1,76E+00 0,11 6,27 97,8
50,0 2 6,44E+01 0,72 1,12 90,8
95,0 2 1,16E+02 0,96 0,83 95,4
1,20 3 1,74E+00 0,08 4,34 96,7
50,0 3 6,29E+01 0,61 0,97 99,8
95,0 3 1,19E+02 2,73 2,30 97,9
Inter-dia (n = 15)

1,20 - 1,73E+00 0,05 3,03 96,0
50,0 - 6,27E+01 1,04 1,65 99,5
95,0 - 1,15E+02 3,81 3,31 94,6

191



ESTUDO QUI’MICAO DE PHYTOPHTHORA NICOTIANAE E SUA INFLUENCIA NO PERFIL
QUIMICO DE PLANTULAS DE CITRUS SINENSIS.

TABELA 5. 21 - Resultados de preciséo e exatiddo intra e inter dias para trés concentracdes diferentes
de solucdes de controle de qualidade de 5-metoxiseselina.

Concentracao Dia Média DP CV  Exatiddo (%)
(Hg/mL)
Intra-dia (n = 5)
1,20 1 4,98E+01 0,44 0,88 100,2
50,0 1 1,71E+03 80,21 4,70 89,6
95,0 1 3,59E+03 98,66 2,75 97,8
1,20 2 4,72E+01 0,95 2,00 95,1
50,0 2 1,85E+03 20,82 1,13 96,9
95,0 2 3,51E+03 11,55 0,33 95,8
1,20 3 4,94E+01 1,11 2,25 99,4
50,0 3 1,72E+03 60,28 3,51 101,3
95,0 3 3,63E+03 40,41 1,11 99,1
Inter-dia (n = 15)
1,20 - 4,96E+01 0,50 1,00 99,8
50,0 - 1,69E+03 62,05 3,67 99,8
95,0 - 3,63E+03 90,11 2,48 99,0

TABELA 5. 22 - Resultados de precisao e exatidao intra e inter dias para trés concentra¢fes diferentes
de solucdes de controle de qualidade da hesperidina.

Concentragao

(ug/mL) Dia Média DP Ccv Exatidao (%)

Intra-dia (n = 5)

1,20 1 3,44E+00 0,08 2,22 98,4
50,0 1 1,26E+02 3,00 2,38 86,2
95,0 1 2,90E+02 2,31 0,80 96,5
1,20 2 3,36E+00 0,05 1,55 96,0
50,0 2 1,33E+02 4,04 3,05 90,8
95,0 2 3,00E+02 2,00 0,67 99,7
1,20 3 3,31E+00 0,04 1,22 94,7
50,0 3 1,26E+02 6,56 5,20 97,0
95,0 3 3,02E+02 3,79 1,26 100,2
Inter-dia (n = 15)

1,20 - 3,46E+00 0,06 1,76 99,0
50,0 - 1,30E+02 5,37 4,14 99,8
95,0 - 2,90E+02 3,27 1,13 96,4
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As solucbes padrdoes das cumarinas e do flavonoide, usadas para a
determinacao da precisdo foram avaliadas na faixa do intervalo linear de trabalho. A
precisdo intermediaria, inter-dia, foi determinada analisando trés niveis diferentes de
concentracbes de solucdes padroes em trés dias ndo consecutivos, para cada

amostra analisada.

5.8.3. Limite de deteccéao (LD) e Limite de quantificacéao (LQ)

O limite de deteccéo é aquele que representa a concentracao padrao das
amostras analisadas, nesse caso (os padrbes de cumarinas e flavonoide) que
teoricamente esta sendo produzido em cada andlise, enquanto que o limite de
guantificacdo € analisado, através da sensibilidade de calibracdo da curva analitica.
Os limites de quantificacéo e deteccéao foram determinados de acordo com a relacao
sinal/ruido. O limite de quantificacdo nas matrizes, foi menor do que o ponto da curva
de calibragéo (LQ real); provando assim ser linear, exato e preciso, dentro da faixa de

trabalho utilizada na avaliacdo do método analitico, como mostra a TABELA 5.23.

TABELA 5. 23 - Parametros relativos a curva de calibracdo do método analitico.

Parametros Compostos (ug mL?)
Faixa de linearidade para todas as amostras 1,00-100,00
Limite de deteccao para a xantiletina 3,4
Limite de detecc¢ao para a seselina 3,3
Limite de detecgao para a 5-metoxiseselina 0,5
Limite de detecc¢éo para a hesperidina 1,8
Limite de quantificacdo para a xantiletina 10,3
Limite de quantificagdo para a seselina 9,9
Limite de quantificagao para a 5-metoxiseselina 1,4
Limite de quantificacdo para a hesperidina 55
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5.8.3. Quantificacéo do teor de cumarinas e flavonoides nas matrizes
de TST e CTSW por CLAE-UV

Os cromatogramas para os padrées de cumarinas e flavonoides
apresentaram grau de pureza acima de 95%. A curva de calibracdo de cada amostra foi
plotada através da area das bandas contra a sua respectiva concentracdo, como mostra
a FIGURA 5.117, que esta relacionado as médias das triplicatas.

Ao realizar a quantificagdo das cumarinas (xantiletina, seselina, 5-
metoxiseselina) nos extratos das raizes, caule inferior e do flavonoide (hesperidina) nas
folhas dos citros infectados por gomose (amostras quantificadas sdo as que sofreram
uma variacdo significante nas matrizes doentes para cada 6rgéo), no intuito de saber a
real concentracdo dessas substancias nessas amostras e verificar a variagdo entre os
tratamentos, quando 0s mesmos sdo comparados através dos porta enxertos desse
estudo, foi possivel observar as seguintes variacbes em relacdo as concentracoes,
como mostra a TABELA 5.24 a 5.27.
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FIGURA 5. 118 - Cromatograma de quantificacdo das cumarinas xantiletina e seselina,
obtido por CLAE-UV. Condi¢bes: Zorbax™ C18 (4,6x150 mm, 5 ym), H20/ACN
(60:40), 35°C, 1,00 mL/min, vol. inj. 15,0 uL, A = 260 nm, 35 min.
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TABELA 5. 24 - Quantificacdo da xantiletina em plantulas doentes de Citrus sinensis.

Amostra Area do Pico (mAU) Concentracgdo (ug/mL)
Amostra TST_RA 1,32E+04 269,5
Amostra TST_CAINFE 6,73E+02 31,3
Amostra CTSW_RA 8,71E+03 184,1
Amostra CTSW_CAINFE 3,70E+03 88,9

TABELA 5. 25 - Quantificacdo da seselina em plantulas doentes de Citrus sinensis.

Amostra Areado Pico (mAU) Concentracéo (ug/mL)
Amostra TST_RA 9,21E+02 70,78
Amostra TST_CAINFE 8,78E+01 61,94
Amostra CTSW_RA 1,38E+03 106,91
Amostra CTSW_CAINFE 4,42E+02 59,44

TABELA 5. 26 - Quantificacdo da 5-metoxiseselina em plantulas doentes de Citrus sinensis.

Amostra Area do Pico (mMAU) Concentracdo (pug/mL)
Amostra TST_RA 7,19E+01 1,97
Amostra TST_CAINFE 5,41E+01 1,51
Amostra CTSW_RA 9,97E+01 2,69
Amostra CTSW__CAINFE 1,62E+01 0,53

TABELA 5. 27 - Quantificac@o da hesperidina em plantulas doentes de Citrus sinensis.

Amostra Area do Pico (mMAU) Concentrag&o (ug/mL)
Amostra CTSW_FO 3,60E+03 1149,26
Amostra CTSW_CASUPE 1,49E+03 475,73
Amostra TST_FO 5,60E+03 1787,68
Amostra TST_CASUPE 6,04E+03 1928,14
Amostra TST_CAINFE 4,48E+02 143,11
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Pelas curvas de calibrac&o por padronizagéo externa, as concentracoes
médias da xantiletina em matrizes do extrato considerados doentes nas raizes para
TST foi 269,5 ug/mL enquanto que para as matrizes das raizes doentes de CTSW
variou em 184,1 pg/mL, mostrando que nas matrizes mais susceptivel ao oomiceto
obteve um valor maior em relacdo a concentragdo. Ambas aumentaram sua
concentracdo em matrizes doentes quando comparadas a matrizes sadias.

Quando comparamos as matrizes das raizes doentes de TST, avaliando
a cumarina angular seselina, observamos que ocorre também um aumento em
concentragdo em amostras doentes versus as sadias, com concentragao na matriz
doente de 70,78 pg/mL, enquanto que em amostras de CTSW que € mais resistente
ao patégeno, houve uma diminuicdo nesse metabdlito bem efetivo em niveis de
concentracdo nas matrizes doentes em torno de 106,91 pg/mL. Ambas as cumarinas
estdo presentes em quantidades relevantes nas raizes tanto de Tangerina Sunki
Tropical (susceptivel e/ou tolerante) quanto em Citrumelo Swingle (resistente) e
podem ser consideradas substadncias marcadoras da presenca do oomiceto
Phytophthora nicotianae, pois estas, foram quantificadas e foi possivel notar a
variagao significativa em suas concentragdes, quando estdo da presenca do patégeno
causador da gomose de citrus.

Ao compararmos o flavonoide hesperidina dessas matrizes de Citrus
sinensis em partes dos 6rgaos das plantulas doentes, observa-se que € um metabdlito
gue também possuem niveis de concentracdes elevados. Esta aumenta em amostras
de folhas e caule superior doentes (onde foi inoculado o oomiceto) 1787,68 pg/mL e
1928,14 pg/mL respectivamente.

As matrizes de CTSW de folhas doentes tiveram concentra¢cdes um pouco
menor em 1149,26 pug/mL e em seu caule superior um valor bem menor ainda ao nivel
de 475,73 pg/mL. Comparando as areas relativas, as matrizes de TST de 6rgao
doente variaram apenas em torno de 1,07 vezes das matrizes sadias, enquanto que
em CTSW essa variacdo ficou em torno de 1,06 vezes, o que mostra que esse
flavonoide se comporta de maneira igual nas plantulas estudadas. Levando-se a
sugerir que em matrizes enxertadas com TST ocorre um aumento mais evidente dos

demais metabolitos como os flavonoides 6,8-di-C-glu-diosmetina que varia em
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matrizes doentes 28,6 vezes mais que em matrizes de suas folhas sadias.Contudo
nas matrizes enxertadas com CTSW esse metabdlito praticamente ndo varia em suas
folhas sadias, variando apenas em torno de 1,18 vezes. Estes dados estimulam a
quantificacao desse ultimo metabdlito.

Com base nesses resultados, sugere-se que a planta esteja aumentando
a concentracdo de alguns compostos nas plantas doentes como uma resposta de
defesa frente ao oomiceto, podendo estarem atuando como fitoantecipinas ou
antimicrobianos pré-formados, pois estes, sdo compostos, ja presente em plantas
sadias que podem apresentar uma barreira quimica as infec¢des por patégenos em
potencial, ou seja, sdo a primeira linha de defesa quimica que potenciais agentes

patogénicos precisam superar.

5.9. Busca de biomarcadores volateis em Citrus sinensis quando
inoculados ao oomiceto Phytophthora nicotianae

Esta parte do trabalho leva a busca de biomarcadores volateis nas
plantulas de Citrus sinensis nas matrizes sadias e inoculadas com o oomiceto
P.nicotianae em “headspace” estatico associados a GC-MS.

A extracdo dos compostos volateis de Citrus sinensis foi otimizada por
HS-SPME avaliando o tempo necessario para adsor¢cao dos compostos. Foram feitos
alguns testes iniciais e o tempo de 40 min foi suficiente para a extracdo dos
compostos, assim como forneceu uma intensidade relativa do sinal considerada boa
para as analises. A fibra utilizada para otimizacao foi a PDMS/DVB, pois a mesma tem
caracteristicas para adsorver tanto compostos mais apolares quanto os mais polares.

Varios compostos volateis diferentes foram identificados, principalmente
pelo método de extracdo HS-SPME e foi possivel observar que na natureza das
analises das matrizes da raiz, caule inferior e folhas de ambas as plantulas, houve
variacdo dos compostos de acordo com a comparacao feita em cada 6rgao em estudo,
essa comparacao foi feita analisando matrizes sadias versus a doente (inoculada com
0 oomiceto) de cada plantula, evidenciando a identificacdo principalmente nas
matrizes que mais ocorreram a variacdo e que em ambos os estudos foram as
matrizes doentes de TST e CTSW.

O perfil quimico dos volateis das plantulas identificado por HS/GC-MS
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esta descrito nas FIGURAS 5.118 a 5.121 e os compostos que mais variou descritos
na TABELA 5.28 e 5.29.
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FIGURAS. 119 - Cromatograma de plotagem de ions totais dos volateis de Citrus sinensis. a) amostras
das raizes de TST — sadias (amostras em preto) e doentes (amostras em rosa); b) amostras das raizes
de CTSW- sadias (amostras em preto) e doentes (amostras em rosa)

Nas raizes de TST (FIGURA 5.118), houve um aumento na producéo
dos compostos volateis nas matrizes doentes quando comparadas as sadias, foram
identificadas 22 compostos volateis de acordo com o indice calculado usando a
equacdao de Van den Dool and Kratz (indice de Kovats) e comparado com o indice da
literatura (ADAMS, 2007) e (BABUSHOK, 2011), enquanto que para as matrizes
doentes de CTSW foram identificados 29 compostos volateis.

O composto volatel D-limoneno, guaiacol e um derivado do acido

benzoico (antranilato de metila) tiveram uma maior producdo em matrizes de TST nas
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raizes do que quando comparado as matrizes de CTSW, como mostra a FIGURA
5.119 e 5.120 com os dados da TABELA 5.28 e 5.29.

TABELA 5. 28 - Composicao quimica dos volateis de Tangerina Sunki Tropical no 6rgao da raiz doente
inoculados com Phytophthora nicotianae obtidos por HS/GC-MS.

Pico TR (min) Composto Gg{()l\)/ls IR exp. IR lit.
1 3,745 NI 0.95 ---
2 4,416 HEXANAL 4.75 807 801
3 5,287 (2E) HEXENAL 12.45 849 846
4 5,345 (32) HEXENOL 0.52 868 850
5 7,446 HEPTANAL 0.70 902 902
6 7,829 ACETILFURANO 0.98 911 912
7 9,722 BENZALDEIDO 3.54 958 952
8 9,900 FURFURAL 3.56 962 957
9 11,073 2-PENTILFURANO 1.81 991 984
10 12,681 D-LIMONENO 4.27 1027 1024
11 14,036 TAGETONE 0.58 1056 1046
12 15,550 META CIMENENO 0.82 1088 1082
13 16,312 NONANAL 1.40 1105 1100
14 18,015 GEIJERENE 1.33 1140 1138
15 24,861 COGEINERENE 2.07 1284 1283
16 26,290 GUAIACOL 1.18 1315 1309
17 30,513 ANTRANILATO DE METILA 2.56 1409 1405
18 31,412 DICTAMNOL 4.26 1431 1428
19 35,002 MIRISTICINA 1,46 1516 1517
20 36,470 ELEMOL 6,40 1552 1548
21 39,781 TORREIOL 8.93 1645 1646

* NI = ndo identificado pelo indice de retencéo da literatura (ADAMS,2007) e pelo banco de dados
NIST web book, NIST MS Search 2.0.

*IR-Exp = indice de retencao calculado usando a equacao de Van den Dool e Kratz.

*|R-Lit= indice de retenc¢édo da literatura (ADAMS, 2007) baseada na equacao de Van den Dool e
Kratz.
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TABELA 5. 29 -Composicdo quimica dos volateis de Citrumelo Swingle no érgdo da raiz doente
inoculados com Phytophthora nicotianae obtidos por HS/GC-MS.

Pico TR (min) Composto Gg{OI\)IIS IR exp. IR lit.
1 3,685 NI 0.70
2 3,934 NI 0.64
3 4,415 HEXANAL 2.94 807 801
4 5,145 (2E)-HEXENAL 0.30 849 846
5 5,215 (32)- HEXENOL 0.40 868 850
6 5,283 HEPTANAL 10.87 902 902
7 7,443 ACETILFURANO 0.44 911 912
8 7,829 BENZALDEIDO 0,46 958 952
9 9,720 FURFURAL 2.32 958 952
10 9,892 2-FURANOCARBOXALDEIDO 3.58 962 957
11 10,350 BETA PINENO 1.09 973 974
12 11,075 PENTIL FURANO 1.35 991 984
13 11,597 ALFA FELANDRENO 0.39 1003 1002
14 12,504 P-CIMENO 0.62 1023 1020
15 12,684 D- LIMONENO 0.46 1027 1024
16 15,551 META-CIMENENO 0.78 1088 1082
17 16,385 NONANAL 0.0 1106 1100
18 17,036 ISOFORONA 1.29 1120 1118
19 18.015 GEIJERENE 1.86 1140 1138
20 21,358 CARVEOL 0.60 1210 1216
21 24,857 COGEIJERENE 2.29 1284 1283
22 26,108 CICLOISOLONGIFOLENO 054 1311 1317
23 30,502 ANTRANILATO DE METILA 1.50 1409 1405
24 30,910 ALFA-SANTALENO 0.90 1419 1416
25 31,412 DICTAMNOL 2.68 1431 1428
26 31,668 CIS-PRENIL LIMONENO 3.37 1437 1443
27 35,005 MIRISTICINA 2.10 1516 1517
28 35,371 CUBENENO 0.88 1525 1526
29 36,385 ELEMOL 291 1550 1548

*NI = n&o identificado pelo indice de retencéo da literatura (ADAMS,2007) e pelo banco de dados NIST web
book, NIST MS Search 2.0.
*IR-Exp = indice de retenc¢éo calculado usando a equacéo de Van den Dool e Kratz.
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*|R-Lit= indice de retencgédo da literatura (ADAMS, 2007) baseada na equacao de Van den Dool e Kratz.
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FIGURA 5. 120 - Gréafico mostrando a variagcdo da composi¢do quimica dos volateis de TSTRA nas
raizes doentes inoculados com o oomiceto e obtidos por HS/GC-MS.
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FIGURA 5. 121 - Gréfico mostrando a variacdo da composicao quimica dos volateis de CTSWRA nas
raizes doentes inoculados com o oomiceto e obtidos por HS/GC-MS.

No caule inferior inoculados com o patdgeno da gomose de citros tanto nas
matrizes de TST quanto em CTSW, também houve um aumento na producdo dos
compostos volateis nas matrizes doentes quando comparadas as sadias, foram
identificados 13 compostos volateis em cada matriz (FIGURA 5.121) estudada de

acordo com o indice calculado de Kovats e comparado com o indice da literatura
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(ADAMS, 2007), os compostos volateis que mais variaram dentro das matrizes em
estudo foram alfa-tujeno, acetilfurano, D-limoneno, guaicol e &acido benzoico
(antranilato de metila), este ultimo, j& descrito na literatura como responsavel pelo
alongamento na parte do caule quando em contato com microrganismos invasores,
como mostra a FIGURA 5. 122 e 5.123 e a TABELA 5.30 e 5.31.
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FIGURA 5. 122 - Cromatograma de plotagem de ions totais dos volateis de Citrus sinensis. a) Amostras
do caule inferior de TST — sadias (amostras em preto) e doentes (amostras em rosa); b) amostras do
caule inferior de CTSW- sadias (amostras em preto) e doentes (amostras em rosa).

No caule inferior inoculados com o patdgeno da gomose de citros tanto
nas matrizes de TST quanto em CTSW, também houve um aumento na producéo dos
compostos volateis nas matrizes doentes quando comparadas as sadias, foram

identificados 13 compostos volateis em cada matriz (FIGURA 5.121) estudada de
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acordo com o indice calculado de Kovats e comparado com o indice da literatura
(ADAMS, 2007), os compostos volateis que mais variaram dentro das matrizes em
estudo foram alfa-tujeno, acetilfurano, D-limoneno, guaicol e &cido benzoico
(antranilato de metila), este ultimo, j& descrito na literatura como responsavel pelo
alongamento na parte do caule quando em contato com microrganismos invasores,
como mostra a FIGURA 5. 122 e 5.123 e a TABELA 5.30 e 5.31.

TABELA 5. 30 - Composicao quimica dos volateis de Tangerina Sunki Tropical no érgéo do caule

inferior doentes inoculados com Phytophthora nicotianae obtidos por HS/GC-MS.

Pico TR (min) Composto Gg){ol\)/ls IR exp. IR lit.
1 3,054 NI 1.66 -- --
2 3,292 HEXANAL 1.89 807 801
3 3,559 2E-HEXENAL 0.85 849 846
4 4,416 3Z-HEXENOL 2.01 868 850
5 5,230 HEPTANAL 1.20 902 902
6 5,313 ACETILFURANO 3.57 911 912
7 8,223 ALFA -TUJENO 3.05 921 924
8 9,722 BENZALDEIDO 1.18 958 952
9 12,605 D-LIMONENO 2.97 1025 1024
10 26,300 GUAIACOL 27.63 1316 1309
11 30,494 ANTRANILATO DE METILA 50.15 1409 1405
12 35,002 MIRISTICINA 1.47 1516 1517
13 36,845 ELEMICINA 1.44 1561 1555

*NI = nao identificado pelo indice de retencéo da literatura (ADAMS,2007) e pelo banco de dados NIST web
book, NIST MS Search 2.0.

*IR-Exp = indice de retencgdo calculado usando a equacéo de Van den Dool e Kratz.

*|R-Lit= indice de retencgédo da literatura (ADAMS, 2007) baseada na equacao de Van den Dool e Kratz.

Nas matrizes de TST no caule inferior quando comparamos amostras
sadias versus doentes, observa-se como mostra na FIGURA 5.121, que ha um

aumento nos compostos volateis bem acentuado nos Tr 26, 300 e Tr 30,494 min, picos
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estes caracteristicos dos compostos guaiacol e do derivado do acido benzoico
(antranilato de metila) respectivamente.

Quando comparamos matrizes mais resistentes ao patdgeno causador
da doenca gomose de citros CTSW no caule inferior, 0 composto no Tr 26,284 min,
identificado como guaiacol ocorre uma diminuicdo em amostras doentes, ocorrendo
o inverso quando comparado a matrizes mais susceptiveis (TST) a doenca, ou seja
ha um aumento em matrizes doentes do composto antranilato de metila, porém em
uma porcentagem menor como mostra a TABELA 5.31. Podemos inferir que esses
compostos volateis podem ser um dos principais biomarcadores necessarios para o
diagnéstico precoce da gomose de citros no caule inferior de plantulas de Citrus
sinensis como mostra a FIGURA 5.122 e 5.123.

TABELA 5. 31 - Composicdo quimica dos volateis de Citrumelo Swingle no 6rgdo do caule inferior
doentes inoculados com Phytophthora nicotianae obtidos por HS/GC-MS.

Pico TR (min) Composto Ggﬁ\)/ls IR exp. IR lit.
1 3,054 NI 1.66 - -
2 3,292 HEXANAL 2.69 807 801
3 3,559 2E-HEXENAL 9.11 849 846
4 4,416 3Z-HEXENOL 4.29 868 850
5 5,230 HEPTANAL 3.49 902 902
6 5,313 ACETILFURANO 3.57 911 912
7 8,223 ALFA -TUJENO 3.05 921 924
8 9,722 BENZALDEIDO 2.92 958 952
9 12,605 D-LIMONENO 6.66 1025 1024
10 17,039 ISOFORONA 9.33 1120 1118
11 26,284 GUAIACOL 7.69 1316 1309
12 30,494 (ANTéiII\IDI(L)AiIéNS(E)II\?II(E)TILA) 25.47 1409 1405
13 35,002 MIRISTICINA 17.73 1516

1517

*NI = ndo identificado pelo indice de retencéo da literatura (ADAMS,2007) e pelo banco de dados NIST web
book, NIST MS Search 2.0.

*IR-Exp = indice de retencao calculado usando a equacéo de Van den Dool e Kratz.

*|R-Lit= indice de retenc¢do da literatura (ADAMS, 2007) baseada na equagédo de Van den Dool e Kratz.
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Podemos notar ainda que em matrizes de TST no 6rgédo do caule inferior
onde foi inoculado o oomiceto, os compostos volateis derivado do acido cinamico, da
classe do fenilpropenos, a miristicina e a elemicina variaram em 1,47 e 1,44 vezes
menos em matrizes doentes respectivamente. Quando esses dois 0leos volateis sédo
comparados com as matrizes de CTSW, observou-se que a mesma diminui em 17,73
vezes da miristicina em matrizes doentes do caule inferior, contudo, nessa matriz nao
foi identificado a elemicina.

Um outro indicativo que pode ser usado como biomarcadores na
diferenciacdo desses dois porta enxertos quando inoculados com Phytophthora

nicotianae.
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FIGURA 5. 123 - Grafico mostrando a variacdo da composicdo quimica dos volateis de TSTCAINF
inoculados com 0 oomiceto e obtidos por HS/GC-MS.
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FIGURA 5. 124 - Gréafico mostrando a variacdo da composicao quimica dos volateis de CTSWCAINF
inoculados com o oomiceto e obtidos por HS/GC-MS.

Analisando as matrizes da parte area de ambas as plantulas, nas folhas
de TST houve uma vari¢cao pequena em relacdo as amostras sadias versus as doentes
no aumento dos compostos volateis, foram identificados 18 compostos de acordo com
o seu KI calculado e comparado com indice da literatura. Em matrizes doentes de
CTSW foram identificados 21 compostos volateis e foi possivel observar que para
essas amostras houveram maiores variagdes em seu perfil quimico cromatogréfico,
como mostra a FIGURA 5.124 e as TABELAS 5.32 e 5.33.
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FIGURA 5. 125 - Cromatograma de plotagem de ions totais dos volateis de Citrus sinensis. a) amostras
das folhas de TST — sadias (amostras em preto) e doentes (amostras em rosa); b) amostras das folhas

de CTSW- sadias (amostras em preto) e doentes (amostras em rosa).
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TABELA 5. 32 - Composicao quimica dos volateis de Tangerina Sunki Tropical no 6rgéo da folha doente
matrizes inoculados com Phytophthora nicotianae obtidos por HS/GC-MS.

Pico TR (min) Composto Gg{(JI\)/IS IR exp. IR lit.
01 3.276 HEXANAL 7.48 807 801
02 3,527 ALFA TUJENO 9.15 918 924
03 4,394 ALFA PINENO 0.87 934 932
04 2,751 CANFENO 0.63 949 946
05 9,675 BENZALDEIDO 2.14 957 952
06 10,183 SABINENO 1.20 969 969
07 10,872 BETA-MIRCENO 133 986 988
08 11,769 GAMA-3-CARENO 131 1007 | 1008
09 12614 D-LIMONENO 23.02 1025 | 1024
10 13,381 BENZENO ACETALDEIDO 1.08 1042 | 1036
11 15,784 BENZOATO DE METILA 154 1003 | 1088

12 | 16022 LINALOL 1.90 1009 | 1095
13 23,657 GERANIOL 143 1248 | 1249
14 26,188 GUAIACOL 33.24 1313 | 1309
15 26,838 GERANIATO DE METILA 1.07 1328 | 1322
16 30475 | ACIDOBENZO 'ﬁST(IﬁE)T RANILATO | .00 1409 | 1405
17 30,825 (E) - CARIOFILENO 3.15 1417 | 1417
18 34,255 ALFA-SELINENO 1.39 1498 | 1498

*NI = ndo identificado pelo indice de retengdo da literatura (ADAMS,2007) e pelo banco de dados
NIST web book, NIST MS Search 2.0.

*|R-Exp = indice de reteng¢éo calculado usando a equacéo de Van den Dool e Kratz.

*|R-Lit= indice de retenc¢éo da literatura (ADAMS, 2007) baseada na equac¢éo de Van den Dool e

Kratz.
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Nas matrizes de TST nas folhas (FIGURA 5.124), foi possivel observar
no Tr 12,614 min, um aumento também na variacdo do composto volatil D-limoneno
em matrizes das folhas com sintomas de gomose aumentando 23.02 vezes mais,
enquanto que no Tr 26,188 min, houve uma diminuicdo no composto guaiacol em
33.23 vezes. Nessa amostra de TST em folhas inoculadas com o patdgeno o derivado
do &cido benzoico (antranilato de metila) ndo aparece nas matrizes doentes, como é
ilustrado na FIGURA 5.125 e em matrizes de CTSW o guaiacol e o canfeno que ndo
aparecem como mostra a FIGURA 5.126.
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FIGURA 5. 126 - Grafico mostrando a variagdo da composicéo quimica dos volateis de TSTFO-folhas
inoculados com o oomiceto e obtidos por HS/GC-MS.
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FIGURA 5. 127 - Gréfico mostrando a variagdo da composi¢ao quimica dos volateis de CTSWFO-folhas
inoculados com o oomiceto e obtidos por HS/GC-MS.
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Em matrizes de CTSW em suas folhas doentes foi possivel observar que
0 composto volatil que mais sofreu variacéo foi o acido benzoico (antranilato de metila)
havendo um aumento caracteristicos em 9.19 vezes nessas matrizes resistentes ao
oomiceto como mostra a FIGURA 5.126. Nas matrizes susceptiveis como foi discutido
acima, esse composto ndo aparece nas amostras de folhas doentes e quando
comparamos 0 composto volatil guaiacol e o canfeno nas matrizes de folhas doentes
da CTSW, é possivel observar que ele também ndo aparece como € ilustrado na
TABELA 5.33. Esses dados permitem inferir que em plantulas de Laranja Valéncia
enxertadas com TST que é susceptivel/tolerante ao patbgeno Phytophthora nicotianae
0S compostos volateis que podem ser considerados como biomarcadores da doenca
sdo o guaiacol (presenca) e o antranilato de metila, derivado de um acido benzoico
(auséncia), enquanto que para as plantulas de Laranja Valéncia enxertadas com
CTSW resistente ao patdgeno, evidencia-se o0 contrario, 0s compostos volateis
guaiacol (auséncia) e o antranilato de metila (presente) em sua variacdo de perfil
guimico, como mostra 0 esquema, na FIGURA 5.128, resumido da rota biossintética

desses compostos que mais sofreram variagdes dentro dessas matrizes estudadas.
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FIGURA 5. 128 Rota metabdlica resumida dos metabdélitos secundarios oriundos da rota Chiquimato.
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TABELA 5. 33 - Composicao quimica dos volateis de Citrumelo Swingle no 6rgéao da folha
doente matrizes inoculados com Phytophthora nicotianae obtidos por HS/GC-MS.

Pico TR (min) Composto G((ZO{OI\)/IS IR exp. IR lit.
01 3,277 NI 7.71 -- --
02 3,526 HEXANAL 11.82 807 801
03 4,393 2E- HEXENAL 1.34 849 846
04 4,750 2E- HEXENOL 234 871 854
05 5,003 ACETATO DE PRENILA 2,90 919 914
06 5,506 ALFA TUJENO 3,67 918 924
07 5,828 ALFA PINENO 1,17 934 932
08 9,165 CANFENO -0.00 949 946
09 9,671 BENZALDEIDO 4.00 957 952
10 12,614 D-LIMONENO 7.71 1025 1024
11 13,380 BENZENO ACETALDEIDO 1.42 1042 1036
12 13,8745 NI 1.93 1052 -
13 13,989 Y-TERPINENO 3.13 1055 1054
14 16,971 ISOFORONA 5.25 1118 1118
15 21,868 BENZOTIAZOL 4.58 1201 1208
16 23,655 GERANIOL 2.45 1247 1249
17 26,182 GUAIACOL -0.00 1313 1309
18 26,836 GERANIATO DE METILA 3.02 1328 1322
19 30,373 ANTRANILATO DE METILA 9.19 1406 1405
20 34,256 ALFA- SELINENO 2.96 1498 1498
21 34,858 BETA- CURCUMENO 514 1513 o

*NI = ndo identificado pelo indice de retencéo da literatura (ADAMS,2007) e pelo banco de dados NIST web
book, NIST MS Search 2.0.

*IR-Exp = indice de retencao calculado usando a equacéo de Van den Dool e Kratz.

*|R-Lit= indice de retengéo da literatura (ADAMS, 2007) baseada na equacao de Van den Dool e Kratz.
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6. Conclusdes e Perspectivas

Este trabalho em seu estudo do perfil quimico do oomiceto Phytophthora
nicotianae através das analises dos extratos brutos nos diferentes meios de
cultivos, usando a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-UV), foi possivel evidenciar que em meios de
cultivos liquidos de cenoura-milho (CM) obtidos para as andlises, estes tiveram
um rendimento maior quando comparado aos meios de cultivos sélidos. Este
meio foi escolhido e trabalhou-se ampliando assim a sua escala de producéo, no
intuito de ter em méaos mais material para o isolamento e caracterizacdo. Este
patégeno causador da doenga gomose de citros, € um oomiceto que nao produz
grandes quantidades de metabdlitos, mesmo quando se amplia a producgéo. E
importante ressaltar que 0 mesmo s6 produz em temperaturas controladas em
torno de 28°C e que seu perfil quimico ndo muda quando testado seu
crescimento em meio estatico ou por agitacdo, aumentando assim apenas a
guantidade de massa micelial quando seu crescimento é exposto a agitacao,
mas nao diferenciando em quantidades de metabdlitos produzidos. No meio de
CM na fracéo de acetato de etila foi possivel observar que esta se mostrou mais
ativa quando comparado o seu perfil quimico, sendo, portanto possivel isolar os
metabdlitos de interesse. O estudo quimico de isolamento dos metabdlitos
secundarios produzidos por P.nicotianae na fracdo de acetato de etila, conduziu
o isolamento total de seis bandas, substancias essas que mostram ser isoladas
pela primeira vez nessa espécie de patdgeno, da classe das antronas. As
antronas sao derivadas do antraceno, sua biossintese vem do acetil CoA e
Malonil CoA e as enzimas que atuam sao as PKS do tipo trés para a formacgao
das antronas mais simples. Quando ocorre um processo redutivo nas antronas,
forma-se o antranol e quando as antronas sofrem oxidacdo formam as
antraquinonas (via acetato-mavelonato), portanto quanto maior o grau de
reducdo maior sera a atividade desses compostos. Onde torna-se interessante
o estudo mais direcionado ha esses compostos isolados. Algumas das demais
substancias ainda estdo sendo analisadas com experimentos de massa de alta

resolucao e novos trapeamentos em LC-SPE-NMR, para obtencédo com exatidao
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da elucidacdo completa dessa classe de compostos.

No estudo biomonitorado das plantulas de TST e CTSW ao analisar o
perfil metabolémico das plantulas infectadas por gomose e as matrizes sadias
via HPLC-UV e LC-MSE, foi possivel observar que as plantulas de TST
(Susceptivel) e CTSW (Resistente) respondem de maneiras diferentes,
aumentando ou diminuindo alguns metabdlitos, ou seja, desviando sua rota
biossintética para favorecer uma quantidade maior ou menor de um determinado
composto, quando este se encontra em contato direto com o oomiceto, ou seja,
uma possivel resposta a presenca do microrganismo.

Nas andlises via LC-MSE quando comparou-se qualitativamente suas
areas relativas de matrizes sadias versus as infectadas e/ou doentes, foi possivel
observar que em plantulas de Tangerineira Sunki Tropical (TST) que sédo mais
susceptiveis a gomose, a rota biossintética esta favorecendo a formacéo de
ambas as cumarinas a xantiletina e seselina em raizes doentes, assim como
as demais piranocumarinas que também sofreram aumento nessas matrizes,
como € o caso da xantoxiletina (11,76 vezes), 5-metoxiseselina (1,76 vezes),
ostol (146,9 vezes) e nordentatina (55,89 vezes), dando énfase principalmente a
essas duas Ultimas cumarinas que tiveram uma variacao bastante elevada nas
amostras infectadas por gomose nas raizes. Nos demais extratos analisados de
TST, como é o caso do caule inferior, caule superior e folhas, houve também
uma diferenciacéo significativa na variacdo da quantidade desses metabadlitos.
Em partes areas (copa), em suas folhas, o flavonoide hesperidina aumenta em
matrizes doentes, porém em concentracdo mais baixa (1,07 vezes) quando
comparado por exemplo, aos demais compostos que variaram dentro dessas
matrizes, em compostos como diosmina (ha um aumento em 4,22 vezes em
matrizes doentes) e a 6, 8-di-C-glu-diosmetina (aumentando em 28,6 vezes).

Em matrizes de Citrumeleiro Swingle (CTSW), que é mais resistente ao
patdgeno, observou-se que a variagdo das cumarinas em suas raizes doentes
variaram de forma diferente quando comparada as matrizes de TST. Em CTSW,
a cumarina xantiletina aumenta (11,02 vezes) em matrizes doentes e
consequentemente, ocorre também o aparecimento de novos compostos que

também variaram nessas matrizes que sdo as cumarinas xantoarnol (6,67
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vezes), diidrosuberenol (5,29 vezes) e decursinol (5,59 vezes), pois estas, sao
precursoras diretas da xantiletina, ocorrendo assim consequentemente um
aumento em matrizes doentes, levando assim a formacao dessas cumarinas que
ndo foram evidenciadas por exemplo, em matrizes doentes das susceptiveis
(TST), porém ainda nesse caso em CTSW, a cumarina angular seselina diminui
(10,05 vezes) em matrizes doentes, levando a inferir que ha uma preferéncia na
formacdo em via de rota biossintética na prenilacdo em C6 do que em C8,
levando a uma maior formagao da cumarina xantiletina do que a formacao da
seselina. Em suas folhas doentes a variacdo dos flavonoides diosmina (1,59
vezes) e 6, 8-di-C-glu-diosmetina (1,18 vezes) foi bem menor quando comparado
as matrizes das folhas de TST. Nota-se que de acordo com o porta-enxerto,
podemos evidenciar que ocorre uma variagdo diferente nessas substancias.
Esses compostos que sofreram tais variacdes podem ser considerados como
fitoantecipinas.

A aplicacdo da quimiometria nessas matrizes em estudo, permitiu de um
modo rapido e eficiente, a separacdo das amostras com os diferentes
tratamentos e a sua caracterizagcdo daqueles compostos que mais estavam
contribuindo para essa diferenciacdo. Com as andlises de PCA nos 6rgaos das
plantulas em estudo, foi possivel em todos os casos, verificar sempre dois grupos
distintos. O grupo das matrizes sadias (1) e o grupo das matrizes doentes (2).
Verificou-se que em PC1 ha uma tendéncia de separacao das matrizes doentes
daqueles referentes as amostras padrées (PC2) onde o oomiceto ndo havia sido
inoculado, podendo com esses estudos ainda observar a existéncia daqueles
ions caracteristicos (ions que mais diferenciaram) para cada parte da plantula
em estudo (S-plot).

Com os dados obtidos nas plantulas de Citrus sinensis em nosso estudo
de interacdo patdgeno versus hospedeiro, sugere-se que a defesa de cada
plantula frente ao oomiceto parece evidenciar em suas raizes, inibindo o caminho
do acido cinamico nas plantulas, que leva a formacdo dos flavonoides nos
demais 6rgaos, para ativar aquele que conduz a formac¢éo das piranocumarinas.
Essa ativacdo que leva a formacéo das cumarinas, sugere que essas podem ter

a funcao de sinalizadoras na defesa contra o patdgeno. As cumarinas podem ser
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mensageiras que ativam o mecanismo de defesa para os demais 6rgdos da
planta, ou seja, essas cumarinas como ja mencionado, podem ser consideradas
como fitoantecipinas. Por sua vez, os caules possuem caracteristicas
metabdlicas que se assemelham tanto as raizes quanto as folhas, ja que € o
orgao intermediéario de transporte.

A metodologia usada para avaliacdo do perfil quimico por HS/GC-MS
mostrou-se promissora para a identificagdo da variagdo dos principais
compostos volateis na doenca gomose de citros nos érgaos estudados das
plantulas. Na busca desses biomarcadores quimicos, foi possivel constatar
principalmente a variacdo de compostos na classe dos aromaticos quando a
planta apresenta o sintoma da gomose. Os principais biomarcadores para esta
metodologia sdo o benzaldeido, furfural, D-limoneno, guaiacol, acido benzoico
(metil antranilato), os quais apresentaram maior area percentual. Nas matrizes
doentes de TST e CTSW em suas raizes foi possivel observar a presenca do
composto volatil dictaminol que é um sesquiterpeno, composto ja isolado em
raizes de Dictamnus dasycarpus. E ainda nas raizes dessas plantulas foi
possivel ao compara-las observar que em matrizes resistentes ao oomiceto
observamos a presenca de novos compostos Vvolateis como: r2-
furanocarboxaldeido, cis-prenil-limoneno, alfa-santaleno, cubeneno, isoforona,
dentre outros, evidenciando assim a diferenca na composi¢cdo quimica de
volateis em matrizes de raizes doentes de TST versus CTSW. Um outro dado
de suma importancia nesse estudo de HS/GC-MS foi observado na parte area
dos porta enxertos, a presenca e/ou auséncia de dois compostos volateis em
folhas dessas plantulas, pois quando estudou as matrizes de Laranja Valéncia
enxertadas nas matrizes mais susceptiveis (TST), notou-se uma variacao
acentuada em folhas doentes do composto aromatico guaiacol e a auséncia do
acido benzoico, haja visto que ao comparar as matrizes de Laranja Valéncia
enxertadas nas mais resistentes (CTSW) ocorre o0 inverso, auséncia do
composto aromatico guaiacol com um aumento no acido benzoico (metil
antranilato), esses compostos podem ser considerados fitoalexinas e/ou elicitor.

Estas informacBes abrem a possibilidade de estudos futuros em

engenharia genética da biossintese dos compostos que mais estdo variando
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dentro das matrizes estudadas, com a possibilidade de ver a inducdo de
resisténcia em citros diagnosticados com a gomose. Logo, com base nesse
trabalho, foi possivel concluir que os objetivos do projeto foram alcancados, 0s
estudos dos perfis quimicos permitiram diferenciar as plantas infectadas
(doentes) das sadias de cada plantula em estudo, indicando assim potenciais
fungicidas para futuros estudos frente a Phytophthora nicotianae, além que ao
somar os dados levantados de perfil quimico das plantulas de Citrus sinensis é
notério que de acordo com o porta enxerto a variagdo desses compostos se
comportam de maneira diferentes, possibilitando assim a diferenciacédo entre
eles e a abertura para novos estudos, no intuito de entender a interacao direta
do patogeno e a planta quando testado por exemplo, em ensaios as substancias
gue se mostraram promissoras no estudo de variacao do perfil quimico quando

inoculados ao oomiceto.
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ANEXO

Anexo 01 — Meios de Cultivos
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Espectro de RMN do meio de cultivo de CPZ com Phy na fracdo acetato de etila.
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Espectro de RMN do controle extrato do micélio de CM na fracéo etandlica.

Nomaed sty

|||||

.....

Espectro de RMN do extrato do micélio de CM na fracdo etandlica.
Anexo 02 — Interacéo plantulas versus patdgeno
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Cromatograma de plotagem comparativa varredura em 260 nm, em HPLC- UV do caule superior de
plantulas de CTSW.
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ANEXO 03 - Espectros de RMN da substéncia isoladas do oomiceto
Phytophthora nicotianae no meio de cultivo cenoura e milho (CM) na fracao
acetato de etila.
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ANEXO 04 - Histogramas comparativos dos 6rgaos infectados das plantulas de TST

e CTSW quando inoculados com o oomiceto Phytophthora nicotianae apos as

analises por UHPLC.
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