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RESUMO

“ESTUDOS DA BIOSSINTESE DE PIRANOCUMARINAS EM LARANJA PERA
(Citrus sinensis (L.) Osbeck) E LIMAO CRAVO (Citrus limonia Osbeck)” O
presente trabalho descreve o estudo da biossintese de piranocumarinas em Citrus
sinensis e Citrus limonia. As cumarinas, como outros fenilpropandides, tém origem
biossintética no acido p-hidréxi cinamico e sua grande diversidade estrutural é
devido principalmente a incorporacdo de unidades prenila no anel benzénico. A fim
de obter respostas sobre a reacdo de prenilacdo, foram feitos experimentos de
marcacao isotépica, visando confirmar a biossintese de piranocumarinas. Para
comprovar se a unidade de difosfato de isopentila (IPP) utilizada na prenilagdo da
umbeliferona em C-6 e C-8, levando as piranocumarinas linear e angular
respectivamente, é proveniente da via do mevalonato (MEV), via 2-C-metil-D-
eritritol-4-fosfato (MEP), ou via mista; a biossintese da porcao terpénica da
xantiletina e seselina foi investigada através da incorporacdo de glicose-1-[3C] em
C. sinensis e C. limonia. Para a confirmacdo da rota biossintética, o padrdo de
enriqguecimento foi determinado a partir da comparacédo dos espectros de RMN de
13C guantitativo da xantiletina e seselina isoladas da raiz de C. sinensis e C. limonia
cultivadas em meio MS basal com 100% de glicose e de um segundo experimento
com 75% de glicose-1-[13C]. Os resultados demonstraram que a porcéao isoprénica
deriva exclusivamente da via MEP, pois apenas os carbonos C-1 e C-5 da unidade
de IPP, tanto para a xantiletina de C. sinensis e C. limonia, quanto para a seselina
de C. limonia foram enriquecidos. Através da analise do perfil quimico das partes
vegetais, observou-se a presenca das piranocumarinas somente na raiz de ambas
espécies, indicando que a biossintese das mesmas ocorre nas raizes de citros.
Também foi realizada a quantificacdo de piranocumarinas nas raizes, para
determinacdo de um genotipo que apresentasse maior producdo dessa classe de
compostos. Ao realizar a quantificagdo de piranocumarinas em 12 gendtipos de C.
sinensis e de C. limonia cultivadas in vitro em meio MS basal, observou-se que ha
uma diminuicdo significativa na producéo destas substancias entre os genotipos de
cada uma das espécies avaliadas e que a concentracado destes compostos em C.

limonia é 158,35% maior que em C. sinensis.

Palavras chave: Biossintese, Piranocumarinas, Xantiletina, Seselina e Citrus.
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ABSTRACT

“BIOSYNTHESIS STUDIES OF PYRANOCUMARINS XANTHYLETIN AND
SESELIN IN ORANGE PERA (Citrus sinensis (L.) Osbeck) AND LEMON CRAVO
(Citrus limonia Osbeck)” The present work describes the study of biosynthesis of
pyranocoumarins in Citrus sinensis and Citrus limonia. Coumarins, like other
phenylpropanoids, have biosynthetic origin in p-hydroxy cinnamic acid and their great
structural diversity is mainly due to the incorporation of prenyl units in the benzene
ring. To obtain answers on the prenylation reaction, isotopic labeling experiments
were performed to confirm the biosynthesis of pyranocoumarins. To verify if the
isopentyl diphosphate (IPP) unit used in the prenylation of umbelliferone in C-6 and
C-8, leading to the linear and angular pyranocumarins respectively, comes from the
mevalonate (MEV) pathway via 2-C-methyl-D-erythritol- 4-phosphate (MEP), or
mixed route; the biosynthesis of the terpene portion of xanthyletin and seselin was
investigated by the incorporation of glucose-1 [*3C] into C. sinensis and C. limonia.
For the confirmation of the biosynthetic route, the enrichment pattern was determined
by comparing the quantitative 3C NMR spectra of xanthyletin and seselin isolated
from the C. sinensis and C. limonia root cultured in MS basal medium with 100%
glucose and of a second experiment with 75% glucose-1 [*3C]. The results showed
that the isoprene portion derives exclusively from the MEP pathway, because only
the C-1 and C-5 carbons of the IPP unit, for both C. sinensis and C. limonia
xanthyletin and C. limonia seselin were enriched. By analyzing the chemical profile of
the plant parts, the presence of the pyranocoumarins was observed only in the roots
of both species, indicating that the biosynthesis of the same occurs in the citrus roots.
It was also carried out the quantification of pyranocoumarins in roots, to determine a
genotype that presented higher production of this class of compounds. In the
guantification of pyranocoumarins in the 12 genotypes of C. sinensis and C. limonia
grown in vitro in MS basal medium, it was observed that there is a significant
decrease in the production of these substances among the genotypes of each of the
evaluated species and that the concentration of these compounds in C. limonia is
158,35% higher than in C. sinensis.

Key words: Biosynthesis, Pyranocoumarins, Xanthyletin, Seselin and Citrus.
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1. Introducéo

1.1. Origem e Taxonomia do Citrus

As plantas citricas sdo originarias das regides Umidas tropicais e
subtropicais do continente asiatico e ilhas adjacentes. O comércio entre as nacoes e
as guerras ajudaram a expandir o cultivo dos citros, de modo que, na Idade Média, a
laranja foi levada pelos arabes para a Europa. Em seguida nos anos de 1500,
através das expedicbes de Cristovdo Colombo, mudas de frutas citricas foram
trazidas para o continente americano?. Introduzida no Brasil provavelmente na Bahia
logo no inicio da colonizacdo, a laranja encontrou no pais melhores condi¢des para
vegetar e produzir do que nas proprias regides de origem. Em 1540 j& havia relatos
de laranjas espalhadas pelo nosso litoral> expandindo-se por todo o territério
nacional.

O género Citrus pertence a ordem Rutales, atualmente denominada
Sapindales e a familia Rutaceae que possui 158 géneros com mais de 1900
espécies®. Este género é o representante mais importante da familia Rutaceae e foi
classificado por SWINGLE em 1943 apud?4, como sendo pertencente a subfamilia
Aurantioideae, tribo Citreae, subtribo Citrinae. Em estudos realizados por TANAKA
1977, apud*, foram definidas 162 espécies como representante do Citrus e estudos
guimiotaxondmicos indicaram que este género compreende apenas quatro espécies
selvagens alopatricas conhecidas. Duas espécies tropicais: C. halimi B.C Stone
(Peninsula Malaia e Borneo) e C. grandis Osbeck [= C.maxima (Burm.) Merr.]
(Toranja, do sudeste da Asia) e duas subtropicais: C. medica L. (cidra) e C. reticulata
Blanco (tangerina, mandarim). Os demais representantes desse grupo sao tidos
como hibridos naturais®.

Atualmente, a maiorias das espécies de Citrus tem sido considerada
como resultado de hibridizagdo natural. A espécie Citrus sinensis (L.) Osbeck que
representa as laranjas doces, predomina na maioria dos paises citricolas. Sua
origem é proposta por SWINGLE & REECE, 1967 apud?4, como sendo proveniente
do cruzamento de C. grandis x C. reticulata. Os dados citoplasmaticos sugerem a
contribuicdo materna de C. grandis na formacédo de C. sinensis. Ja a espécie Citrus
limonia Osbeck possui trés tipos de cruzamentos propostos entre C. medica x C.

lima x espécie ndo idetinficada, C. medica x lima e C. medica x lim&o rugoso*.
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1.2. A citricultura no Brasil e no mundo

Os mais importantes paises produtores de frutas citricas sédo o Brasil,
responsavel por cerca de 24% da producdo mundial, China também com 24%
seguida pelos Estados Unidos com 11%. O Brasil aparece em primeiro novamente,
como sendo um dos maiores produtores de laranja no mundo (29%), seguido pelos
Estados Unidos (11%), india e China com cerca de 8% cada®.

O Brasil, desde a década de 80, é detentor do titulo de um dos maiores
produtores mundial de citros. O Brasil detém 50% da producdo mundial de suco de
laranja, exporta 98% do que produz e consegue incriveis 85% de participacdo no
mercado mundial®. Estimativas apresentadas pela Associacdo Nacional dos
Exportadores de Sucos Citricos (CitrusBR) realizada pelo Fundo de Defesa da
Citricultura (Fundecitrus), a safra 2015/2016 foi finalizada em 300.650.000 caixas de
40,8 quilos em todo o cinturdo citricola de Sédo Paulo e Triangulo Mineiro. Desse total
261.586.000 caixas foram destinadas ao processamento para producdo de suco,
sendo, portanto, 39.064.000 caixas pertencentes ao mercado interno de frutas in
natura. Os dados apontam uma média de volume de vendas na faixa de 1,0 milhdo
de toneladas (300 milhdes de caixas de 40,8 quilos de laranja) nos Ultimos 10 anos’.
Estima-se que a safra 2016/2017 sera 18,3% menor em relacéo a safra 2015/2016.
Embora o nimero de arvores produtivas seja 0,8% maior se comparado ao periodo
anterior, o numero de frutos por arvore apresenta uma diminuicdo de 13,7%. Dessa
forma, segundo é apresentado pela instituicdo, espera-se uma queda na producéo
de caixas por hectare de 14,8%".

A cultura dos citros atualmente encontra-se disseminada em todo
territério nacional, e com grande importancia econémica e social para varios estados
como Sao Paulo que é maior produtor nacional, responsavel por 74% da producéao,
seguido pela Bahia com 5,66%, Minas Gerais 5,09%, Sergipe 3,56%, Rio de Janeiro
3,46%, dentre outros. As maiores plantacdes sdo de laranja Péra (Citrus sinensis),
tangerina (C. reticulata), toranja (C. paradisi) e o limdo Cravo (C. limonia). E as
menores plantacdes sdo de lima (C. aurantifolia) e cidra (C. medica)?.

A maioria das laranjas e tangerinas de melhores qualidade s&o obtidas
de enxertos das mesmas sobre o limédo Cravo o qual é conhecido também pelos
nomes de Rosa, Selvagem, Vinagre, Vermelho, Limpa-tacho e Bugre. O limdo Cravo

segundo SWINGLE em 1948 apud?, é um hibrido natural de lim&o (C. limon) e uma
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tangerina (C. reticulata), originario na regiao de Canton no sul da China. O emprego
deste como porta-enxerto, recebe um grande incentivo pois apresenta algumas
vantagens tais como resisténcia ao virus da tristeza dos citros, a seca e ao frio,
facilidade de obtencdo de sementes, precocidade no inicio de producéo,
compatibilidade com todas as cultivares copas e aumento da produtividade, além de
obter-se mudas praticamente idénticas a planta-méae e uniformidade destas, uma vez
gue o0s porta-enxertos séo poliembridnicos*.

Sendo assim, o lim&o Cravo € o principal porta-enxerto sobre o qual a
citricultura brasileira foi constituida, estando presente na maioria dos enxertos
plantas citricas. Outros porta-enxertos como tangerina Cledpatra, Sunki e o trifoliata
também séo utilizados, permitindo a obtencdo de frutos de boa qualidade e
maturacdo mais tardia, resisténcia ao ataque de patégenos e resisténcia da planta a
estresses bidticos e abioticos, resultando em aumento significativo na producao,
trazendo grandes beneficios aos produtores?.

A laranja Péra é a principal variedade de citros do pais, pois seus frutos
apresentam excelente qualidade. O seu cultivo consiste em cerca de 38% em
relagdo ao numero total existente para laranjas doces. Essa participagdo ja atingiu
indices maiores, superando 50%. A provavel explicacdo para esse menor interesse
pela Péra esta na hipotese de que a mesma € uma variedade de laranja que mais
apresenta surtos vegetativos, sendo consequentemente muito perseguida por
cigarrinhas transmissoras da clorose variegada dos citros (CVC). Entretanto, a
espécimen de laranja Péra enxertada sobre o limdo cravo ainda € uma das plantas

mais utilizada na citricultura brasileira nos Ultimos anos*.

1.3. Doengas que acometem as culturas de citros

Os citros estao sujeitos a problemas sanitarios através do ataque de
diversos patdgenos acarretando uma série de doencas, sendo estes considerados
como fatores limitantes para o cultivo®. Além de perdas na producdo, tais fatores
causam diminuicdo da qualidade do fruto e até destruicdo de pomares inteiros. A
doenca que acomete a cultura é definida como um disturbio fisioldgico, resultado de
uma irritacdo continua causada por agentes bioticos ou abidticos. Dentre estes
destaca-se o0s agentes bidticos, que podem ser fungos e bactérias, além dos virus,

viroides e nematoides®.
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As plantas citricas podem ser atacadas por insetos que séo vetores de
uma série de doencas danosas a cultura de citros, tais como &acaros, cochonilhas,
coleobrocas (besouros que perfuram tronco e ramos), pulgdes, moscas-das-frutas,
lagartas, cochonilhas, formigas e cigarrinhas®. Estes sdo vetores de doencas
comuns a citricultura, causadas por:

= Virus: tristeza dos citros, morte subita dos citros, leprose dos
citros, sorose e xiloprose

*= Fungos: verrugose, gomose, melanose, rubelose, mancha preta
e podridao de Alternaria alternata.

= Bactérias: cancro citrico, clorose variegada dos citros (CVC) e
huanglongbing (HLB).

A Figura 1.3.1. mostra uma linha do tempo, constando as principais
doencas que atacam a cultura com informacdes sobre os primeiros casos no Brasil,
os danos, os vetores e patdgenos causais. Acredita-se que numerosas doencas tém
atacado as plantas citricas ja na sua regido de origem e que a sua ocorréncia
generalizada é a consequéncia humana das viagens internacionais e do comércio.
Muitas das doencas tém sido qualificadas como devastadoras. Isso ndo é exagero,
considerando que algumas delas quase causaram a destruicdo da indUstria citrica,

em alguma parte do mundo, em um momento ou outroZ.

2001 - Triangulo Mineiro
Morte stbita do citros

1937 - Vale do Paraiba SP
Tristeza do citrus

Patdgeno: virus da tristeza do citrus Patégeno: ? 2004 - Sdo Paulo
. o 1980 - Rio de Janeiro Acredita-se ser um variante do Huanglonbing - HLB - Greening
Vetor: Pulgdo preto — Toxoptera citricidus irus da tri doci . N .
Pinta Preta virus da tristeza do citrus  patégeno: Candidatus Liberibacter spp
Patdgeno: Guignardia citricarpa ] Vetor: Diaphorina citri
v ¥
1957-SPe PR 2001 - Rio de Janeiro
Cancro citrico Mancha marrom de Alternaria
Patdgeno: Xanthomonas citri subsp. Citri Patégeno: Alternaria alternata sp. citri

1933 -Sp
Leprose do citrus
Patdgeno: virus da leprose do citrus
Vetor: acaro Brevipalpus phoenicis

1987 - Triangulo Mineiro MG
Clorose Variegada do citros — CVC
' Patdgeno: Xylella fastidiosa

X ' Vetor: 12 espécies de cigarrinhas

Vetor: n3o caracterizad
; -

FIGURA 1.3.1. Histérico de surtos das principais doengas de citros no Brasil.
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Para o controle fitossanitario de doencas que atacam a citricultura, o
uso de pesticidas contribui para 0 aumento da produtividade agricola, mas também
tem sido responsavel por efeitos adversos sobre o meio ambiente e a salde humana
10, Atualmente, com o avanc¢o da agricultura de base agroecoldgica, novas medidas
para o controle de pragas e doencas vém apresentando destaque, tal como a busca
de plantas e porta enxertos que possuam resisténcia e sejam, portanto, menos
suscetiveis ao ataque de patdgenos*. Além disso, faz-se necessario avaliar o perfil
quimico de plantas doentes x plantas sadias e detectar possiveis metabdlitos que
sejam responsivos a infeccdo. Esse conhecimento aliado a estudos biossintéticos,
metabolémicos, protebmicos e a engenharia genética, possibilita realizar o
melhoramento genético, a obtencédo de plantas mais resistentes frente as doencas

gue acometem a cultural®,

1.3.1. Clorose Variegada dos Citros

A Clorose Variegada do Citros (CVC) ou Amarelinho como é
popularmente chamada, ja foi considerada uma das mais sérias doencas, causadora
de prejuizos na citricultura brasileira. A doenca foi nomeada por causa da aparéncia
clorética da arvore, assemelhando-se a uma deficiéncia do zinco®!. Foi identificada
pela primeira vez no ano de 1987 em pomares do norte e nordeste de Sdo Paulo e
também no triangulo mineiro*. A CVC, causada pela bactéria Xylella fastidiosa, é
uma doenca bacteriana transmitida por enxertos e cigarrinhas das familias
Cicadellidae e Cercopidae. H& pouca informacao sobre cultivares de laranja doce
tolerantes a CVC (Citrus sinensis (L.) Osbeck)?*?.

A bactéria coloniza os vasos do xilema e interrompe o transporte de
agua e nutrientes do sistema radicular para o dossel levando a uma notavel reducéo
da taxa de transpiracéo e fotossintese em folhas devido a alteragdes fisiologicas. A
diminuicdo da assimilagcdo de COz, da condutancia estomatica, da transpiracéo e do
fluxo de seiva também ja foi observado. Tais sintomas da CVC estdo diretamente
relacionados ao estresse hidrico, que é o mecanismo mais aceito de patogenicidade
causado pela obstrucdo do xilema por agregados bacterianos, gomas e tiloses!?. Os
sintomas em laranja doce incluem manchas amarela nas folhas, com les6es distintas
na superficie adaxial da folha. Em folhas mais velhas, essas lesbes se estendem

através da folha para formar bolhas gomosas semelhantes as lesbes na superficie
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abaxial'>. Em arvores severamente afetadas, os entrenés sdo marcadamente
encurtados, e as folhas sdo anormalmente pequenas. Além disso, os frutos séo
severamente prejudicados, permanecendo pequenos e duros na época da
colheital?13,

Quanto a suscetibilidade ao CVC, todos os cultivares de laranjeira doce
avaliadas até o momento foram susceptiveis em maior ou menor extensédo. Por outro
lado, plantas de outras espécies citricas e outros géneros relacionados, como
Fortunella spp. e Poncirus trifoliata, nao apresentaram sintomas ou n&o
apresentaram a presenca bacteriana em condi¢des naturais. Existem algumas
diferencas entre cultivares de laranjeira doce em termos de expressao de sintomas.
As laranjas Valéncia, Péra e Bardo sdo consideradas as variedades mais
suscetiveis, enquanto as laranjas Rubi, Westin e Ovale mostraram-se menos
sintomaticas®.

Vérios estudos tém tentado elucidar as alteracbes quimicas causadas
por CVC. A concentracdo de metabdlitos secundarios pode diferir em &arvores
doentes, como mostrado em alguns estudos. Foi relatado por RIBEIRO et al., 2008,
que a concentracdo do flavonoide hesperidina, aumenta nas células de mesofilos
foliares de arvores afetadas e de uma piranocumarina linear nas raizes de C.
limonia'4. Outros metabdlitos secundarios também sugerem infec¢do por CVC,
como as fitoalexinas e fitoanticipinas que sdo substancias antimicrobianas que se
acumulam apés a infeccao por patégenos. Estudos de microscopia eletrbnica de
varredura em folhas com sintomas de CVC realizado por SOARES et al., 2015,
mostraram ocluséo de vasos por biofilme e observou-se um material cristalizado. Os
tecidos de C. sinensis, C. limonia e o enxerto de C. limonia x C. sinensis, foram
analisados via espectrometria de massas por imagem (MALDI-MSI) para confirmar a
presenca de hesperidina no local da infec¢cdo. As imagens construidas a partir de
dados de MS/MS com um ion de fragmento diagndstico especifico (m/z 483)
mostraram intensidades ibnicas mais elevadas para este em plantas infectadas do
gue em amostras saudaveis, principalmente nas regides dos vasos vasculares. Isso
sugere que a hesperidina desempenha um papel na interacdo planta-patdogeno,
provavelmente como uma fitoanticipina'®.

A X. fastidiosa € uma bactéria gram-negativa limitada ao xilema de uma
ampla variedade de plantas perenes e é responsavel por perdas significativas na

cultura de citros. As perdas econdémicas para a citricultura paulista ja foram estimada
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em US$ 286 - 322 milhdes por ano®. Por muitos anos a CVC causou danos nas
principais regides produtoras de laranja do Brasil, localizadas no Estado de S&o
Paulo. No entanto, a adocdo em larga escala de medidas realizadas pelos
citricultores, como o plantio de mudas sadias, eliminacdo de plantas doentes entre
outras melhorias, levou a queda na incidéncia de plantas doentes de 38% em 2012,
para 7% em 2015 e 3% em 2016%’. A bactéria foi isolada pela primeira vez a partir
de videiras afetadas pela doenca de Pierce (PD) na California e foi identificada pela
primeira vez como agente causal do CVC em 19918, Até meados de 2013, culturas
puras da X. fastidiosa foram obtidas a partir de mais de 20 espécies de arvores
frutiferas, ornamentais e florestais nos EUA*2.

A acdo da bactéria X. fastidiosa consiste na obstrucdo vascular direta
por compostos de alto peso molecular e/ou como um composto quimico perturbando
o metabolismo foliar, causando necrose marginal da folha®®. A bactéria é capaz de
crescer formando um biofiime, e isso é um fator importante para a sua

patogenicidade®®.

1.3.2. O cancro citrico

O cancro citrico é causado por Xanthomonas citri subsp. Citri (X. citri),
gue é a doenca bacteriana mais adversa e extensa que afeta as culturas de citros. A
mais antiga constatacdo da doenca foi feita em 1933 em folhas herbarizadas de
C.medica L. coletadas na india entre 1827 e 1831. A doenca é originaria da Asia,
ocorrendo de forma endémica em todos os paises produtores. No Brasil, sua
primeira constatacdo deu-se no municipio paulista de Presidente Prudente em
19574,

Os sintomas tipicos da doenca sdo manchas e lesfes necroticas em
frutos, caules e folhas. A desfolhagem, a deterioracdo do galho e a queda precoce
do fruto sdo os principais danos da doenca, diminuindo a qualidade e a
produtividade dos frutos®. E uma doenca devastadora de pomares,
economicamente representativa e acomete varias espécies citricas, tais como a
lima, a laranja, o liméo, o pomelo, etc?l. Atualmente a doenca é reconhecida por pelo
menos 4 tipos distintos: o cancer asiatico cancrose A, cancrose B, cancrose da lima
mexicana e de Citrus bacteriose). Entre estes tipos, 0 cancer asiatico (cancrose A) &

0 mais destrutivo para os principais cultivares de plantas citricas?..
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Além da erradicacdo de plantas contaminadas, muitas substancias
quimicas séo utilizadas e novos produtos estdo sendo desenvolvidos continuamente
para evitar a doenca. Os produtos contendo cobre oferecem alguma protecao
juntamente com antibioticos de campo, especialmente a estreptomicina, sendo estes
utilizados como agentes preventivos em cultivos alimentares?!. As aplicacGes
curativas de pesticidas baseados em produtos quimicos reduzem a proliferacéo
bacteriana ou a propagacdo da bactéria, no entanto, atualmente ndo ha cura para
casos da doenca que ja progrediu. Além disso, 0 uso de agroquimicos para a
prevencdo do cancro citrico embora possam reduzir as perdas causadas pela
doenca, sdo de alto custo e seu uso prolongado pode levar a resisténcia a
patégenos, a poluicdo do solo e tem efeitos nocivos para a saude humana?!22,
Assim, tais medidas ndo podem ser usadas permanentemente, necessitando da
utilizacdo de novas abordagens, como o desenvolvimento de antibidticos néo
nocivos ao homem e ao meio ambiente e que sejam eficazes, impedindo o cancro
citrico generalizado??. Além disso outras medidas, tais como o uso de técnicas
bioldgicas e a engenharia genética, que vem se tornando uma estratégia importante
e promissora na protecéo das culturas contra insetos-praga e agentes patogénicos.

As chuvas e o vento durante todo o periodo de crescimento das hastes
e frutos sao os principais fatores ecolégicos que agravam a infeccao causada pela X.
citri. Apds a disperséo, a bactéria cresce epifiticamente sobre a superficie foliar
formando uma estrutura de biofilme para obter condicGes ambientais mais favoraveis
para o crescimento e sobrevivéncia antes de entrar nos tecidos?°. A formacdo de
biofilmes tem sido correlacionada com a viruléncia de X. citri e desenvolvimento de
cancro citrico. Além disso, a interferéncia na formacdo de biofiimes tem sido

associada a resisténcia ao cancro nas plantas citricas?°.

1.4. Quimiossistematica da familia Rutaceae

A quimiossistematica inclui a quimica como parte da histéria natural da
planta com referéncia a sua relagdo com outras similares e sua interacdo com seu
ambiente, tanto vivo como ndo vivo, fundindo-se a fitoquimica®®. Avangos em
instrumentacdo analitica, em particular a cromatografia, seguida de métodos de
deteccdo eletrdnicos, aceleraram esses estudos, culminando no perfil metabodlico. A

enorme variedade de constituintes quimicos isolados de plantas combinadas com os
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dados morfoldgicos e citolégicos assumem o seu lugar como parte da histéria natural
geral do organismo em seu ambiente?3,

Desde os dias pioneiros da quimica que envolve metabolismo
secundario de plantas, a familia Rutaceae tém recebido muita atencédo. Esta familia
é relativamente bem estudada e bem conhecida por sua alta diversidade de
metabolitos secundarios. A quimiossistematica desta familia foi revisada por SILVA
et al., 1988, sugerindo uma taxonomia mais natural e uma interpretacéo evolutiva da
familia; mostrando que a mesma se baseia principalmente em alcaloides derivados
do &cido antranilico, cumarinas, lignanas, flavonoides e limonoides?*. O género
Citrus € o representante comercial mais importante da familia Rutaceae e seu perfil
guimico é caracterizado pela presenca de cumarinas, limonoides, flavonoides e
demonstra escassez em quantidade e diversidade de alcaloides derivados do acido

antranilicol4.

1.4.1. Cumarinas

As cumarinas sdo compostos importantes que contribuem para a
adaptacdo das plantas aos estresses bhibdticos ou abibticos. Sdo uma classe de
metabdlitos secundarios que estdo distribuidas por todas as espécies de Citrus?®.
Essas substancias ja foram relatadas na literatura apresentando atividade anti-
inflamatéria, efeito analgésico?®, atividade fungicida?’, potencial efeito inibidor da
colinesterase (ChE)?® e da enzima acetilcolinesterase (AChE), sendo consideradas
um importante alvo para o tratamento da doenca de Alzheimer?®. As cumarinas
naturais, encontradas nos citrinos, possuem uma gama de atividades
anticarcinogénicas®, efeitos neuroprotetores3! e se apresentam como fitoalexinas
associadas a resisténcia dos citros aos patogenos Penicillium digitatum e
Phytophthora citrophthora32:33,

As cumarinas sao compostos fenodlicos derivados do acido cinamico,
constituidas por anéis de benzeno e a-pirona fundidos. S&do derivadas da via dos
fenilpropanoides/chiquimato em plantas e pertencem a categoria de benzo-a-pirona,
enquanto os flavonoides pertencem a benzo-y-pirona. Sao relatados quatro subtipos
de cumarinas, que incluem cumarinas simples (hidroxiladas, alcoxiladas, alquiladas

e suas formas glicosidicas), furanocumarinas (anel cumarina ligado a anel furano),
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piranocumarina (anel cumarina ligado a anel pirona) e pirona substituidas
(substituicdo no anel de pirona em C-3 ou C-4)34.

Entre as cumarinas, a umbeliferona ocupa uma posicdo central na
biossintese de outros esqueletos desta classe. Estudos indicam que umbeliferona se
forma a partir da 2’-hidroxilacdo do &cido p-cumarico, via uma etapa bioquimica
desconhecida obtendo-se o acido 2'.4’-di-hidroxicinamico, o qual se lactoniza
espontaneamente. Com base em uma publicacdo recente de um gene que codifica
uma 2-oxoglutarato-dependente dioxigenase de Arabidopsis thaliana, a qual exibiu
atividade a feruloil-CoA 6’-hidroxilase, VIALART et al.,, 2012 combinaram uma
abordagem de bioinformatica com um rastreamento de biblioteca de cDNA e
identificaram um gene ortélogo ORF (Genbank, JF799117) em Ruta graveolens L.
(Rutaceae)3>%, Esta ORF mostrou 59% de identidade dos aminoacidos com feruloil-
CoA 6’-hidroxilase, e foi funcionalmente expressa em Escherichia coli, convertendo
feruloil-CoA em escopoletina e p-coumaroil-CoA em umbeliferona com atividade

equivalente (Figura 1.4.1.1).

0
I

X inamato 4"-hidroxil:
QH Ccinamato idroxi 1'-':1: m-coumaroil-CoA
4'-coumaroil-CoA ligase H 07 NSCoA

acido cinamico

| 4'-conmaroil-CoA

feruloil-CoA ‘ 2"-hidroxilase
6'-hidroxilase (JF799117)
(JET99117)
=
AleO 1 SCoA
' - SCoA H OH ,;!
H C! 0,p-coumaroil-CoA
feruloil-CoA
l RS
e
MeO H 0
= umbeliferona
—
H 0

escopoletina

FIGURA 1.4.1.1. Biossintese das cumarinas umbeliferona e escopoletina, adaptado
de VIALART et al., 201236,
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Essa bi-funcionalidade do gene, foi confirmada por expressao
transiente de JF799117 em Nicotiana benthamiana, a qual produziu plantas com
folhas contendo altos niveis de umbeliferona e escopoletina em comparacdo com
plantas controle, as quais continham apenas tracos desses compostos36. Portanto,
JF799117 codifica uma 4’-coumaroil-CoA 2’-hidroxilase em R. graveolens, o que
representou um passo nao caracterizado anteriormente na biossintese de

umbeliferona em plantas®®.

1.4.2. Pirano e Furanocumarinas e a biossintese

A grande diversidade estrutural das cumarinas € devido principalmente
a incorporacao de unidades prenila. A prenilagdo da umbeliferona em C-6 leva a
formacgéo de Pirano e Furanocumarinas lineares e em C-8 a formagéo de Pirano e
Furano cumarinas angulares®’, que constituem uma classe de compostos fendlicos
secundarios e sao um sub-grupo de mais de 1500 cumarinas naturais,
essencialmente encontradas em quatro familias de plantas superiores: Apiaceae,
Rutaceae, Fabaceae e Moraceae3:%,

As reacdes de prenilacdo sdo mediadas por preniltransferases. Estas
enzimas além de catalisarem a condensacdo de unidades isoprénicas, também
catalisam a adicdo de grupamentos isoprénicos sobre esqueletos carbonicos, como
0 que ocorre na formacdo das pirano e furanocumarinas, ao ser incorporado ao
esqueleto cumarinico uma unidade prenila®’. Essas reacdes possuem como
precursor o difosfato de isopentila (IPP), que em plantas, € sintetizado através de
duas vias diferentes: a do mevalonato (MVA) e da triose-piruvato (MEP)%’.

Ha dois tipos de furanocumarinas derivadas de duas vias biossintéticas
paralelas: linear (derivadas de psoraleno) e angular (derivadas de angelicina). A
literatura possui dados que permitem sugerir que estas duas vias surgiram como o
resultado da coevolugcdo geral entre plantas e insetos®. Entre esses dados a
interacdo entre a larva da borboleta Depressaria pastinacella e a planta Pastinaca
sativa (Apiaceae) mostra que, embora furanocumarinas lineares sejam mais toxicas
do que as angulares, derivados desta ultima exibem um efeito sinérgico sobre as
primeiras, tornando a mistura mais dificil para o inseto se desintoxicar®. A hip6tese
eé de que furanocumarinas angulares apareceram mais tarde do que as lineares

durante a evolugdo das plantas, ou seja, somente ap0s o0 inseto desenvolver
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mecanismos para se desintoxicar das estruturas lineares. Esta hipGtese é
consistente com a observagdo de que furanocumarinas angulares s&o sempre
encontradas concomitantemente com estruturas lineares no reino vegetal, enquanto
que tipos lineares podem ocorrer isoladamente3?:35,

Durante os ultimos anos, muitas enzimas envolvidas na biossintese
das furanocumarinas tém sido descritas ao nivel molecular, incluindo duas P450
(psoraleno sintase e angelicina sintase)*?4! bergaptol O-metiltransferase*?, e uma
dioxigenase Fe/oxoglutarato-dependente de 4’-coumaroil CoA (C2'H) que produz
umbeliferona, o precursor de cumarinas®®, a qual foi citada no item anterior (Figura
1.4.1.1). No entanto, a enzima envolvida no passo principal da biossintese das
furanocumarinas permanecia desconhecida, ou seja, aquela que catalisa a
prenilacdo de umbeliferona levando a demetilsuberosina ou ostenol. Este passo
enzimatico é importante por duas razdées. Em primeiro lugar, a via da umbeliferona a
furanocumarinas € restrita a um pequeno numero de plantas superiores, sugerindo
uma distribuicdo limitada de preniltransferase (PT). Em segundo lugar, a prenilacdo
de umbelliferone em C-6 ou C-8 é necessario para levar as furanocumarinas lineares
ou angulares*344, através dos intermediarios chaves demetilsuberosina ou ostenol,
respectivamente.

O isolamento e a identificacdo de uma preniltransferase foram feitos na
década de 1970*, no entanto, até recentemente, o gene responsavel pela
prenilacdo de umbeliferona ndo foi identificado. KARAMAT 2014 e colaboradores
recentemente identificaram uma PT ligada a membrana (PcPT) na salsa
(Petroselinum crispum) e caracterizaram as propriedades do gene que codifica a sua
producdo*4. Para isolar o primeiro gene envolvido na sintese de PT de cumarinas, os
autores desenvolveram primers degenerados baseando-se nos aminoacidos
conservados em outras PTs aromaticas. Usando estes primers, uma estratégia
baseada em PCR foi utilizada para clonar uma PT cDNA das folhas de P. crispum, a
qual foi nomeado PcPT (Genbank numero de acesso AB825956). A expressao do
gene da PcPT foi encontrada em toda a planta de P. crispum, e foi aumentada por
irradiacdo UV, com um concomitante aumento na producéo de furanocumarinas. A
localizacdo sub-celular do gene PcPT foi demonstrada estar nos plastidios. A
caracterizacao funcional do gene da PcPT em um sistema de expressao transiente
com Nicotiana benthamiana mostrou que PcPT apresenta: (i) atividade de prenilacao

para umbelliferona com forte especificidade para o difosfato de dimetilalila (DMAPP)
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como um doador de prenila, (ii) a atividade dominante na prenilagédo de umbeliferona
em C-6 levando a demetilsuberosina, e (iii) menor atividade em C-8 de umbeliferona
levando a ostenol** (Figura 1.4.2.1).

A proteina PcPT de P. crispum foi encontrada nos plastidios da planta,
onde é utilizado DMAPP derivado de 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato, ou seja, o
caminho MEP. Estes dados sdo consistentes com o0s experimentos com deoxi-D-
xilulose marcada com deutério em Apium graveolens, 0os quais mostraram que

DMAPP envolvido na biossintese de furanocumarina era derivado do caminho

MEP%®,
=

m

S

H Yo 0”0
m PcPT demetilsuberasina psoraleno
Sy
H 0

umbeliferona =

astenol angelicina

FIGURA 1.4.2.1. Prenilagdo de umbeliferona pela enzima PcPT de P. crispum,
adaptado de KARAMAT et al., 201444,

As piranocumarinas, como a xantiletina e seselina, sdo descritas
principalmente em Rutaceae e Apiaceae e sdo consideradas o0s principais
metabdlitos de Petroselinum crispum e Ammi visnaga®®. Além disso, as cumarinas
preniladas foram isoladas de varias plantas, em particular, de espécies de
Rutaceae®® e estdo largamente distribuidas em todas as espécies do género Citrus.
As piranocumarinas também existem como lineares e angulares (Figura 1.4.2.2),
assim como as furanocumarinas. As piranocumarinas possuem um importante papel
no mecanismo de defesa das plantas contra patégenos*’, apresentam-se como
inibidoras do fungo simbiético das formigas*® além de possuir atividade
antinociceptiva*® e anti-HIV50:51,

A biossintese de piranocumarinas ainda nao foi investigada ao nivel da
formacédo do anel pirano®®. PARK et al., 2010, apenas clonaram e caracterizaram as
enzimas fenilalanina amonia-liase e cinamato 4-hidroxilase envolvidas na formacéo

da umbeliferona para biossintese de piranocumarinas em Angelica gigas

14



Introducéao

(Apiaceae)®?. Entretanto, enzimas que catalizam a formacdo das piranocumarinas
xantiletina e seselina a partir da umbeliferona ainda ndo foram isoladas e
caracterizadas. Outro fato relevante que justifica o desenvolvimento do presente
trabalho é que até o momento, além de néo ter as enzimas envolvidas na formacéo
do anel pirano caracterizadas, a origem da unidade de IPP para as piranocumarinas
angulares e lineares em nenhuma espécie de planta ou micro-organismo foi

determinada.
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FIGURA 1.4.2.2. Proposta biogenética para piranocumarinas.

1.5. HPLC-SPE-UV-NMR

Durante as Ultimas décadas, uma atencdo consideravel tem sido
voltada para o desenvolvimento de separacbes a base de HPLC combinado ao
equipamento de RMN. A ressonancia magnética nuclear € uma das mais poderosas
técnicas espectroscopicas, uma vez que este é capaz de fornecer grande
quantidade de informacao estrutural de uma molécula, por ser uma técnica nao
destrutiva. A hifenizacdo de HPLC com espectroscopia de RMN provou ser uma
poderosa ferramenta analitica que pode ser usada na elucidacdo de compostos de
misturas complexas, possibilitando a determinacédo estrutural de novos produtos
naturais diretamente a partir de extratos brutos, diminuindo grandemente a

necessidade de isolar e purificar compostos individuais®*°*. Com a hifenacéo, o
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manuseamento da amostra é minimizado. Isto significa que apds a inje¢cdo da
mistura, os compostos separados sao transferidos para o RMN sem acesso de ar ou
luz e sem qualquer manipulagcdo manual da amostra.

A primeira experiéncia de HPLC-RMN foi publicada por WATANABLE e
NIKI em 1978, apresentando resultados com pausa de fluxo acoplado a um sistema
de RMN de 60 MHz. O primeiro experimento de fluxo continuo foi publicado por
BAYER et al.,, em 1979 usando um espectrometro de RMN de 90 MHz. E uma
técnica utilizada em muitos campos diferentes. A maioria das publicacfes esta em
aplicagbes farmacéuticas, produtos naturais, metabolismo e descoberta de novos
farmacos, produtos de degradacado e caracterizacdo de impurezas séo de interesse
principal®®.

Utiliza-se normalmente duas técnicas diferentes de interfaceamento
entre HPLC e RMN: o modo de “fluxo continuo” (do inglés “on flow”) e o modo de
“fluxo interrompido” (do inglés “stoped flow”)*6. Os modos de hifenacdo e as

configuracdes de interfaceamento de HPLC — NMR podem ser visualizados abaixo

na FIGURA 1.5.1.
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No primeiro modo, o de “fluxo continuo”, a amostra é transferida para a
sonda de RMN durante a separacdo cromatogréfica (continuamente, enquanto a
separacao cromatografica esta em andamento) e o espectro é entdo adquirido. No
segundo modo, de “fluxo interrompido”, tanto a HPLC como a RMN séo iniciadas em
conjunto. No entanto, o RMN n&o adquire os dados imediatamente. Assim que o
sinal de interesse for detectado pelo detector de HPLC, o fluxo é parado e a RMN
sera iniciada para adquirir dados. Neste caso podem ser realizados experimentos
unidimensionais e bidimensionais com supressao de solventes. Apds a conclusao
dos experimentos de RMN do primeiro pico detectado o fluxo é retomado
automaticamente até a deteccdo do préximo pico de interesse. Quando a préxima
banda de interesse adentra a sonda de RMN, a corrida cromatografica é pausada
novamente para a aquisicdo dos espectros de interesse referente a outra banda®®.

A principal desvantagem do modo “fluxo continuo” € o pequeno tempo
de analise disponivel, sendo permitida a aquisicdo de espectros de RMN com
poucos scans, somente de 'H. Ja no modo “fluxo interrompido”, como a corrida
cromatografica € interrompida, a banda cromatografica pode permanecer dentro da
sonda de RMN por tempo indeterminado, sendo possivel obter espectros com maior
namero de pulsos e também experimentos bidimensionais. A desvantagem dessa
técnica € que, como a corrida cromatografica € interrompida, pode haver
alargamento das demais bandas da amostra, dificultando a andlises dos compostos
posteriores®’.

Para solucionar os problemas citados acima, tém-se desenvolvido o
acoplamento envolvendo o HPLC, com a técnica “loop storage” e também a extragao
em fase sdlida (SPE, do inglés “Solid Phase Extraction”), onde nestes arranjos as
diferentes bandas cromatograficas sao “trapeadas” ou “aprisionadas”, para analise
posterior. Na técnica denominada “loop storage” (armazenamento em loop) os
compostos de interesse sdo aprisionados em “loops” separadamente durante a
corrida, onde somente apd6s o final da separacdo cromatogréfica é que sé&o
transferidas para o RMN. Dessa maneira elimina-se o problema de alargamento de
bandas. Esta experiéncia permite o fracionamento de picos individuais através da
coleta em loops. A coleta pode ser realizada automaticamente e funcionaria
similarmente deteccdo em fluxo interrompido. Sempre que o detector de HPLC
detectar um pico, uma fracdo sera recolhida dentro de um determinado ciclo, porém

a corrida ndo é pausada®®.
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Um procedimento mais moderno € a técnica de SPE (extracdo em fase
solida), onde as bandas s&o aprisionadas em cartuchos de SPE. Esta técnica surgiu
em 1999 e sua principal vantagem consiste na melhora da sensibilidade ao permitir
que o isolado seja concentrado através da realizacdo de varias corridas
cromatograficas consecutivas. Isto fornece material suficiente para experimentos
mais exigentes ou a detec¢cdo de compostos com baixa concentragdo na amostra. O
cartucho de SPE absorve o pico desejado e depois da amostra ser seca com N2
gasoso o conteudo é finalmente eluido do cartucho para a sonda de RMN. A outra
vantagem é a minimizacdo de custos, visto que somente as bandas trapeadas nos
cartuchos SPE é que sao eluidas com solventes deuterados, sendo assim o sistema
do HPLC pode funcionar com solventes normais e somente no ato da transferéncia
dos analitos trapeados dos cartuchos para o magneto € que se utiliza solventes

deuterados®3:58-

1.6. RMN e a Biossintese

O estudo para a determinagcdo de rotas biossintéticas de metabdlitos
secundarios esta associado ao fato de que quando uma substancia com alguma
atividade biolégica e de interesse farmacoldgico é isolada, muitas vezes é
necessario otimizar a producdo desses metabdlitos. Para tanto é importante
conhecer as enzimas envolvidas na biossintese, além de conhecer seu mecanismo
de acao, seus ativadores e inibidores. Os estudos de marcacao isotépica sdo de
grande importancia, uma vez que permitem a determina¢éo da via operante, além de
predizerem as principais organelas ou compartimentos envolvidos na biossintese
dos metabdlitos considerados®.

A via do Chiquimato existe em plantas, algas, fungos e bactérias. E
composto por sete reacdes enzimaticas que combinam o0s intermediarios
fosfoenolpiruvato (PEP) e D-eritrose 4-fosfato (E4P) para formar o corismato (CHR).
Um papel essencial da via do Chiquimato para o metabolismo celular é o
fornecimento de precursores para a biossintese de aminoacidos aromaticos,
incluindo fenilalanina, tirosina e triptofano. Nas plantas, esta via é também a fonte de
material para a producdo de metabdlitos secundarios da classe dos alcaloides,
flavonoides e cumarinas®.

Inicialmente o acido mevalbnico era conhecido como o Unico precursor

responsavel pela biossintese universal que levava a formag¢do das unidades de
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IPP%! e posteriormente foi verificado que outra via também estava envolvida na
formacao de unidades terpénicas, denominada de via alternativa (via independente
do mevalonato) ou via 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (triose/piruvato)®?. O primeiro
estudo que mostrou a atuacdo das duas rotas MVA e MEP foi realizado com os
sesquiterpenos das flores da camomila, Matricaria recutita (Asteraceae)®l. As
principais vias isoprénicas em plantas, sdo do mevalonato (MVA) e da triose-
piruvato/2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP) e estdo compartimentalizadas no citosol
e plastidio, respetivamente. A via do mevalonato de citoplasma (MVA) comeca com
a condensacao de trés unidades de acetil-CoA a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-
CoA) conduzindo a IPP. Os isoprenoides plastidicos sao derivados de IPP que sao
sintetizados pela via 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP). Esta via envolve a
formacdo de varios passos reacionais até a formacao de 2-C-metil-D-eritritol que é
convertido em uma mistura de IPP e dimetilalil difosfato (DMAPP)®2,

A investigacdo da biossintese que leva a formacdo das unidades de
IPP é feita através de incorporacdo de 1-13C-D-glicose. Dependendo da via de
metabolizacdo envolvida, a marcacdo dos carbonos das unidades isoprénicas sera
diferenciada. Para a confirmacdo da via é necesséario observar o padrdao de
enriquecimento por experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear de 13C
guantitativa, a fim de verificar quais carbonos estéo enriquecidos.

As primeiras aplicacbes de experimentos de marcacdo isotdpica,
consistiam na incorporacdo de substratos enriquecidos com elementos radioativos,
os radiois6topos. Neste contexto, o uso de is6topos estaveis, aliado a
espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear, consistindo em um método
rapido e ndo destrutivo, surgiu como uma ferramenta poderosa para elucidacédo de
mecanismos bioquimicos®4. Posteriormente no final dos anos 60, para verificar o
destino de precursores enriquecidos passou a ser utilizado o 3C nao radioativo, que
era monitorado a partir dos aumentos nas intensidades dos sinais de 3C-H satélites
no espectro de RMN de 'H. Este método, entretanto, ndo fornece informacgdes de
carbonos nao ligados diretamente a hidrogénios e também ndo é muito sensivel,
sendo assim, foi rapidamente superado pela espectroscopia de RMN de 13C.
Infelizmente, sob o ponto de vista da determinacéo estrutural, a distribuicéo isotopica
do carbono na natureza é de apenas 1,1% em 13C (nUmero quantico de spin, | = 1/2)
conferindo a RMN deste nucleo uma falta de sensibilidade intrinseca®. A grande

maioria dos atomos de carbono (98,9%) é constituida pelo is6topo magneticamente
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inerte, o C (I = 0). A baixa abundancia natural do 3C ofereceu, portanto, a
oportunidade de enriquecimentos, possibilitando os estudos biossintéticos através
da marcacéo isotopica. No caso do 13C, um enriquecimento de cerca de apenas 1%
significa duplicar a intensidade do sinal correspondente®4.

Um dos métodos de marcacdo com 13C mais empregados consiste na
utilizacao de precursores enriquecidos em apenas uma posi¢cdo (marcacéo simples)
ou na utilizacdo de precursores marcados em duas posi¢cdes (marcacdo dupla). A
técnica de marcacdo dupla com 13C apresenta maior sensibilidade, uma vez que
pequenos satélites de 13C-13C acoplados podem ser detectados com mais precisdo
gue o0s correspondentes enriquecimentos a partir de precursores com marcacao
simples. O mapeamento da incorporacao destes precursores em metabdlitos é entédo
determinado pela comparacao do espectro de RMN de 13C do metabdlito marcado
com 0 espectro do composto ndo marcado como mostrado na Figura 1.6.1 para

experimentos com marcacdo simples e com marcacgédo dupla®“.

Precursor Metabdlito RMN de C
1 G i G C1 C
o & e ® I I
} Al
® 2 ® P | i

® Abundancia naturalem *C @ Enriquecido em ™°C

FIGURA 1.6.1. Efeito da marcagao simples e dupla no espectro de RMN de 3C,
adaptado de MACEDO JUNIOR, F.C., 2007.%4,
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Estudo da reacédo de prenilacdo através de experimentos de marcacéo
isotopica, visando confirmar a biossintese e entender a formacdo de xantiletina e
seselina em Citrus sinensis e Citrus limonia, pois nada ainda € conhecido sobre os

caminhos que levam as piranocumarinas.

2.2. Objetivos Especificos

» Preparar mudas de C. sinensis e C. limonia in vitro.

» Analisar o perfil quimico da folhas, caules e raizes das plantulas cultivadas in
vitro afim de verificar a presenca das piranocumarinas, xantiletina e seselina.

= Desenvolver um método de quantificacdo para xantiletina e seselina.

» Avaliar os genotipos de C. sinensis e C. limonia, para deteccdo de mutacdes
em genes especificos.

» Realizar experimentos de marcacéo isotépica com glicose marcada **C, em
raizes de C. sinensis e C. limonia, afim de determinar qual a origem
biossintética da unidade isoprénica que leva aos intermediarios
demetilsuberosina e ostenol, e posteriormente aos produtos finais da
biossintese: xantiletina e seselina.

= Avaliar a atividade antibacteriana das substancias seselina e xantiletina,
frente as bactérias fitopatogéncias Xylella fastidiosa e Xanthomonas citri spp.
citri causadoras das doengas Clorose Variegada do Citros (CVC) e Cancro

Citrico, respectivamente.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Obtencao das plantulas de C. sinensis e C. limonia

As sementes de laranja Péra (C. sinensis) e de limédo Cravo (C.
limonia) foram cedidas pelo Centro de Citricultura do Instituto AgronGmico de
Campinas (IAC), localizado no municipio de Cordeirdpolis-SP. Foram obtidas 2509
de sementes de C. sinensis tratadas, provenientes do lote de matrizes da Fazenda
Itapud, coletadas em 12 de maio de 2014 e 220 g de sementes C. limonia tratadas
com , provenientes do lote de matrizes RG-83, coletadas em 04 de julho de 2014.

A inoculacéo in vitro das sementes de ambas as espécies foi realizada
no laboratério de Cultura de Tecidos do Departamento de Biotecnologia da
Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP). As sementes de C. sinensis e C. limonia
foram submetidas a assepsia com solucdo de Captan (Orthocide® 500) e Tiofanato-
metilico (Cercobin® 700WP) a 1% e mantidas sob agitacdo a 90 rpm por 30 min.
Posteriormente foram imersas em 100 mL de hipoclorito de célcio (0,5%) por 15 min
sob agitacdo e lavadas com &gua destilada estéril (3 vezes). Apds esses
procedimentos as sementes foram inoculadas em meio MS basal semissdlido
suplementado com 30 g.L! de sacarose e 2,5 g/L de Phytagel®, de acordo com o
protocolo de MURASHIGE; SKOOG, 1962°% (Tabela 3.1.1).

TABELA 3.1.1. Composicao do Meio MS basal MURASHIGE; SKOOG, 1962.

Constituintes do Meio MS basal

Constituintes Quantidade (mg/L) Constituintes  Quantidade (mg/L)
KNOs3 1900,0 Na2Mo004.2H20 0,250
NHaNOs 1650,0 CoCl2.2H20 0,025
MgS0O4.7H20 370,0 FeS04.7H20 27,8
CaCl.2H20 440,0 Na2EDTDA 37,3
KH2PO4 170,0 Miolnositol 100,0
MnS0O4.4H20 22,3 Tiamina HCI 0,10
Kl 0,83 Acido nicotinico 0,50
H2BOs3 6,20 Glicina 2,0
ZnS04.7H20 8,60 Piridoxina HCI 0,50
CuS04.5H20 0,025 Sucrose 30000,0
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Apés a inoculacdo, as sementes foram mantidas em sala de cultura a
25 + 2 °C, com 55-60% de umidade relativa e controle de foto periodo com 16h de

luz e 8h em auséncia de luz, para a germinacao.

3.2. Obtencao dos Extratos

As plantulas de C. sinensis e C. limonia foram retiradas do meio MS
basal e separadas em raiz, caule e folha. Em seguida, as partes vegetais foram
maceradas com auxilio de almofariz de pistilo e armazenadas em erlenmeyers de
500 mL para extracdo com 250 mL de metanol grau HPLC - Sigma-Aldrich®, durante
24h. O sobrenadante foi entdo filtrado em papel de filtro comum e por fim, os
extratos foram concentrados a vacuo em evaporador rotativo BUCHI, rotavapor R-
114 equipado com banho BUCHI B-480 e recirculador refrigerado NESLAB, modelo
CFT-25 mantido a 5°C, e armazenados a temperatura ambiente em recipientes
apropriados, para analises posteriores em HPLC - DAD, HPLC - DAD - SPE - NMR e
UPLC - QTof (Figura 3.2.1).

mr‘. i HPLC-DAD
AN .

i

e e . HPLC-DAD-
Z4 SPE-NMR
/) —
% A _UPLC-qTof

FIGURA 3.2.1. Esquema da metodologia de extracdo para obtencdo de extratos das

plantulas cultivadas in vitro.

3.3. Analise do perfil quimico de C. sinensis e C. limonia

Para confirmar a producdo das piranocumarinas: xantiletina e seselina,
foram selecionadas 24 plantulas de C. sinensis e 24 plantulas de C. limonia, com 2
meses de desenvolvimento ap0s a germinacédo, para a andlise do perfil quimico da
raiz, do caule e da folha. As plantulas selecionadas foram submetidas a extragédo
conforme descrito no item 3.2. As amostras foram entdo diluidas em ACN:H20 1:1
para uma concentracdo de 3 mg/mL.

ApoOs realizado o preparo de amostras, foi feito a analise do perfil
quimico em HPLC utilizando o cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu®,

acoplado a bombas de modelo LC-6AD, com controlador de sistema CBM-20A,
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degaseificador DGU-20A, detectores de arranjo de diodos UV/VIS SPD-M20A
Shimadzu, injetor automatico SIL-10AF e software Class VP; com coluna analitica
Phenomenex®, Gemini C18 (150 x 4,6 mm, particula de 5um). A separacéo foi
realizada em gradiente com fluxo de 1 mL/min no modo reverso de eluicdo usando
H20:ACN como fase moével (Tabela 3.3.1), onde a linha A é referente a H20 e a linha
B & ACN. O acompanhamento cromatogréafico foi feito com detector de UV nos

comprimentos de onda de 210 e 254 nm.

TABELA 3.3.1. Gradiente para andlise do perfil quimico em folha, caule e raiz de C.

sinensis e C.limonia.

Tempo (Min) % A % B
0,0 97,0 3,0
10,0 80,0 20,0
30,0 25,0 75,0
37,0 0,0 100,0
43,0 0,0 100,0
45,0 97,0 3,0
60,0 97,0 3,0

3.4. Quantificacdo de piranocumarinas totais nas raizes de C.

sinensis e C. limonia

O meétodo utilizado na quantificacdo foi a cromatografia liquida com
padronizacdo externa, que consistiu na construcdo de curva analitica para o0s
padrées alvo: xantiletina e seselina. Foram preparadas solug¢des estoque, diluindo-
se 1 mg do padrédo (xantiletina + seselina) em 1,0 mL de MeOH (grau HPLC) e a
partir desta, foram preparadas as soluc¢des padréo a 2,0; 10,0; 30,0; 50,0; 70,0 e
90,0 pg/mL para construgao da curva analitica. Foram analisados 12 genétipos de C.
sinensis e 12 genotipos de C. limonia. As amostras foram preparadas a uma
concentracdo de 3 mg/mL e as piranocumarinas presentes foram quantificadas por
HPLC utilizando o cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Shimadzu®, acoplado a
bombas de modelo LC-6AD, com controlador de sistema CBM-20A, degaseificador
DGU-20A, detectores de arranjo de diodos UV/VIS SPD-M20A Shimadzu, injetor
automatico SIL-10AF e software Class VP; com coluna analitica Phenomenex®,

26



Materiais e Métodos

Gemini C18 (150 x 4,6 mm, particula de 5um). A eluicdo cromatografica foi realizada
com fluxo de 1 mL/min em modo reverso, utilizando H20:ACN como fase moével
(Tabela 3.3.1), onde a linha A é referente a H20 e a linha B a ACN. O
acompanhamento cromatogréafico foi feito com detector de UV em comprimento de

onda de 210 nm.

3.5. Analise de PCR dos gendétipos de C. sinensis e C. limonia

A fim de identificar possiveis diferencas genéticas entre os genétipos
de cada uma das espécies de citros, foram realizadas analises de PCR com diversos
primers escolhidos aleatoriamente. Todos os procedimentos foram realizados no
laboratorio de Microbiologia do Centro de Citricultura Sylvio Moreira do Instituto

Agronémico (IAC) em Cordeiropolis - SP.

3.5.1. Extracao de DNA

A extracdo de DNA das folhas dos 12 gendtipos de C. sinensis, 12
gendtipos de C. limonia e dos padrfes de C. sinensis (LP IAC) e de C. limonia (LC
LIM), foram feitas segundo o protocolo de MURRAY e THOMPSON 1980, As
folhas foram primeiramente lavadas com agua destilada e trituradas em nitrogénio
liquido com auxilio de almofariz de pistilo, até obter um pé bem fino. Em seguida
foram armazenadas em eppendorffs® de 1,5 mL e adicionou-se 700 uL de tampéo
de extracdo (TE) de brometo de N-cetil-N,N,N-trimetil-aménio CTAB/Sarcosil. O
material vegetal obtido foi incubado em banho maria a 60°C, durante 20 min. Apds
deixar esfriar a temperatura ambiente, foi adicionado 700 yL uma mistura de
cloforérmio : &lcool isoamilico (24:1) agitando por 80 vezes e centrifugou-se a 12000
rom por 10 min em micro centrifuga refrigerada Eppendorff® - modelo 5415R (max.
13200rpm e temperatura de 0°C - 40 °C). Em seguida 550uL do sobrenadante obtido
foi transferido para outro eppendorff® e adicionou-se 55uL de CTAB 10%. Todas as
etapas de extracdo com cloroformio : &lcool isoamilico (24:1) foram realizadas
novamente e 450 pL do sobrenadante obtido, foi transferido para um novo
eppendorff® seguido da adicdo de 450uL de solucdo tampéao de precipitacdo CTAB

10% e repouso por 60 min. Apds uma nova centrifugagcéo a 11000 rpm por 10 min, o
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sobrenadante obtido foi descartado e o precipitado dissolvido em 400 uL de TE alto
sal em banho-maria a 65°C.

Para precipitar o DNA, foi adicionado 800 uL de etanol absoluto gelado
e prosseguiu-se com o procedimento de extracdo centrifugando a solucédo por 10
min & 12000 rpm e temperatura de 4°C. O sobrenadante foi removido e adicionou-se
700 pyL de etanol 70%, realizando uma nova centrifugagdo a 12000 rpm com
temperatura de 4°C por 7 min. O sobrenadante foi removido e ao precipitado
adicionou-se 400 pL de etanol 100%, submetendo o material obtido a uma
centrifugacdo por 5 min a 12000 rpm e temperatura de 4°C. O sobrenadante foi
removido e o DNA seco em estufa de circulagdo a 37°C por 1h. O pellet foi
finalmente dissolvido em 80 uL de H20 ultrapura Milli-Q® + RNAse e mantido por 1h

em freezer a -20°C para posterior quantificacdo do DNA.

3.5.2. Quantificagcdo do DNA e verificacao da qualidade do DNA

Apos a extracdo do DNA foi feita a quantificacdo utilizando o
espectrometro NanoDrop® 8000 Thermo Scientific, onde 2 yL de amostra de DNA
sdo inseridos nos pocos de leitura. ApoOs realizada a quantificacdo de DNA
proveniente dos diferentes gendtipos de C. sinensis, C. limonia e dos padrdes
utilizados na anélise, os mesmos foram diluidos/concentrados para obtencéo de uma
concentracdo final de 40 ng/uL de DNA. As amostras foram diluidas/concentradas
para prosseguir com analise da reacdo em cadeia da polimerase — PCR a fim de
obter copias de uma parte do material genético em quantidade e qualidade

suficientes que permitam detectar e analisar a sequéncia alvo do estudo.

3.5.3. Andlise da reacdo em cadeia da polimerase — PCR

Para a analise de PCR, a preparacdo da mistura conhecida como
Master Mix, que contém todas as substancias necessarias para a sintese de novas
copias de DNA, foi realizada em eppendorffs®, conforme o protocolo descrito na
tabela 3.5.3.1, obtendo um volume final de solugédo de 15 pL. Foram utilizados 7
primers foward e reverse, sendo 3 primers gendmicos: 12, 14, 170 e 4 primers EST:
11,14, 89 e 209.
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TABELA 3.5.3.1. Protocolo para andlise de PCR dos gendtipos de citros.

Reagentes V (pL) para cada amostra
H20 g.s.p. 15,0
Tampéo 15
DNTP 1,2
Primer Foward 0,3
Primer Reverse 0,3
Tag Polimerase 0,3
DNA[40ng/ui) €xtraido da amostra 3,0

Apos o preparo da reacdo de PCR, as amostras foram submetidas a
etapa de amplificacdo do DNA, através de programas de temperatura para 0S
primers gendbmicos (Tabela 3.5.3.2) e os primers EST (Tabela 3.5.3.3), que
permitiram a execuc¢do de todos os ciclos da reacao utilizando o termociclador com
gradiente - Applied Biosystems modelo Veriti — 96 Well Thermal Cycler, 0,2 mL. O
programa de temperatura foi ajustado para uma etapa inicial Unica de desnaturacgéo.
Em seguida foi programado ciclos para realizagao de trés etapas fundamentais para
andlise da PCR, KARY MULLIS; 1983.

1) Etapa de anelamento: habilita os primers a anelar a fita simples

desnaturada.

2) Etapa de extensao: a Tag polimerase age para estender o molde.

3) Etapa de desnaturacdo: A desnaturacdo da molécula de DNA

formado serve como molde para o proximo ciclo.

TABELA 3.5.3. 2. Programa de temperatura para primers gendmicos de citros.

Temperatura (°C) Tempo (S) N° de ciclos
94,0 60,0
94,0 30,0
55,0 30,0 32
72,0 30,0
72,0 60,0
10,0 oo -
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TABELA 3.5.3.3. Programa de temperatura para primers EST de citros.

Temperatura (°C) Tempo (s) N° de Ciclos

95,0 60,0 -

94,0 30,0

65,0 30,0 com touchdown 30

72,0 30,0

94,0 30,0

56,0 30,0 3

72,0 30,0

72,0 420,0 -

3.5.4. Anélise dos produtos da PCR por eletroforese

A andlise dos produtos da PCR foi realizada por eletroforese em placa
de gel de agarose 3% com fluor6foro SYBR® Orange, com dimensdes de 25 cm de
comprimento x 17 cm de largura x 0,5 cm de altura. O gel de agarose a 3% com
SYBR® Orange foi preparado com a adicdo de 6,375 g de agarose a 220 mL de
tampdo de tris-acetato-EDTA (TAE) em erlenmeyer de 500mL. Para dissoluc¢éo total,
a solucéo foi levada ao micro-ondas por 1 min e apés a mesma esfriar a temperatura
ambiente, foram adicionados 22 uL de SYBR® Orange. O gel foi vertido na placa e
apos a solidificacao retirou-se os pentes da mesma para a formacédo dos poc¢os para
aplicacdo das amostras. A placa foi submersa em uma cuba de eletroforese
contendo tampéo TAE, acoplada a uma fonte da Hoefer de producdo maxima de 600
V; 750 mA, 150 W. Em seguida 2 uL de amostra/padrédo DNA ladder azul + 3 pL de
tampdao de carregamento + 5 yL de SYBR® Orange foram aplicados nos pogos da
placa e a eluicdo de eletroforese em gel de agarose foi feita a 100 V por
aproximadamente 60 min. A placa posteriormente foi revelada em méddulo de
transiluminagdo UV em um sistema de foto documentacéo para géis de eletroforese
da CARESTEAM, modelo Gel Logic 212Pro, com Camera CCD com sensor de 1.4
milhdes de pixels, ponto focal 1.2, lentes com ampliagdo motorizada de 6 vezes. As
imagens foram capturadas e editadas com auxilio do software Molecular Imaging.
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A figura 3.5.4.1 mostra os detalhes do procedimento da andlise de PCR
dos gendtipos de citros desde a etapa de extracao até a obtencdo das imagens dos
produtos da PCR.

g =il
Material¢ Vegetal v 'E% —

_ V-8

Extragdo do DNA v Y &

(MURRAY, M. G.; THOMPSON, W. F. 1980)
Armazenado em freezer - 20°C

<)
)

Quantificagio do DNA ” E
U e

Nanodrop P
'&ﬂm

Revelagéo da placa de eletroforese (luz
UV) e avaliagao dos produtos da PCR Amostras diluidas — 40ng/uL de DNA

Adicao do padrao de extragdo com sarcosil

+ primer forward e reverse + DNTP + Taq i‘g-%{ ]
polimerase + 3 pL DNA — 40 ng/pL. Y a -
v -
Termociclador
Eletroforese - :
Gel de agarose 3% +
SYBR® Orange /
Stage 1 Stage 2 Stage 3

95°C |
1min :
: Program for primers EST
touchdown cycle :

FIGURA 3.5.4.1. Etapas do processo de extracdo de DNA das raizes de C. sinensis

e C. limonia e andlise de PCR.

3.5.5. Preparo das solugdes para analise de PCR dos genotipos de

C. sinensis e C. limonia

Tampé&o de extracdao CTAB/Sarcosil: Para preparar 100 mL do
tampéao de extracédo, utilizou-se 10 mL de Tris— HCI-pH 7,54 1M, 2 mL de EDTA —
pH 8,0 a 0,5 M, 14 mL de NaCl, 20 mL CTAB 5%, 20 mL de sarcosil 10%, 1 mL de
mercapto-etanol (ME) 140 mM e completou-se o volume do baldo com H20
destilada.

Tris — HCI — pH 7,5 & 1M: Para preparar 250 mL, foram adicionadas
30,27 g de Tris base, completou-se o volume do baldo volumétrico com H20

destilada e o pH foi ajustado para 7,5 com adi¢cdo de HCI 5 M.
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EDTA - pH 8,0 a 0,5 M: Foram utilizadas 46,52 g de EDTA para
preparar 250 mL de solucdo. O volume do bal&do foi completado com H20 destilada e
0 pH ajustado para 8,0 com adi¢cdo de NaOH 5 M.

NaCl 5 M: 73,05 g de NaCl foram transferidas para baldo volumétrico
de 250 mL e o volume completado com H20 destilada.

CTAB 5%: Para preparar 250 mL, utilizou-se 12,5 g de brometo de N-
cetil-N,N,N-trimetil-aménio (CTAB) e o baldo volumétrico completado com H20
destilada.

Sarcosil 10%: 25 g de sarcosil foram transferidos para balédo
volumétrico de 500 mL e o volume completado com H20 destilada.

CTAB 10%: Em um bal&o volumétrico de 100 mL foram adicionadas 10
g de CTAB 10%, 14 mL de NaOH 5M e o volume completado com H20 destilada.

Tampao de precipitacdo CTAB: Em um baldo volumétrico de 100 mL
foi adicionado 1 g de CTAB 1%, 5 mL de Tris HCl — pH 7,5 a 1M, 2 mL de EDTA -
pH 8,0 a 5M e o volume foi completado com H20 destilada.

TE alto sal: Para preparar 100 mL foi adicionado a um baldo
volumétrico 1 mL de Tris HCI — pH 7,5 a 1M, 0,2 mL de EDTA — pH 8,0 4 0,5 M, 20
mL NaCl 5M e o volume completado com H20 destilada.

SYBR® - Tampé&o Orange: Foram utilizados 4 g de sacarose, 0,025
mg de Orange G para preparar 10 mL de solucao.

Solugcdo tampéo tris-acetato-EDTA (TAE) 1x: Em 2,0 L de H20
destilada foram adicionados 40 mL de TAE 50x.

Padrdao DNA Ladder azul: Para o preparo do padrdo que auxilia na
determinacao do niumero de pares de bases do produto da PCR, sdo misturados 60
pL de H20, 20 uL de azul de bromofenol e 20 uL de DNA Ladder.

3.6. Experimento de marcacao isotdpica para analise da raiz de C.

sinensis e C. limonia

Para os experimentos de marcacao isotdpica a fim de determinar a via
biossintética de piranocumarinas em citros; as plantulas de C. sinensis e C. limonia
cultivadas como descrito no item 3.1 foram transferidas para o meio MS liquido e pH
ajustado para 6.0. Foram transplantadas 50 plantulas de laranja Péra (C.sinensis) e

50 de limao Cravo (C. limonia) que eram cultivadas em meio MS basal sélido, em
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tubos de ensaio contendo 7 mL de meio MS liquido com 25 % glicose 2C +
75%qglicose-1-[13C] (experimento de enriquecimento) e 50 plantulas de laranja Péra e
50 de limdo Cravo em tubos de ensaio contendo meio MS liquido 100% glicose 12C
(experimento controle). Apos inoculacdo em meio liquido, os tubos de ensaio foram
vedados com papel aluminio e um filme plastico de polipropileno (Bellco™), e
mantidos em sala de cultura a 25 £+ 2 °C, com 55-60% de umidade relativa e controle
de foto periodo de 16 horas de luz. Apés 60 dias da inoculacéo, as plantulas foram
retiradas do meio de cultura e os extratos foram obtidos como descrito no item 3.2.
Os extratos posteriormente foram submetidos a analises em LC-SPE-UV-NMR e em
UPLC-QTof.

3.6.1. Analise das raizes de C. sinensis e C. limonia para estudo da
biossintese via HPLC-SPE-UV-NMR

As analises cromatogréficas via LC-SPE-NMR, foram realizadas no
Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear, do Departamento de Quimica da
UFSCar, utilizando o cromatégrafo da Agilent Technologies modelo 1200 acoplado
ao RMN, equipado com bomba quaternaria G1311A, degaseificador G1322A,
Amostrador automético G1329A e detector de ultravioleta G1314B, forno de coluna
G1316A. O software utilizado para processamento dos dados foi HyStar v. 3.2
(Bruker BioSpin GmbH). A coluna analitica utilizada foi uma Phenomenex®, Gemini
C18 (150 x 4,6 mm, particula de 5 pym). As bandas de interesse, referentes as
piranocumarinas xantiletina e seselina, foram trapeadas em cartucho SPE de
polidivinilbenzeno do tipo HySphere C-18 end capped silica (2 mm i.d., 10 uym)
previamente condicionados com ACN. As analises de RMN quantitativo foram feitas
em modo off-line no equipamento da Brucker Avance Ill - 14,1 T (600 MHz para
RMN 1H), modelo UltraShield Plus 600, equipado com cryo-sonda TCI (1H/13C/15N)
de 5 mm com ATMA® (Automatic Tunning Matching) e gradiente de campo em z,
sonda BBl de 5 mm com ATMA®, unidade de temperatura varidvel, unidade
geradora de gradiente de campo, unidade cryo-fit® e unidade HPLC-SPE acoplada.

Para o preparo das amostras para analise, pesou-se 10 mg de extrato
da raiz de laranja Péra (C. sinensis) e de limdo Cravo (C.limonia) do experiento
controle e de enriquecimento, adicionou-se 1,0 mL de MeOH e filtrou-se em filtros de
seringa PTFE CHROMAFIL® 0-20/15 MS ( 0,20 ym poro; & = 15 mm).
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A fim de verificar a reprodutibilidade do método e determinar os tempos
para o trapeamento em cartucho SPE das bandas de interesse, foram feitas trés
injecdes de cada amostra dos extratos marcados (experimento de enriquecimento) e
nado marcados (experimento controle) das duas espécies de citros, utilizando um
método gradiente de 62 min conforme representado na Tabela 3.6.1.1. A linha A
continha &gua deionizada, produzida utilizando um equipamento Milli-Q® Plus Total
Water System (Millipore Corp., Bedford, MA, EUA) com resistividade de 18,2 mQ cm
e a linha B era composta de ACN:MeOH 1:1. As injecdes foram feitas com um fluxo
de 0,6 mL/min, volume de injecdo de 50 pL utilizando comprimento de onda de 210

nm.

TABELA 3.6.1.1. Metodologia para o trapeamento de piranocumarinas em C.
sinensis e C. limonia utilizando HPLC-SPE-UV-NMR.

Tempo (min) % A % B
0,0 97,0 3,0
20,0 71,0 20,0
40,0 25,0 75,0
42,0 0,0 100,0
47,0 0,0 100,0
49,0 97,0 3,0
62,0 97,0 3,0

Apos verificar a reprodutibilidade do método e determinar os tempos
para trapeamento das bandas de interesse para cada uma das amostras, foram
realizadas 15 injecdes para o trapeamento da banda 1 - bl, referente a xantiletina
dos extratos marcado e controle da raiz de laranja Péra e liméo Cravo e 15 injecdes
para o trapeamento da banda 2 - b2, referente a seselina dos extratos marcado e
controle da raiz de laranja Péra e limédo Cravo, totalizando 30 andlises para cada
amostra (Tabela 3.6.1.2). Obs: devido a uma limitacéo fisica do equipamento, néo foi
possivel realizar o trapeamento simultaneo das duas bandas de interesse, pois as
mesmas deveriam estar separadas por um tempo minimo de 1 min e néo foi possivel
conseguir a separacao entre a xantiletina e seselina com esta resolucao. Além disso
para aproveitar as corridas cromatograficas realizadas, foi feito o trapeamento de

outras bandas para estudos posteriores que néo estédo descritos neste trabalho.
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TABELA 3.6.1.2. Tempo de trapeamento da xantiletina e seselina proveniente dos

extratos marcados e nao marcados de laranja Péra e limdo Cravo em cartucho SPE.

Amostra t (min) de trapeamento - b1 t (min) de trapeamento - b2
LPR controle 25,48 - 26,01 26,22 - 26,70
LPR marcada 25,57 - 25,79 25,98 - 26,36
LCR controle 25,77 - 26,11 25,82 - 26,46
LCR marcada 25,60 - 26,09 26,18 - 26,70

*cédigo amostras = LPR nmarc: laranja Péra (C. sinensis) ndo marcada, LPR marc: laranja Péra marcada, LCR nmarc: limdo
Cravo (C. limonia) ndo marcada, LCR marc: limdo Cravo marcada.

Os cartuchos SPE contendo as substancias de interesse aprisionadas
foram posteriormente secos com Nz por 30 min e eluidos com MeOH-d4 em vial
previamente pesado. Apos feito isso determinou-se a massa de cada uma das
substancias isoladas, para que todas teriam seus respectivos espectros
comparados, fossem preparadas a uma mesma concentracdo. Em seguida 120 uL
de cada substancia marcada (enriquecidas com 13C) e ndo marcadas (ndo
enriquecidas com 13C) foram colocados em tubos de RMN para anélise de H, 13C,
HSQC, HMBC e COSY em RMN 600 Mhz.

3.6.2. Anadlise das raizes de C. sinensis e C. limonia via UPLC-QTof

Os extratos da raiz marcados e ndo marcados de C. sinensis e C.
limonia foram submetidos a analise em UPLC-QTof da Waters Acquity®, modelo
XEVO G2-XS, com coluna também da Waters®, modelo Acquity UPLC BEH (2,1 x
100 mm) - C18 de particula com diametro de 1,7 uym.

As linhas foram acidificadas a 0,1% de acido férmico, onde A era a
linha referente a H20, B a ACN e C ao MeOH. Realizou-se as corridas
cromatograficas a um fluxo de 0,5 mL/min, com volume de inje¢cdo de 5,0 pyL. As
analises foram feitas com amostras a 1 mg/mL de acordo com a metodologia
descrita na Tabela 3.6.2.1, em full scan modo positivo em fonte ES, com voltagem
do cone a 40 V, alta energia de 20 — 30 V e temperatura da coluna de 40°C. Para os

experimentos MS/MS, foi monitorado o ion m/z 229,0877 a uma energia de 25V.
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TABELA 3.6.2.1. Metodologia para analise das raizes de C. sinensis e C. limonia
utilizando UPLC-QTof.

Tempo (Min) % A % B %C
0,0 97,0 1,5 1,5
3,0 80,0 10,0 10,0
14,0 30,0 35,0 35,0
15,0 0,0 50,0 50,0
19,0 0,0 50,0 50,0
22,0 97,0 1,5 1,5
24,0 97,0 1,5 1,5

3.7. Avaliacao da atividade bioldgica das substancias xantiletina e
seselina frente as bactérias fitopatogénicas Xylella fastidiosa e

Xanthomonas citri subsp. citri

A atividade antibacteriana das piranocumarinas, xantiletina e seselina,
foi avaliada através da determinacdo de uma pequena quantidade da substancia
necessaria para inibir o crescimento da Xylella fastidiosa; conhecido como
Concentracdo Minima Inibitéria (CMI). As substancias ensaiadas foram isoladas no
Laboratério de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da UFSCar e o0s
ensaios biologicos realizados no Laboratério de Pesquisa em Microbiologia Aplicada
da Universidade de Franca — UNIFRAN.

3.7.1. Isolamento da xantiletina

A xantiletina foi isolada das raizes de Citros coletada em maio de 2016
na Agroterenas de Santa Cruz do Rio Pardo - SP. As raizes foram cortadas e secas
em estufa de circulacdo a 40°C durante 7 dias e trituradas em moinho de facas tipo
Willye da marca Tecnal. Em seguida 200g de material seco foi submetido a uma
sequéncia de 3 extragbes a frio com o auxilio de um homogeneizador/dispersor, T-
10 standard da ULTRA-TURRAX® (IKA) a (10.000 rpm durante 2 minutos) em 500
mL etanol. O sobrenadante foi entdo filtrado, com auxilio de bomba a vacuo, e

submetido a 3 lavagens com 150mL de etanol. Por fim, os extratos foram
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concentrados a vacuo em evaporador rotativo BUCHI, rotavapor R-200 equipado
com banho BUCHI B-490 e recirculador refrigerado NESLAB, modelo CFT-25
mantido a 5° e armazenados a temperatura ambiente em recipientes fechados. O
extrato etandico obtido, foi ressuspendido em 200 mL de MeOH e fracionado através
de uma particdo liquido/liquido com hexano (3 x 300 mL). Desta foram obtidas as
fracbes hexanica e hidroalcodlica. A fracdo hidroalcdlica foi submetida a uma nova
extracdo com acetato de etila (3 x 300 mL) e obteve-se as fracdes hidroalcdlica e de
acetato de etila.

A fracdo acetato de etila foi submetida a cromatografia em coluna de
silica gel 60 ASTM® (230-400 Mesh), com gradiente de eluicdo hexano/acetato de
etila (95:5, 90:10, 85:15, 80:10, 70:30, 50:50, 30:70, 20:80, 10:90). As fracdes foram
coletadas e monitoradas por cromatografia em camada delgada analitica (CCDA),
sendo reunidas aquelas com os mesmos fatores de retengao (Rf). A xantiletina foi
encontrada a nas fracdes F-332 a F-370. Apés a juncdo dessas fragdes, foi feito
RMN de *H no equipamento 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, para comprovar a presenca da xantiletina

pura (Apéndice ).

3.7.2. Isolamento seselina

A seselina foi isolada das raizes de 65 plantulas de Citrus limonia
cultivadas in vitro no Laboratério de Biotecnologia da UNAERP em Ribeirdo Preto —
SP. As plantulas foram coletadas em dezembro de 2016 e as raizes das mesmas
foram separadas, trituradas com auxilio de almofariz de pistiio e em seguida
submetidas a extracdo com 1L de MeOH por 24h conforme descrito no item 3.2. O
extrato metandico obtido foi entdo ressuspendido em MeOH e submetido a
cromatografia em coluna de silica gel 60 ASTM® (230-400 Mesh), com gradiente de
eluicdo hexano/acetato de etila (95:5, 90:10, 85:15, 80:10, 70:30, 50:50, 30:70,
20:80, 10:90). As fracbes foram coletadas e monitoradas por cromatografia em
camada delgada analitica (CCDA), sendo reunidas aquelas com os mesmos fatores
de retencédo (Rf). A seselina pura, foi observada nas fracbes F-120 a F-152. Apos a

juncao dessas fracoes, foi feito RMN de *H no equipamento BruckerDRX - 9,8 T (400
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MHz para RMN *H), equipado com trocador automético 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, para confirmar

se a substancia de interesse estava realmente pura (Apéncice Il).

3.7.3. Ensaio antimicrobiano com as substancias xantiletina e

seselina, frente a bactéria Xylella fastidiosa

Os ensaios foram realizados usando o método de Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) por micro diluicdo em microplaca de 96 orificios, metodologia
segundo “National Committee for Clinical Laboratory Standards” (NCCLS, 2003), que
avalia a menor concentracdo do composto capaz de inibir ou matar a bactéria.
Iniciou-se com um protocolo na concentracéo de 2.000 pg/mL a 0,98 pg/mL.
Primeiramente preparou-se uma Solugdo Mae (SM) com 2 mg da
amostra a ser testada (xantiletina, seselina e estreptomicina como controle positivo)
em 125 yL de DMSO. Em seguida pipetou-se 125 uL desta solugédo e adicionou-se
125 pL do meio PW liquido (PERIWINKLE WILT, DAVIS et al.,1978), obtendo uma
solugdo com uma concentracao final de 8.000 pg/mL. Em uma placa Eliza® com 96
orificios, foram colocados:
= 100 pL de meio PW em cada orificio onde sera feita a micro
diluicdo seriada dos compostos em teste (xantiletina e seselina)
e do controle positivo, neste caso a estreptomicina. Como
mostra a Figura 3.7.3.1.
= 90 pL de meio PW no primeiro poco onde testara o DMSO como
efeito antimicrobiano, e 92 pL, 94 uL, 96 pL e 98 YL nos pocos
subsequentes e 198 pL de caldo para o controle do DMSO (para
verificar se o DMSO esta contaminado ou néo).
= 200 pL de meio PW no controle do caldo.
= 100 pL de meio PW no controle do inoculo.
= 190 pL de meio PW no controle da solucao mée.
Em seguida pipetou-se 100 pL da SM no primeiro poco da linha da
placa onde cada composto esta sendo testado e realizou-se uma diluicdo seriada de
100 pL descartando a ultima diluicdo para que todos os pogos ficassem com 100 pL

novamente.
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O inoculo foi preparado em um tubo de 3 mL de meio PW, onde foi feita
uma suspenséao bacteriana na escala de 0,5 de McFarland. Em seguida transferiu-se
500 pL dessa solucédo para um tubo contendo 4,5 mL de meio de cultura e desse
segundo tubo foram transferidos 2000 pL para um tubo contendo 13 mL do mesmo.
Finalmente, 100 pL dessa solucéo bacteriana é pipetada em cada pogo em que 0S
compostos estdo sendo testados, nos pocos do controle positivo, pocos da atividade
do DMSO e nos pocos do controle de crescimento do inoculo, totalizando 200 pL em
cada poco. Para a Xylella fastidiosa foi utilizada a cepa 9a5c.

Nos pocos da primeira fileira e da ultima fileira da placa Eliza ®, foi
pipetado 200 pL de 4gua autoclavada, para evitar que 0s pocos secassem, conforme
mostrado na metodologia esquematizada na Figura 3.7.3.1. A placa de Eliza® é
entdo colocada em uma BOD a uma temperatura de 28 ° C por um periodo de 15
dias.

A andlise para verificar se houve ou ndo crescimento bacteriano nos
pocos, foi realizada adicionando 30 pL de solucdo de resazurina (Sigma) 0,02%
(m/v). Apés adicionar a resazurina, a placa foi revestida com papel aluminio, para
ndo haver fotodegradacdo da resazurina e levada a BOD por um periodo de 24
horas e foi entdo realizada a leitura dos pocos.

Al 200.LH,O Pa H:0 Pa H.O Py H:O0 ™ H.0 ™ H.0 h H:.O0 Py H.0 _E H.O P H:0 d H:0 N HO
100uL C 100wl C 100uLC 100uL C 100wl C 100uL C 100uL C 1000L C 100uL C 100uL C 100l C 100l C
100uL SM 100uL Bl 100uL B2 100uL B3 100uL B4 100uL BS 100uL B6 100uL B7 100uL BS 100uL B9 100uL B10 100uL B11
B
2000 gl | 1000ugml | 500 ugml | 250pgml | 125ugml | 625ugml | 3125ugnl | 15.62ugul | 7Slugml | 39ugmi | M FEEL | gogigimt
c
D Pa Y oy Pa" Pat e e " Pt Pa Pa h_
100uL C 1000l C 100uL C 100uL C 100uL C 100uL C 100uL C 100uL C 100uL C 100pCTC 100uL C
100 pLeler | 100pLEL 100 LE2 100 uLE3 100 uLE4 100 uLES 100 uLES 100 uLE7 100 uLES 100 uLE9
E - + + + + + + * + + 100,LE10
. . . . . o Controle
S9ugml 295ugiml | 1475ugml | 7375ugml | 3.688ugml | 1L84ugml | 0922ugml | 046lugml | 0230ugml | 0.115ugml Dr
ou ou ou ou ou ou oun ou ou ou oga
sougml | 295ugml | 1475 ugiml | 0,7375 ugiml | 03688 uziml | 0,1844 uziml | 0,0922 pigml | 00461 wgml | 0,0230 ugiml | 0,015 ugiml
90uL C 92ulC 94uLC S96ul C 98ul C 198uL C
F| 10uL DMSO | 8,1 DMSO | 6uL DMSO | 4L DMSO | 2uL DMSO 2ul DMSO
Controle
5% 4% 39% 295 1% DMSO
G| 200uLC | 200uLC 100uL C 100uL C | 100uLC 190uL C
Controle C | Controle C 10uL SM
Controle Controle | Controle Controle
H cultura cultura cultura SM
200.L H,O H.0 HO HO H.0 H,0 HO HO HO HO HO HO
/| TUBO 3mL meio = turvar na escala 0,5 = Sol. 1: 2 mg Amostra + 12511 de DMSO [16.000 ng/ml]
_ . [ Transferir 500 uL l 125 uL sol.1 + 125 uL de caldo [8.000 ug/ml]
INOCULO |« | TUBO 13 mL meio } &
| TURO 4.5 ml_ meio ‘ 9 ‘ Transferir 2000 L ‘
\

FIGURA 3.7.3.1. Esquema do método de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) por
micro diluigdo em microplaca de 96 orificios para a bactéria X. fastidiosa.
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3.7.4. Ensaio antimicrobiano com as substancias xantiletina e

seseliina, frente a bactéria Xanthomonas citri subsp. citri

Os ensaios foram realizados usando o método de Concentracdo
Inibitéria Minima (CMI) por micro diluicdo em microplaca de 96 orificios, afim de
avaliar a menor concentracdo do composto capaz de inibir ou matar a bactéria. A
metodologia para determinagdo do CMI para xantiletina, seselina e xantiletina +
seselina 1:1 frente a Xanthomonas citri, foi semelhante a que foi utilizada para
determinacdo do CMI para a X. fastidiosa, porém iniciou-se 0 protocolo na
concentracdo de 400 pg/mL indo a 0,195 pg/mL e o meio de cultura utilizado para o
crescimento da bactéria foi o meio PW liquido (PERIWINKLE WILT, DAVIS et
al.,1978).

Primeiramente, preparou-se uma Solugcdo Mae (SM) com 1 mg da
amostra a ser testada, 125 yL de DMSO (para dissolver a amostra) e 500 pL do
caldo de crescimento, obtendo uma SM com concentracdo de 1.600 pg/mL.
Posteriormente em uma placa Eliza® com 96 orificios, foram colocados:

= 50 pL de meio de cultura liquido PW em cada orificio onde foi
realizada a micro diluicdo seriada dos compostos em teste.

= 59 pL de meio PW para o controle positivo, neste caso a
estreptomicina.

= 75 puL de meio PW no primeiro poco onde foi testado o DMSO
como efeito antimicrobiano, e 76 pL, 77 pL,78 puL e 79 pL nos pocos
subsequentes.

= 90 pL de meio PW para o controle do DMSO (para verificar se o
DMSO esta contaminado ou nao)

= 100 pL de meio PW no controle do meio de cultura.

= 80 pL de meio PW no controle do inoculo.

= 90 pL de meio PW no controle da solugdo mée.

Em seguida pipetou-se 50 pL da SM no primeiro poco da linha da placa
onde o composto estava sendo testado. Em seguida faz-se uma diluicdo seriada de
50 pL, jogando fora a ultima diluigéo ficando todos os pogos com 50 pL novamente.

Para o controle positivo, pipetou-se 59 pL de solucdo de estreptomicina
(1996 pL caldo + 4 pL estreptomicina) e realizou-se a diluicdo seriada.
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Para o controle do DMSO, pipetou-se 5 pL DMSO no primeiro poco, 4
pL, 3 pL, 2 pL, 1 pL nos pocgos subsequentes.

Em seguida preparou-se o inoculo em um tubo com 3 mL de solucéo
salina, obtendo dessa maneira, uma suspensdo bacteriana na escala de 0,5 de
McFarland. Em seguida transferiu-se 500 pL dessa solugé&o para um tubo contendo
4,5 mL de solucéo salina e desse segundo tubo transferiu-se 2000 pL para outro
tubo contendo 10 mL de meio de cultura. Sendo esta ultima, a solucdo bacteriana
utilizada no ensaio para determinacao do CMI.

Foram pipetados 20 pL dessa solucéo bacteriana em cada poco em
gue os compostos foram testados, nos pog¢os do controle positivo, pogcos do controle
do DMSO e nos pocos do controle de crescimento do inoculo. Posteriormente,
completa-se os po¢cos com meio de cultura até finalizar 100 pL.

Finalmente a placa foi colocada numa BOD a uma temperatura de 28 °
C por um periodo de 72 horas e para a avaliacdo do crescimento bacteriano nos
pocos, adicionou-se 30 pL de solugcdo de resazurina (Sigma) 0,02% (m/v). Apos
adicionar a resazurina, esperou-se um tempo aproximado de 2 horas para fazer a
leitura de crescimento. Nos poc¢os onde a coloragdo passou de azul para rosa, indica
que ocorreu inibicdo ou erradicacdo da bactéria.
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FIGURA 3.7.4.1. Esquema do método de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) por

micro diluicdo em microplaca de 96 orificios para a bactéria X. citri.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Cultivo in vitro de C. sinensis e C. limonia

A capacidade de culturas de células, tecidos e 6rgaos de plantas para
produzir e acumular muitos, mas nem sempre todos 0S mesmos compostos
quimicos da planta na natureza tém sido reconhecidos desde o inicio da tecnologia
in vitro. O desenvolvimento da cultura de tecidos in vitro abriu 0 caminho para novas
pesquisas que exploram a expressao de produtos secundarios in vitro. Além de
existir uma série de vantagens distintas na producédo de um produto secundario de
grande interesse comercial, a cultura in vitro permite que o isolamento do fitoquimico
ocorra de forma mais rapida e eficiente quando comparado com a extracdo dos
mesmos de plantas in vivo®’. Outro fator que desperta grande interesse, é que as
culturas celulares podem ser cultivadas em ambiente controlado e em meios de
cultura com marcacéo isotopica, de modo que os produtos secundarios acumulados
possam ser rastreados metabolicamente®’, como foi feito neste trabalho.

A germinacao das sementes de C. sinensis e C. limonia em meio MS
basal sélido em ambiente controlado, comecou a ocorrer 40 dias apds a inoculagéo
das mesmas. A metodologia adotada, apresentou-se eficiente para o cultivo de
ambas as espécies de citros, apresentando baixa porcentagem de contaminacao e
alta porcentagem de germinacao. A figura 4.1.1 mostra as plantulas de laranja Péra
e liméo Cravo apos 90 dias de cultivo in vitro.

D

(-
-
-
'
s
.

FIGURA 4.1.1. Cultivo in vitro em meio MS basal sélido. i) C. sinensis ii) C. limonia.
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4.2. Analise do perfil quimico de C. sinensis e C. limonia

Para avaliar o perfil quimico da folha, caule e raiz das plantulas de C.
sinensis e C. limonia, visando verificar se houve a producao de xantiletina e seselina
in vitro, os quais s&o produzidos in vivo conforme descrito em trabalhos anteriores
desenvolvidos no grupo de Produtos Naturais da UFSCar®8%°, foi utilizada a técnica
HPLC-UV em modo reverso de eluicdo (RPLC). Optou-se por este método que é o
mais usado em cromatografia liquida, devido a variabilidade de aplicacbes
envolvendo pequenas e grandes moléculas de diferentes hidrofobicidades, pois
possibilita a separacdo de misturas de diferentes classes de compostos’?. Optou-se
também pela eluicdo em gradiente, pois as substéncias presentes na amostra
apresentaram ampla faixa de polaridade. Nesses casos, 0 modo de eluicdo
gradiente que consiste no aumento da forca do solvente durante a analise
proporcionando bandas cromatograficas muito mais estreitas, foi a melhor op¢éo a
ser adotada, pois nenhuma condicado isocratica consegue ao mesmo tempo, oferecer
boa resolucédo e pequeno alargamento de bandas’®"2.

Para a realizacdo do experimento de incorporacdo de glicose-1-[*3C]
em meio MS liquido, para o estudo biossintético da xantiletina e seselina houve
necessidade de avaliar o perfil quimico das plantulas cultivadas in vitro, com o
objetivo de verificar se as piranocumarinas de interesse estariam sendo realmente
produzidas. Isso deve-se ao fato de que o perfil quimico das espécies cultivadas in
vitro pode variar em relacdo aquele da planta mae cultivada in vivo. Um exemplo
disso é a biossintese da lisina a anabasina, que ocorre nas raizes de Nicotiana
tabacum, seguida pela conversdo de anabasina em nicotina nas folhas. As culturas
de tecido in vitro de tabaco podem produzir apenas pequenas quantidades de
nicotina, pois ndo produzem o precursor anabasina’s.

Na maioria das vezes ensaios com culturas de células de plantas nao
conseguem produzir os produtos desejados. Um dos principais problemas que levam
a isso é falta de conhecimento basico das rotas biossintéticas e dos mecanismos
responsaveis pela producdo de metabdlitos de plantas. Quando a produtividade dos
metabolitos desejados é limitada pela falta de precursores particulares, é necessario
utilizar um suprimento exégeno de precursores biossintéticos’4, que néo foi o caso

para o presente estudo.

44



Resultados e Discussao

Foram analisados a folha, o caule e a raiz dos 24 gendétipos das duas
espécies em questdo. Os gendtipos de C. sinensis (laranja Péra) analisados foram:
LP 28, LP 29, LP 33, LP 39, LP 40, LP 41, LP 43, LP 45, LP 51, LP 56, LP 100, LP
102, LP 106, LP 107, LP 113, LP 114, LP 126, LP 144, LP 169, LP 170, LP 173 e LP
175 e os de C. limonia (liméo Cravo) foram: LC 27, LC 31, LC 38, LC 64, LC 65, LC
66, LC 70, LC 72, LC 77, LC 91, LC 98, LC 99, LC 200, LC 202, LC 205, LC 214, LC,
217, LC 223, LC 224, LC 225, LC 227, LC 244, LC 245, LC 246. Os resultados foram
obtidos com plantas da mesma idade e cultivadas nas mesmas condi¢des.

Como mostra a Figura 4.2.1 e 4.2.2, os diferentes 6rgdos das plantas
estudadas mostraram diferentes perfis cromatograficos. Realizando uma anélise
visual dos cromatogramas, ao comparar cada O6rgdo separado, os perfis
cromatograficos também apresentaram algumas diferencas entre as duas espécies
analisadas (Apéndice Ill). Porém, foi possivel verificar grande similaridade do perfil
cromatografico para todos os genétipos de uma mesma espécie de citros dentro de
um mesmo oOrgao estudado e nao foi possivel verificar alguma diferenca qualitativa
entre 0s genotipos de uma mesma espécie, apenas algumas das bandas
cromatograficas diferenciaram-se em intensidades.

Um aspecto importante que foi observado € que as piranocumarinas de
interesse, foram identificadas em todos 0s gendétipos analisados somente nas raizes,
tanto de laranja Péra quanto de limdo Cravo (Figura 4.2.4 i e ii). As bandas
referentes as piranocumarinas, xantiletina e seselina foram identificadas,
comparando o tempo de retencdo com o padrao injetado de Xantiletina + Seselina e

pelo espectro de UV das duas substancias (Figura 4.2.4 iii e iv).
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FIGURA 4.2.1. Analise do perfil quimico das partes vegetais de laranja Péra. i) LPF -

folha de laranja Péra ii) LPC - caule de laranja Péra iii) LPR - raiz de laranja Péra.
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FIGURA 4.2.2. Andlise do perfil quimico das partes vegetais de liméo Cravo. i) LCF -

folha de liméao Cravo ii) LCC - caule de liméo Cravo iii) LCR - raiz de limao Cravo.

a7



Resultados e Discussao

Ao analisar o cromatograma da amostra preparada com o padrao de
xantiletina + seselina, observa-se que o tempo de retencdo para a xantiletina é de
aproximadamente 27,5 min e para a seselina de 28 min. As bandas cromatograficas
com este tempo de retencdo e com espectros de UV caracteristicos referente a
xantiletina e seselina foi observado apenas nas raizes das duas espécies de citros
(Figura 4.2.4). A piranocumarina linear, xantiletina apresenta bandas de transi¢do no
UV em 224 e 235 nm (duas bandas caracteristicas referente a conjugag¢ao do anel a-
pirone) e em 347 nm (referente a conjugacdo do anel benzénico). A piranocumarina
angular, seselina apresenta bandas de transicdo no UV em 250 e 292 nm (duas
bandas caracteristicas referente ao anel a-pirone) e 330 nm (referente ao anel
benzénico).

A partir desses resultados, ha boas evidéncias de que a biossintese
das piranocumarinas ocorre nas raizes, pois através da analise do perfil quimico das
partes vegetais de C. sinensis e C. limonia, observou-se que somente neste 6rgao
de ambas espécies ha a presenca das piranocumarinas de interesse. Sendo assim
verificou-se a possibilidade de dar sequéncia ao trabalho e comprovar se a reacao
de prenilacdo da umbeliferona em C-6 e C-8 (Figura 4.2.3), para a formacao dos
precursores de piranocumarina linear: dimetilsuberosina e da angular: ostenol ocorre
via MVA denominada de via do &cido meveldnico, via MEP 2-C-metil-D-eritritol-4-

fosfato ou via mista, na qual os dois caminhos ocorrem concomitantemente.

A SN = S
—
HO 07 o 0 o” "o

8 4.3 PT Demetilsuberosina Xantiletina

HO™ 7 578707270 N N
Un%beliferona —
HO 0~ o #0§(O\&LO
Ostenol _~' Seselina

Figura 4.2.3 Proposta biogenética para piranocumarinas. A prenilacdo em C-6

levando a formagdo da piranocumarina linear — xantiletina e em C-8 a

piranocumarina angular - seselina.
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4.3. Quantificacdo de piranocumarinas totais nas raizes de C.

sinensis e C. limonia

A gquantificagdo de piranocumarinas totais nas raizes foi realizada com
o intuito de verificar o niumero de plantulas necessarias para conseguir isolar as
piranocumarinas em quantidade suficiente para realizar o estudo de biossintese das
mesmas. Além disso a quantificacdo auxiliou na selecdo de linhas celulares de
elevada producdo dos metabdlitos de interesse, a fim fornecer um genotipo de C.
sinensis e C. limonia para reproducdo, que sejam possivelmente mais resistentes e
consequentemente apresentem maior interesse comercial. A funcdo das
piranocumarinas nas plantas, devido a relacdo estrutural com furanocumarinas, e
devido a evidéncias constatadas em trabalhos anteriores®%’>, pode assumir um
papel como fitoantecipinas.

A quantificacdo foi feita por HPLC — DAD utilizando a metodologia
descrita na secdo 3.4. Selecionou-se 12 gendtipos de laranja Péra (C. sinensis): LP
100, LP 102, LP 106, LP 107, LP 113, LP 114, LP 126, LP 144, LP 169, LP 170, LP
173 e LP 175 e 12 genotipos de limédo Cravo (C. limonia): LC 202, LC 202, LC 205,
LC 214, LC 217, LC 223, LC 224, LC 225, LC 227, LC 244, LC 245, LC 246. Em
seguida, injetou-se o padrdo contendo xantiletina + seselina em triplicata nas
concentracdes de 0,0; 10,0; 30,0; 50,0; 70,0 e 90,0 pg/mL para construcao da curva
de calibracdo (Figura 4.3.1). A regressao foi obtida pelo método dos minimos
qguadrados, a partir da relacdo entre as areas das bandas cromatograficas e a
concentracdo dos padrdes.

Através da curva de calibracdo determinou-se a concentracdo de
seselina + xantiletina nas raizes dos genétipos de laranja Péra e limdo Cravo em
relacdo a area do pico. Nas Tabelas 4.3.1 e 4.3.2, constam os dados referentes a
média das areas dos picos correspondentes as piranocumarinas, obtidas para a
determinacao da concentracdo em pg/mL e em % de piranocumarinas para cada um
dos gendtipos das duas espécies analisadas. A Figura 4.2.3. mostra 0s
cromatogramas dos genotipos de cada espécie que apresentaram maior producao
das piranocumarinas e da amostra padrdo. A partir da analise dos cromatgramas
obtidos, foi possivel observar que alguns genadtipos apresentam uma maior producao

dessa classe de compostos.
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Dentre as plantas avaliadas o gendtipo de laranja Péra LP 144 e de
limdo Cravo LC 214 apresentaram as piranocumarinas como substancias
majoritarias, produzindo 21,49 e 55,52 upg/mL respectivamente, enquanto 0s
genadtipos de menor producdo LP 107 e LC 217 possuem 6,80 e 14,72 ug/mL destas
substancias nas raizes. Observa-se, portanto, uma diminuicdo significativa na
producdo de piranocumarinas entre os genotipos das duas espécies, sendo a
producdo 216,03% menor em LP 107 frente a LP 144 e 277,17% menor em LC 217
frente a LC 214 (Figura 4.3.2). Sendo assim 0s genoétipos LP 144 e LC 214 foram
selecionados como linhagens de alta produgé&o para propagagao.

Foi possivel verificar também, uma diferenca na producdo de
piranocumarinas entre as duas espécies avaliadas. Em limao Cravo (C. limonia) a
producdo destes compostos é 158,35% maior que em laranja Péra (C. sinensis)
(Figura 4.3.1). Os dados (Tabela 4.3.1 e 4.3.2) foram comparados por um teste t
pareado para multiplas amostras. Twb a 95%, 11 g.L = 2,20 e Tcac = 4,29, portanto
pode inferir que ha diferenca significativa na producdo piranocoumarinas entre as

duas espécies; liméo Cravo - LC (C. limonia) e laranja Péra - LP (C. sinensis).

Curva de calibragao - Xantiletina + Seselina
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FIGURA 4.3.1. Curva de calibracao para quantificagcdo de piranocumarinas totais em

raizes de laranja Péra (C. sinensis) e liméo Cravo (C. limonia).
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TABELA 4.3.1. Dados da quantificacdo de piranocumarinas em laranja Péra.

Genotipos Média das Areas Concentracdo (ug/mL) Concentracio (%)

LP 100 662230 8,09 0,27
LP 102 842016 10,40 0,35
LP 106 1594051 20,07 0,67
LP 107 561861 6,80 0,23
LP 113 1384922 17,38 0,58
LP 114 947901 11,77 0,39
LP 126 1229254 15,38 0,51
LP 144 1704435 21,49 0,72
LP 169 947018 11,75 0,39
LP 170 608523 7,40 0,25
LP 173 1179674 14,75 0,49
LP 175 909109 11,27 0,38
Média 1047583 13,05 0,43

* Sigla LP — laranja Péra (C. sinensis)

TABELA 4.3.2. Dados da quantificacdo de piranocumarinas em limao Cravo.

Genétipos  Média das Areas Concentragdo (ug/mL) Concentracio (%)

LC 202 2671493 33,92 1,13
LC 200 3580427 45,61 1,52
LC 205 4131862 52,69 1,76
LC 214 4351768 55,52 1,85
LC 217 1177410 14,72 0,49
LC 223 1898793 23,99 0,80
LC 224 2006285 25,37 0,85
LC 225 1643278 20,70 0,69
LC 227 2040539 25,81 0,86
LC 244 2289249 29,01 0,97
LC 245 1846073 23,31 0,78
LC 246 2374076 30,10 1,00
Média 2512471 31,73 1,06

* Sigla LC — lim&o Cravo (C. limonia)
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FIGURA 4.3.2. Gréfico representando a concentragdo de piranocumarinas em raizes de citros. i) % de piranocumarinas em laranja

Péra e limdo Cravo, para comparacdo da producdo entre espécies. ii) concentracdo em pg/mL em laranja Péra para comparacao
entre genatipos. iii) concentracdo em pg/mL em limao Cravo para comparacao entre genotipos.

53



Resultados e Discussao

Os mecanismos biogquimicos de defesa contra os fitopatdgenos sao
amplos, altamente dinamicos, e sdo mediados por defesas diretas e indiretas. Um
desses mecanismos consiste na producdo de substancia defensivas de modo
constitutivo ou em resposta ao dano da planta, afetando assim a alimentacéao,
crescimento e sobrevivéncia de patdgenos. Para combater o ataque de
fitopatdogenos, as plantas produzem estruturas morfologicas especializadas ou
metabdlitos secundarios que tém efeitos toxicos, repelentes e/ou antinutricionais
sobre os patdégenos’®. A resisténcia induzida pode ser explorada como uma
ferramenta importante para o0 manejo de pragas para minimizar as quantidades de
inseticidas usados para controle. Além da escolha de um gendtipo de maior
producdo das substancias que atuam como fitoantecipinas, a indu¢do da producao
das mesmas pode também ser manipulada geneticamente, auxiliando na defesa
contra o ataque de pragas. A resisténcia induzida pode ser explorada para o
desenvolvimento de cultivares e atua como um dos componentes do manejo
integrado de pragas para a producdo sustentavel de culturas. Compreender a
natureza da expressdo génica dos tracos defensivos da planta gera uma enorme
contribuicdo na concepcdo de plantas cultivadas com melhor protecdo contra 0s
herbivoros’®.

Acredita-se que as piranocumarinas atuem como fitoantecipinas
presentes nas raizes de citros, auxiliando no mecanismo de defesa contra o ataque
de algumas das principais doencas de citros. Devido a isso realizou-se ensaios
biolégicos como demonstrado na sec¢éo 4.7, frente a algumas bactérias causadoras
de doencas que atacam a cultura de citros, comprometendo o desenvolvimento da
planta e a saude do fruto, acarretando perdas significativas na producao.

No trabalho desenvolvido por BELLETE, 20137%, observou-se que
planta de citros aumenta a produtividade de xantiletina e outras cumarinas, em
resposta a presenca da bactéria Candidatus Liberibacter somente nos extratos das
raizes. Tal fato sugere que a defesa da planta frente a bactéria causadora do
greening, parece estar nas raizes, inibindo o caminho do acido cinamico que leva
aos flavonoides nos demais Orgaos, para ativar aquele que conduz as cumarinas. A
ativacdo do caminho que leva as cumarinas sugere estas terem a funcdo de
sinalizacdo na defesa contra a bactéria.

SOARES, 2011%°, ao avaliar as respostas de plantas assintomaticas

enxertadas com a bactéria Xylella fastidiosa em seu interior, verificou que nas raizes
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de citros, entre 12 cumarinas detectadas ha aumento na concentracdo de 10 delas e
pequena diminuicAo em apenas duas. A seselina foi uma das cumarinas que
mostrou diminuicdo na concentracdo, sugerindo uma reacdo da planta inibindo a
biossintese de derivados angulares em favor das demais que sao preniladas em C-6
(lineares).

Tais constatagbes, surgem como justificativa para a alternativa de
obtencdo de uma maior producdo desses metabolitos de interesse, que
provavelmente agem como fitoantecipinas e ou fitoalexinas. Atualmente, para
conseguir estimular a producdo de substancias desejaveis no cultivo in vitro, os
esforcos tém sido focados na obtencéo de células cultivadas através da otimizacao
das condicbes de cultura, emprego de alimentacdo precursora, métodos de
transformacao, técnicas de imobilizacdo e selecdo de linhagens de alta producéo
para propagacao (2), como foi realizado no presente trabalho.

VARGAS et. al., 2013, verificaram que varios genoétipos de importancia
econbmica desenvolvidos no Estado do Parana possuiam tolerancia satisfatoria ao
cancro citrico - CVC, causado pela bactéria patogénica Xanthomonas citri. Foram
avaliados 25 genodtipos de laranja Péra e sua suscetibilidade ao CVC, e determinou-
se um gendtipo que apresentou menor incidéncia de doencga tanto em campo quanto
em casa de vegetacdo’’. Portanto, como perspectivas futuras, pretende-se realizar
testes de resisténcia de cultivares de citros a alguns patégenos que atacam a
cultura, avaliando esses gendtipos em condicdbes de campo e em casa de
vegetacao. O intuito seria verificar se realmente ha uma correlacdo significativa entre
os dados de campo, casa de vegetacdo e in vitro com relacdo a producédo de
piranocumarinas e associa-las a resisténcia das espécies frente a algumas doencas
citricas, principalmente o greening - HLB e ao CVC. Além da selecdo de um
genotipo, pretende-se futuramente realizar transformacdes genéticas ap0s conhecer

0S genes e as enzimas envolvidas na biossintese de piranocumarinas.

4.4. Andalise de PCR dos genotipos de C. sinensis e C. [imonia

Para investigar sobre a diferenga significativa na producdo dos
metabdlitos de interesse, realizou-se a analise de PCR com os 12 gendtipos de
laranja Péra e 12 de limao Cravo, nos quais ja havia sido feito a quantificacdo de
piranocumarinas. As impressdes digitais de DNA tornaram-se um instrumento
imensamente importante para a identificacdo de genoétipos em espécies de plantas
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silvestres e seus parentes cultivados’. O uso de gendtipos resistentes é a melhor
forma de controlar doencas que atacam as culturas. Os genoétipos podem ser
rastreados quanto a resisténcia ao patdgeno e o germoplasma encontrado com
resisténcia adequada, pode ser incorporado em programas de melhoramento ou
usado diretamente em plantacGes comerciais’®.

Apods a determinacgdo do gene do Citrus em 20147°, a determinacéo da
diferenca entre genotipos e a identificacdo de genes responsaveis pela biossintese
de metabdlitos especificos tornou-se mais facil. A analise da variagcdo genémica €&
uma parte essencial da genética vegetal e dos programas de melhoramento das
culturas. Os polimorfismos de DNA podem estar diretamente relacionados as
diferencas genotipicas, indicar relacdes entre individuos em populacbes além
identificar qualquer fragmento de DNA referente ao gene de resisténcia®. Para isso,
selecionou-se 7 primers aleatorios de citros para verificar se havia alguma diferenca
genética entre 0s genotipos; através da analise de PCR (metodologia descrita na
secdo 3.5 e esquematizada na figura 3.5.4.1)

A quantificacdo do DNA esta demonstrada na Tabela 4.4.1. Os dados
mostram que os genotipos de laranja Pera LP 102, 106, 107, 170 e 175, e os de
limdo Cravo LC 200, 202, 205, 214, 217, 223, 224, 225, 244 e 246 apresentaram
baixa concentracdo de DNA frente aos padrdoes LP IAC e LC LIM. Porém, mesmo
em baixas concentracdes, o DNA apresentou boa qualidade a partir das andlises no
NanoDrop®. Os gendtipos LP 100, LP 113, LP 114, LP 126, LP 144, LP 169, LP
173, LC 227 e LC 245 por razbes desconhecidas, tiveram o DNA degradado.

TABELA 4.4.1. Quantificacdo do DNA de laranja Péra e de limédo Cravo.

Gendétipos Concentracao de Gendbtipos Concentracéo de

DNA (ng/pL) DNA (ng/pL)
LP IAC 715,30 LC 205 8,23
LP 102 45,64 LC 214 4,10
LP 106 7,37 LC 217 1,83
LP 107 4,89 LC 223 2,04
LP 170 39,19 LC 224 18,42
LP 175 2,54 LC 225 5,24
LC Lim 540,30 LC 244 19,79
LC 200 93,98 LC 246 3,28
LC 202 44,81 - -
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A partir dos resultados das analises observou-se que para 6 primers
selecionados: 11 est, 14 est, 209 est, 12 gen, 19 gen e 170 gen, ndo houve
diferenca entre os genotipos analisados de laranja Pera, limdo Cravo e a amostra
padrdo, conforme mostra a Figura 4.4.1 i), para o primer 209 EST. Somente um
primer selecionado, o 89 EST, mostrou diferenca no padrdo de bandas, referentes
ao produto da analise de PCR, em relagdo a amostra padréo, para 0s genotipos LP
175 e LC 217 (Figura 4.4.1 ii). Através dos resultados obtidos ndo € possivel tirar
muitas conclusdes, mas vale ressaltar que um dos genétipos que apresentou
diferenca no padrdo de bandas na andlise de PCR para o primer 89 est, 0o genétipo
217 de limdo Cravo - LC 217, destacado em vermelho na figura a seguir, é o
gendtipo de menor producdo de piranocumarinas para esta espécie. Isto sugere que
ha alguma diferenca genética para este genétipo que apresentou uma producéo de

somente 0,49% de piranocumarinas na raiz.

thbphss (P102 IPI70 LPAC LPMAC LC200 (0202 LGkm LCm  boo  IPI06 LPI07 LPLAA LPA7S LO20S LCIA. 1C217 Q223 AWM ACNE ban

Dboks P2  1P170  LPAC AL 100 L2 (e LR bran  LPI06  LPIO7 LPIIE LPIPS  LEXOS LGS LE7 L2239  LCNM L0246 boan

~e——

FIGURA 4.4.1. Revelacao da placa de eletroforese do produto de andlise de PCR de
raizes de laranja Pera e de limdo Cravo. i) Primer 209 est dos gendétipos de ambas
as espécies frente aos padrbées de laranja Pera - LP IAC e de limdo Cravo - LC Lim.
i) Primer 89 est dos genotipos de ambas as espécies frente aos padrfes de laranja
Pera - LP IAC e de lim&o Cravo - LC Lim. *cédigo bran = branco.

Frente a estes resultados, tem-se como perspectivas futuras realizar
novas analises com novos primers, para detectar diferencas genéticas que possam

trazer respostas que contribuam para novas investigagdes. Além disso, pretende-se
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realizar estudos in silico a fim de identificar genes especificos envolvidos na

biossintese de piranocumarinas.

4.5. Avaliacdo da marcacdao isotopica de piranocumarinas da raiz de

laranja Péra (C. sinensis) e de limé&o Cravo (C. limonia)

4.5.1 Andlise das raizes de C. sinensis e C. limonia para estudo da
biossintese via HPLC-SPE-UV-NMR

Para comprovar se a reacao de prenilacdo da umbeliferona em C-6 e -
C8 (Figura 4.2.3), que leva aos precursores de piranocumarina linear:
demetilsuberosina e angular: ostenol, ocorre via MEV (via do mevalonato) ou via
MEP (2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato - triose/piruvato), a biossintese da porcao
terpénica da xantiletina e seselina foi investigada através da incorporacdo de
glicose-1-[13C] na raiz de C. sinensis e C. limonia. Os estudos de marcacao isotopica
sdo de grande importancia, uma vez que permitem a determinacdo da via operante.
Dependendo da via de metabolizagdo envolvida, a marcacdo dos carbonos das
unidades isoprénicas sera diferenciada. Portanto, para a confirmacdo da rota
biossintética, foram realizados experimentos de Ressonancia Magnética Nuclear de
13C gquantitativo, a fim de definir quais carbonos da unidade terpénica aparecem
enriquecidos. Duas vias biossintéticas para formacdo de unidades de isopreno
coexistem em plantas: a via de mevalonato (MVA) conhecida como citoplasmatica e
a via bacteriana 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (MEP) mais recentemente descoberta,
localizada exclusivamente em plastidios®".
A Figura 4.5.1.1. mostra que a via do mevalonato (MVA) inicia-se com
a condensacédo de trés unidades de acetil-CoA indo a 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA
(HMG-CoA) e continua por redugédo em mevalonato (MVA), seguida por dois passos
sucessivos de fosforilagdo e um passo de descarboxilacéo/eliminacdo que conduz
ao difosfato de isopentenila (IPP). Ja as unidades isoprenoides derivadas de IPP que
é sintetizado pela via MEP, tem a reacgédo inicial envolvendo a condensacdo de
hidroxietil - tiamina derivada de piruvato com o C-1 do D-gliceraldeido-3-fosfato (GA-
3P) para produzir 1-deoxixilose-5-fosfato (DXP). No segundo passo, um rearranjo
intramolecular e reducdo de DXP produz 2-C-metil-D-eritritol 4-fosfato (MEP). Apos
conversdo de MEP em 2-C-metil-D-eritritol 2,4-ciclodifosfato (ME-2,4cPP) em trés
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passos enzimaticos, uma reducéo leva a formacdo de 1-hidroxi-2-metil-2-butenil 4-
difosfato (HMBPP), que é finalmente convertido em uma mistura de IPP e dimetilalil
difosfato (DMAPP)®3. Se apds a incorporacdo do precursor marcado a marcacéo for
observada nos carbonos C-2, C-4 e C-5 da unidade terpénica, a biossintese ocorre
via MEV e se for observada em C-1 e C-5 ocorre via MEP. Ambas as vias podem
também ocorrer concomitantemente apresentando todos os carbonos enriquecidos,

exceto C-3%2,
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FIGURA 4.5.1.1. Biossintese do difosfato isopentila (IPP) através das vias do
mevalonato (MVA) e 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato - triose/piruvato (MEP).

Para isolar xantiletina e seselina das raizes de Citrus sinensis e Citrus
limonia com abundancia isotopica natural (experimento controle) e das raizes de
Citrus sinensis e Citrus limonia cultivadas em meio de cultura enriquecido com 3C
apos a incorporagdo de glicose-1-[*3C] (experimento de enriqguecimento),
amostras de laranja Péra e limado Cravo ndo marcadas/experimento controle e
marcadas, foram injetadas em HPLC - UV - SPE - NMR, para verificar a
reprodutibilidade do método (descrito na secédo 3.6.1). Em seguida as substancias
desejadas foram trapeadas em cartuchos SPE como mostrado nos cromatogramas
da Figura 4.5.1.2 para limédo Cravo e na figura 4.5.1.3, onde a banda 1 é referente a

xantiletina e a banda 2 a seselina.
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FIGURA 4.5.1.2. Cromatogramas da reproducédo do método e do trapeamento das bandas 1 e 2, referentes a xantiletina e seselina

[13C] .

respectivamente, para as amostras de raiz de liméo Cravo - LCR, controle e com marcacgao através da incorporacdo de glicose-1-
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FIGURA 4.5.1.3. Cromatogramas da reproducdo do método e do trapeamento das bandas 1 e 2, referentes a xantiletina e seselina

respectivamente, para as amostras de raiz de laranja Péra — LPR, controle e com marcacédo atraves da incorporacdo de glicose-1-
[13C]_
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Apbs realizado o trapeamento, o padrdo de marcacao isotopica, foi
entdo determinado por RMN 13C quantitativo, tanto para a xantiletina como para a
seselina isoladas da raiz C. sinensis e C. limonia cultivadas em meio MS basal - com
abundancia isotopica natural (experimento controle) e com marcagdo apds a

incorporacgao de glicose-1-[13C] (experimento de enriquecimento).

4.5.2. Biossintese da xantiletina em raiz C. sinensis e C. limonia

Os espectros de RMN de 'H da banda 1, isolada de amostras de liméo
Cravo controle, mostrada na Figura 4.5.2.1, de limao Cravo na qual foi realizado
experimento de marcacao através da incorporacao de glicose-1-[*3C] Figura 4.5.2.2,
de laranja Péra controle Figura 4.5.2.3 e de laranja Péra com marcacédo Figura
4.5.2.4, comprovam a pureza das substancias isoladas de cada uma das amostras e
possibilitou a identificagdo da substancia xantiletina.

O espectro de RMN *H apresentou sinais que caracterizam a classe
estrutural das cumarinas. Os dubletos com sinais em &1 7,83 (1H, d) e 6,22 (1H, d),
cuja constante de acoplamento entre eles é de 9,5 Hz, foram associados
respectivamente aos hidrogénios H-4 e H-3 do anel lactonico, sendo estes
hidrogénios pertencentes a uma ligacdo dupla que esta conjugada com a carboxila
da lactona. O deslocamento quimico em &n 7,83 para o H-4 indica a auséncia de
oxigenacdo na posi¢cao C-5 da molécula. Foi possivel verificar a presenca de mais
dois dubletos com em &x 6,45 (1H, d) e 5,80 (1H, d) com J = 9,9 Hz e um singleto
em On 1,46 integrando para 6 hidrogénios (equivalente a duas metilas ligadas a C
sp3), indicando dessa maneira a presenca do anel pirano. Ao dubleto mais
desblindado em &+ 6,44 foi atribuido ao hidrogénio H-4’, e o outro ao H-3'.

Observa-se ainda a presenga de dois singletos em 0w 7,26 e 6,68
referente aos hidrogénios H-5 e H-8, os quais tem como vizinhos carbonos
totalmente substituidos, indicando que o anel pirano é linear, estando ligado as
posi¢cdes C-6 e C-7 do anel aromatico do esqueleto cumarinico. O espectro de RMN
'H da xantiletina que possui formula molecular C14H1203 apresentou 7 sinais sendo
que o sinal dn1 1,46 € equivalente a seis hidrogénios referentes as duas metilas 6’ e
5’, totalizando os 12 hidrogénios da molécula. A Tabela 4.5.2.1 mostra os dados de

1H para a xantiletina, comparado aos dados encontrados na literatura®’.
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FIGURA 4.5.2.1. Espectro de RMN de 'H (600MHz, MeOD) da xantiletina isolada da raiz de limdo Cravo proveniente do

experimento controle - LCR ndo marcada.
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FIGURA 4.5.2.2. Espectro de RMN de '*H (600MHz, MeOD) da xantiletina isolada da raiz de limdo Cravo proveniente do
experimento de marcacao atraves da incorporacao de glicose-1-[*3C] - LCR marcada.
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experimento de marcacao através da incorporacao de glicose-1-[*3C] - LPR marcada.
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TABELA 4.5.2.1. Dados de RMN de 'H da xantiletina em comparagéo aos dados da
literatura (KHAN, 1985)%/.

NO H 5 'H b1 5 'H b1 5 'H b1 S 'H b1 8 'H xantiletina

(LCR controle) (LCR marc) (LPR controle) (LPR marc) CDCls (literatura)
3 6,22 (d) 6,22 (d) 6,22 (d) 6,22 (d) 6,21 (d)
4 7,84 (d) 7,83 (d) 7,83 (d) 7,83 (d) 7,57 (d)
5 7,27 (S) 7,26 (S) 7,26 (S) 7,27 (S) 7,04 (d)
8 6,69 (s) 6,68 (s) 6,68 (s) 6,69 (s) 6,71 (s)
3’ 5,80 (d) 5,80 (d) 5,80 (d) 5,80 (d) 5,68 (s)
4’ 6,45 (d) 6,45 (d) 6,45 (d) 6,44 (d) 6,33 (d)
’ 1,46 (s) 1,45 (s) 1,46 (s) 1,46 (s) 1,47 (s)
6’ 1,46 (s) 1,45 (s) 1,46 (s) 1,46 (s) 1,47 (s)

Para auxiliar na determina¢cdo dos deslocamentos quimicos de *H para
a xantiletina, foi realizado o experimento bidimensional, Correlation Spectroscopy -
COSY, que é usado para identificar spins que sado acoplados um ao outro.
Analisando o espectro (Figura 4.5.2.5) foi possivel atribuir para cada hidrogénio da

molécula seus hidrogénios vizinhos e seus respectivos On.

| ‘ Ll ) N

Xantiletina
E

~4.0

4.5

f1 (ppm)

~5.0

5.5

{6.46,5.80
. Y o

{7.84,6.21} ~6.0

—- @, (560@.45% ;6.5

—

T T T T T T T T T T T T T T T
. 45 40 35 3.0 25 20 15 1.0
f2 (ppm)

FIGURA 4.5.2.5. Experimento de COSY (600 MHz, MeOD) da banda 1 - xantiletina.
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A Tabela 4.5.2.2 mostra os dados obtidos pelo experimento de COSY,

e a figura 4.5.2.6 representa as correlagdes observadas para este experimento.

TABELA 4.5.2.2. Dados do experimento de COSY para a substancia xantiletina.

F1 F2
1H 5 1H 5
6,22 (d) 3e4 6,22 d - 7,83 (d)
4 7,83 (d) 3e4 6,22 d - 7,83 (d)
7,26 (S) 5 7,26 (S)
6 6,68 (s) 8 6,68 (s)
3 5,80 (d) 3ed 5,80 d - 6,45 (d)
4' 6,45 (d) ey 5,80 d - 6,45 (d)
5e6' 1,45 (s) 5e6' 1,45 (s)

FIGURA 4.5.2.6. Correlagdes observadas no COSY para a xantiletina.

Também foi realizado o experimento bidimensional, heteronuclear
single quantum correlation — HSQC, que fornece correlacdo entre o carbono e seus
prétons diretamente ligados. A Figura 4.5.2.7 mostra as correlacdes observadas no
experimento de HSQC e realizando a analise do espectro (FIGURA 4.5.2.8) foi
possivel atribuir para cada hidrogénio da molécula, o carbono ao qual este esta

diretamente ligado e 0 seu dx.

FIGURA 4.5.2.7. Correlacfes observadas no HSQC da xantiletina.
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FIGURA 4.5.2.8. Experimento de HSQC (600 MHz, MeOD) da banda 1 - xantiletina.

Os dados referentes ao experimento de HSQC estao representados na
tabela abaixo, que mostra as correlacdes entre 'H - 13C e os valores de &1 e &1c. A
partir da analise dos dados de HSQC para a substancia xantiletina foi possivel
observar correlagdes para os carbonos C-3 (6 113,4), C-4 (d 145,7), C-5 (© 126,5),
C-6 (6 104,8), C-3' (6 132,5),C-4 (6 121,8) e C-5 e 6’ ( 6 28,6). O experimento

detectou todas as correlacdes tH - 13C possiveis.

TABELA 4.5.2.3. Dados do experimento de HSQC para a substéncia xantiletina.

F1 F2

13C o) 1H 5
3 113,4 3 6,22 (d)
4 145,7 4 7,83 (d)
5 126,5 5 7,26 (s)
6 104,8 8 6,68 ()
3 132,5 3 5,80 (d)
4 121,8 4 6,45 (d)
5e6 28,6 5'e6 1,45 (s)
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A Figura 4.5.2.9 mostra a comparacgao dos espectros de 3C da banda
1, referente a xantiletina isolada da amostra da raiz de limdo Cravo marcada através
da incorporacdo de glicose-1-['*C] em vermelho e da amostra controle, com
abundancia isotépica natural em azul. O espectro da substéancia marcada (Figura
4.5.2.10) foi comparado aquele da substancia ndo marcada (Figura 4.5.2.11), sendo
qgue ambos foram obtidos nas mesmas condi¢cdes experimentais, com todos 0s
parametros ajustados de forma idéntica. A determinacdo da abundancia de 13C foi
realizada através da integral dos sinais referentes a substancia marcada/enriquecida
e da substancia ndo marcada/ndo enriquecida usando a seguinte célculo A®C =
1,1% x (integral enriquecido / integral controle).

A Tabela 4.5.2.4 mostra 0o aumento relativo dos sinais de 3C nos
carbonos C-4, C-5, C-8a, C-4’ e C-5'. As marcacgdes em C-8a, C-4 e C-5, referente
aos carbonos que compdem o anel aromatico e o anel lacténico do esqueleto
cumarinico é proveniente do caminho do Chiquimato (Figura 4.5.2.9). As marcacdes
observadas em C-4’ e C-5" sao provenientes da incorporacdo de uma unidade de
IPP (difosfato de isopentila). Estes resultados demonstraram que a porgcao
isoprénica da xantiletina isolada do limédo Cravo, deriva exclusivamente da via MEP
(2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato - triose/piruvato), pois apenas os carbonos C-1 e C-5
da unidade de IPP foram enriquecidos, onde o C-1 do IPP é referente ao C-4’ da
xantiletina (6 121,8) e C-5 referente ao C-5’ da xantiletina (5 28,6).

TABELA 4.5.2.4. Abundancia de 13C da xantiletina, isolada da raiz do limdo Cravo

apos a incorporacdo de glicose-1-[13C].

3G 5 LCR marc LCR controle A5G
Integral Integral

3 113,4 1,00 1,06 1,04

4 145,7 4,50 1,01 4,90

5 126,5 3,57 1,07 3,67

8 104,8 0,73 0,99 1,10
8a 156,6 0,98 0,26 4,15
ag' 132,5 1,00 1,00 1,10
4' 121,8 3,85 1,02 4,15
5e6 28,6 6,64 2,09 3,49

ABC=1,1% x (enriquecido/controle) representa o aumento na intensidade relativa (aumentos significativos
para carbonos enriquecidos estdo em negrito). * Usado como referéncia.
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FIGURA 4.5.2.9. Espectro de RMN de 3C (600MHz, MeOD) da banda 1 - xantiletina: da amostra da raiz de limado Cravo
proveniente do experimento de marcacdo através da incorporacdo de glicose-1-[3C] - LCR marcada em vermelho e de limao
Cravo controle - LCR controle em azul. Estrutura da xantiletina - em azul a marcagéo proveniente do caminho do Chiquimato e em

vermelho a marcacéo proveniente do caminho do MEP.
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FIGURA 4.5.2.10. Espectro de RMN de 13C (600MHz, MeOD) da xantiletina isolada da raiz de limdo Cravo do experimento de

marcacao através da incorporacao de glicose-1-[*3C] - LCR marcada.
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FIGURA 4.5.2.11. Espectros de RMN de 13C (600MHz, MeOD) da xantiletina isolada da raiz de limdo Cravo do experimento

controle, com abundancia isotopica natural - LCR controle.

73



Resultados e Discussao

A Figura 4.5.2.12 mostra a comparacao dos espectros de 13C da banda
1, referente a xantiletina isolada da amostra da raiz de laranja Péra marcada através
da incorporacdo de glicose-1-['3C] em vermelho e da amostra controle, com
abundancia isotépica natural em azul. O espectro da substéancia marcada (Figura
4.5.2.13) foi comparado aquele da substadncia ndo marcada (Figura 4.5.2.14). A
determinacdo da abundancia de 13C foi realizada conforme descrito anteriormente
para a xantiletina isolada do liméo Cravo.

A Tabela 4.5.2.5 mostra o aumento relativo dos sinais de 3C nos
carbonos C-4, C-5, C-823 C-4" e C-5. A marcacbes em C-4 e C-5 e C8a, séo
referentes aos carbonos que compdem o anel aromatico e o anel lactdnico do
esqueleto cumarinico, proveniente do caminho do Chiquimato (Figura 4.5.2.12). As
marcacOes observadas em C-4’ e C-5 sao provenientes da incorporagdo de uma
unidade de IPP (difosfato de isopentila). Estes resultados demonstraram que a
porcao isoprénica da xantiletina isolada da laranja Péra, assim como para o liméo
Cravo, deriva exclusivamente da via MEP (2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato-
triose/piruvato), pois apenas os carbonos C-1 e C-5 da unidade de IPP foram
enriquecidos, onde o C-1 do IPP corresponde ao C-4’ da xantiletina (6 121,0) e C-5
ao C-5 da xantiletina (& 28,00). Se o IPP fosse proveniente da via do MVA, o
enriquecimento seria detectado nos carbonos C-3’, C-5’ e C-4’, e se fosse via mista
nos carbonos C-3’, C4’, C-5" e C-6’.

TABELA 4.5.2.5. Abundancia de 13C da xantiletina, isolada da raiz de laranja Péra

apos a incorporacdo de glicose-1-[13C].

. 5 LPR marc LPR controle A T30
Integral Integral

3 113,4 1,03 0,99 1,14

4 145,7 4,07 1,04 4,30

5 126,5 3,49 1,01 3,80

8 104,8 1,00 1,00 1,10
8a 156,6 0,63 0,16 4,33
a3’ 132,5 1,00 1,00 1,10
4' 121.,8 3,68 1,02 3,97
5e6 28,6 7,48 2,00 4,11

ABC=1,1% x (enriquecido/controle) representa o aumento na intensidade relativa (aumentos significativos
para carbonos enriquecidos estdo em negrito). * Usado como referéncia.
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FIGURA 4.5.2.12. Espectro de RMN de 13C (600MHz, MeOD) da banda 1 - xantiletina: da amostra da raiz de laranja Péra
proveniente do experimento de marcagdo através da incorporacdo de glicose-1-[*3C] - LPR marcada em vermelho e de laranja
Péra controle - LPR controle em azul. Estrutura da xantiletina - em azul a marcagcao proveniente do caminho do Chiquimato e em

vermelho a marcacéao proveniente do caminho do MEP.
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FIGURA 4.5.2.13. Espectro de RMN de 3C (600MHz, MeOD) da xantiletina isolada da raiz de laranja Péra do experimento de

marcacao através da incorporacao de glicose-1-[*3C] - LPR marcada.
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4.5.3. Biossintese da seselina em raiz de C. sinensis e C. limonia

Os espectros de RMN de *H da banda 2, isolada de amostras de liméao
Cravo controle, mostrada na Figura 4.5.3.1, de lim&o Cravo na qual foi realizado
experimento de marcacao através da incorporacdo de glicose-1-[*3C] Figura 4.5.3.2,
de laranja Péra controle Figura 4.5.3.3 e de laranja Péra com marcacédo Figura
4.5.3.4, comprovam a pureza das substancias isoladas de cada uma das amostras e
possibilitou a identificacdo da substancia seselina.

No espectro de RMN H para banda 2 trapeada, foi possivel observar 6
dubletos e um singleto com & 1,47, referentes aos hidrogénios das duas metilas 5’ e
6’ da seselina. Assim como para a banda 1, a substancia da banda 2 apresentou
sinais que caracterizam a classe estrutural das cumarinas, com dois dubletos
caracteristicos em & 6,24 e 7,85 referentes aos hidrogénios do anel lactonico H-3 e
H-4. Foi possivel identificar também os sinais dos hidrogénios referentes ao anel
pirano, proveniente da ciclizacdo de uma prenila. Estes consistem em um par de
dubletos em & 5,86 e 6,83, que correspondem a H-3' e H-4’, respectivamente.

Verificou-se também a presenca de mais dois dubletos em 6 6,76 (d, J
= 85 Hz) e 7,38 (d, J = 84 Hz) referentes aos hidrogénios H-6 e H-5
respectivamente. Os dubletos com constante de acoplamento de 85 Hz é
caracteristico de grupos “orto” de anel aromatico. Sugere-se dessa maneira que o
anel pirano encontra-se dessa vez nas posi¢cbes C-7 e C-8 do anel aromético do
esqueleto da cumarina, levando a uma piranocumarina angular.

O espectro de RMN 'H da seselina que possui formula molecular
C14H1203 apresentou 7 sinais sendo que o sinal dn 1,47 € equivalente a seis
hidrogénios referentes as duas metilas 6’ e 5, totalizando os 12 hidrogénios da
molécula. A Tabela 4.5.3.1 mostra os dados de H para aseselina, comparado aos

dados encontrados na literatura®3.
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FIGURA 4.5.3.1. Espectro de RMN de H (600MHz, MeOD) da seselina isolada da raiz de liméo Cravo proveniente do experimento

controle - LCR ndo marcada.
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FIGURA 4.5.3.2. Espectro de RMN de *H (600MHz, MeOD) da seselina isolada da raiz de lim&o Cravo proveniente do experimento

de marcacao atraves da incorporacao de glicose-1-[*3C] - LCR marcada.
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TABELA 4.5.3.1. Dados de RMN de *H da banda 2 (seselina) em comparagdo aos
dados da literatura (AHMAD, 1984)%,

N° H 6 'H b2 8 'H b2 8 'H b2 6 'H b2 8 'H xantiletina

(LCR controle) (LCRmarc) (LPR controle) (LPR marc)  CDCls(literatura)
3 6,24 (d) 6,23 (d) 6,24 (d) 6,24 (d) 6,23 (d)
4 7,85 (d) 7,84 (d) 7,85 (d) 7,85 (d) 7,60 (d)
5 7,38 (d) 7,37 (d) 7,38 (d) 7,38 (d) 7,21 (d)
6 6,76 (d) 6,75 (d) 6,76 (d) 6,76 (d) 6,72 (d)
3 5,87 (d) 5,86 (d) 5,86 (d) 5,86 (d) 5,73 (d)
4’ 6,83 (d) 6,83 (d) 6,82 (d) 6,83 (d) 6,89 (d)
5 1,47 (s) 1,47 (s) 1,47 (s) 1,47 (S) 1,48 (s)
6’ 1,47 (s) 1,47 (s) 1,47 (s) 1,47 (s) 1,48 (s)

Para auxiliar na determina¢cdo dos deslocamentos quimicos de *H para
a seselina, foi realizado o experimento bidimensional, Correlation Spectroscopy -
COSY, Figura 4.5.3.5. Através deste experimento foi possivel atribuir para cada

hidrogénio da molécula seus hidrogénios vizinhos e seus respectivos &n.

L

Seselina o° o

f1 (ppm)

{6.83,5.86}
T {7.85,6.24} ®

{7.36,6.75} (5. 8656.8
S ,,G,./

T T T T T T T T T
9 8 7 6 5 4 3 2 1 o
f2 (ppm)

FIGURA 4.5.3.5. Experimento de COSY (600 MHz, MeOD) da banda 2 - seselina.
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A Tabela 4.5.3.2 mostra os dados obtidos pelo experimento de COSY,
e a Figura 4.5.3.6 representa as correlagbes entre H-3 e H-4; H-5 e H-6 e H-3' e H-
4’, observadas para este experimento. O acoplamento entre H-5 e H-6, possibilitou a
confirmacdo de que b2, trata-se realmente da piranocumarina angular (seselina),

que é dissubstituida em C-7 e C-8.

TABELA 4.5.3.2. Dados do experimento de COSY para a substancia seselina.

F1 F2
H 5 H 5
6,24 (d) 3ed 6,24 d - 7,85 (d)
7,85 (d) 3e4 6,24 d - 7,85 (d)
7,38 (d) 5e6 7,38d - 6,76 (d)
6,76 (d) 5e6 7,38d - 6,76 (d)
3 5,86 (d) 3ed 5,86 d - 6,83 (d)
4 6,83 (d) 3ed 5,86 d - 6,83 (d)
5¢e6' 1,47 (s) 5¢e6' 1,47 (s)

FIGURA 4.5.3.6. Correlagbes observadas no COSY para a seselina.

Também foi realizado o experimento bidimensional, Heteronuclear
Single Quantum Correlation — HSQC, que fornece correlagao entre o carbono e seus
prétons diretamente ligados. A Figura 4.5.3.8 mostra as correlacdes observadas no
experimento de HSQC e realizando a analise do espectro (FIGURA 4.5.3.7) foi
possivel atribuir para cada hidrogénio da molécula, o carbono ao qual este esta

diretamente ligado e 0 seu Ox.
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FIGURA 4.5.3.7. Experimento de HSQC (600 MHz, MeOD) da banda 2 - seselina.

FIGURA 4.5.3.8. Correlacfes observadas no HSQC da seselina.

Os dados referentes ao experimento de HSQC estéo representados na
tabela abaixo, que mostra as correlagdes entre *H - "*C e os valores de &1 e duc. A
partir da analise dos dados de HSQC para a substancia seselina foi possivel
observar correlagdes para os carbonos C-3 (6 113,0), C-4 (d 146,2), C-5 (& 129,5),
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C-6 (& 114,8), C-3' (d 132,5), C-4’ (6 115,5) e C-5" e 6’ ( & 28,3). O experimento
detectou todas as correlagfes *H - 13C possiveis.

TABELA 4.5.3.3. Dados do experimento de HSQC para a substancia seselina.

F1 F2

15C 5 H 5
113,0 3 6,24 (d)
146,2 4 7,85 (d)
129,5 5 7,38 (d)
114,8 8 6,75 (d)
3 132,5 3 5,86 (d)
4 115,5 g 6,83 (d)
5'¢e6 28,3 5¢6 1,47 (s)

Apos feita a determinagdo dos valores de 5°C para a seselina, realizou-
se a comparacao entre os espectros de RMN de 3C da substancia controle/néo
marcada com 0s espectros da substancia enriquecida/marcada. A Figura 4.5.3.9
mostra a comparacao dos espectros de 3C da banda 2, referente a seselina isolada
da amostra da raiz de limdo Cravo marcada através da incorporacdo de glicose-1-
[13C] em vermelho e da amostra controle, com abundancia isotépica natural em azul.
O espectro da substédncia marcada (Figura 4.5.3.10) foi comparado aquele da
substancia ndo marcada (Figura 4.5.2.11), sendo que ambos foram obtidos nas
mesmas condi¢cdes experimentais, com todos os parametros ajustados de forma
idéntica.

A determinacgdo da abundéancia de 13C foi realizada através da integral
dos sinais referentes a substancia marcada/enriquecida e dos sinais referentes a
substancia ndo marcada/ndo enriquecida conforme ja descrito para a xantiletina na

secdo 4.5.2.
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FIGURA 4.5.3.9. Espectro de RMN de 13C (600MHz, MeOD) da banda 2 - seselina: da amostra da raiz de liméo Cravo proveniente
do experimento de marcacgéo através da incorporacéo de glicose-1-[*3C] - LCR marcada em vermelho e de lim&o Cravo controle -
LCR controle em azul. Estrutura da seselina - em azul a marcagcao proveniente do caminho do Chiquimato e em vermelho a

marcacao proveniente do caminho do MEP.
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FIGURA 4.5.3.10. Espectro de RMN de 3C (600MHz, MeOD) da seselina isolada da raiz de limédo Cravo do experimento de

marcacao através da incorporacao de glicose-1-[*3C] - LCR marcada.
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FIGURA 4.5.3.11. Espectros de RMN de 3C (600MHz, MeOD) da seselina isolada da raiz de limao Cravo do experimento controle,

com abundancia isotopica natural - LCR controle.
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A Tabela 4.5.3.4 mostra o aumento relativo dos sinais de *3C nos
carbonos C-4, C-5, C-8a, C-4’ e C-5". As marcagdes em C-4, C-5 e C-8a, referente
aos carbonos que compdem o anel aromatico e o anel lactbnico do esqueleto
cumarinico é proveniente do caminho do Chiguimato (Figura 4.5.3.9). As marcacodes
observadas em C-4’ e C-5 sdo provenientes da incorporagdao de uma unidade de
IPP (difosfato de isopentenila). Estes resultados demonstraram que a porgao
isoprénica da piranocumarina angular — seselina, isolada de limao Cravo, assim
como a xantiletina isolada da raiz de limdo Cravo e de laranja Péra, deriva
exclusivamente da via MEP (2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato - triose/piruvato). Chegou-
se a essa conclusao pois apenas os carbonos C-1 e C-5 da unidade de IPP foram
enriquecidos, onde o C-1 do IPP referente ao C-4’ da xantiletina (& 115,5) e C-5 do
IPP, referente ao C-5’ da xantiletina (6 28,3).

TABELA 4.5.3.4. Abundéancia de 13C da seselina, isolada da raiz do limao Cravo

apos a incorporacao de glicose - 1 - [3C].

. 5 LCR marc LCR controle A TG
Integral Integral

3 113,0 1,05 1,00 1,16

4 146,2 4,08 1,06 4,23

5 129,5 3,37 0,97 3,82

6 114,8 1,00 1,01 1,09
8a 151,2 0,51 0,26 4,32
ag' 132,5 1,00 1,00 1,10
4' 115,5 3,68 1,01 4,01
5e6 28,3 6,62 2,09 3,62

AC =1,1% x (enriquecido/controle) representa o aumento na intensidade relativa (aumentos significativos
para carbonos enriquecidos estdo em negrito). ? Usado como referéncia.

A Figura 4.5.3.12 mostra os espectros de 3C da banda 2, referente a
seselina isolada da amostra da raiz de laranja Péra marcada através da
incorporacao de glicose-1-[*3C] em vermelho e da amostra controle, com abundancia
isotopica natural em azul. O espectro da substancia marcada (Figura 4.5.3.13) foi
comparado aguele da substancia ndo marcada (Figura 4.5.3.14). A determinacéo da
abundancia de 13C foi realizada conforme j& descrito para a xantiletina na secao
4.5.2.
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FIGURA 4.5.3.12. Espectro de RMN de 13C (600MHz, MeOD) da banda 2 - seselina: da amostra da raiz de laranja Péra proveniente
do experimento de marcacéo através da incorporacao de glicose-1-[*3C] - LPR marcada em vermelho e de laranja Péra controle - LPR
controle em azul. Estrutura da seselina - em azul a marcacao proveniente do caminho do Chiquimato e em vermelho a marcacéo

proveniente do caminho do MEP.
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FIGURA 4.5.3.13. Espectro de RMN de 3C (600MHz, MeOD) da seselina isolada da raiz de laranja Péra do experimento de

marcacgao atraves da incorporacao de glicose-1-[*3C] - LPR marcada.
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FIGURA 4.5.3.14. Espectros de RMN de 13C (600MHz, MeOD) da seselina isolada da raiz de laranja Péra do experimento controle,

com abundancia isotopica natural - LPR controle.
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A Tabela 4.5.3.5 mostra o aumento relativo dos sinais de *3C nos
carbonos C-4, C-5, C-823 C-4" e C-5. A marcacbes em C-4 e C-5 e C8a, séo
referentes aos carbonos que compdem o0 anel aromatico e o anel lacténico do
esqueleto cumarinico, proveniente do caminho do Chiquimato (Figura 4.5.3.12). As
marcacgOes observadas em C-4’ e C-5 sdo provenientes da incorporagdo de uma
unidade de IPP (difosfato de isopentila). Estes resultados demonstraram que a
porgéo isoprénica da xantiletina isolada da laranja Péra, assim como para o lim&o
Cravo, deriva exclusivamente da via MEP (2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato-
triose/piruvato), pois apenas os carbonos C-1 e C-5 da unidade de IPP foram
enriquecidos, onde o C-1 do IPP corresponde ao C-4’ da xantiletina (6 115,5) e C-5
ao C-5 da xantiletina (6 28,3). Se o IPP fosse proveniente da via do MVA, o
enriquecimento seria detectado nos carbonos C-3’, C-5’ e C-4’, e se fosse via mista
nos carbonos C-3’, C4’, C-5 e C-6'.

TABELA 4.5.3.5. Abundancia de 13C da seselina, isolada da raiz do laranja Péra

apos a incorporacgdo de glicose-1-[13C].

- 5 LPR marc LPR controle A L3C
Integral Integral

3 113,0 1,05 0,99 1,17

4 146,2 4,40 1,00 4,84

5 129,5 4,04 1,01 4,40

6 114,8 1,00 1,02 1,08
8a 151,2 0,44 0,10 4,84
ag' 132,5 1,00 1,00 1,10
4' 115,5 3,89 1,08 3,96
5e6 28,3 7,65 2,03 4,15

ABC =1,1% x (enriquecido/controle) representa o aumento na intensidade relativa (aumentos significativos
para carbonos enriquecidos estdo em negrito). ® Usado como referéncia.

Os resultados do estudo da biossintese das piranocumarinas linear e
angular da raiz de C. sinensis e C. limonia, demonstraram que a por¢ao isoprénica
gque compde o anel pirano de ambas as moléculas, deriva exclusivamente da via
triose/piruvato.

As prenilagbes do anel benzénico da umbeliferona nas posi¢des 6 ou 8

€ 0 passo inicial na biogénese das furano e pirano cumarinas. A biossintese das
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mesmas difere na etapa de ciclizagdo. A biossintese das furanocumarinas, consiste
na ciclizacdo do intermediario prenilado formando um anel de 5 membros enquanto
as piranocumarinas em anel de 6 membros. A biossintese de pirano ou furano
depende da orientagcdo do ataque nucleofilico. A prenilacdo na posicdo 6 origina
furano e pirano cumarinas lineares e na posicéo 8 leva-se a homélogos angulares®’.
STANJEK et al, 1999 ao realizarem estudos referentes a biossintese de
furanocumarinas faz a seguinte afirmacéao: “Por analogia, a cadeia lateral prenil das
piranocumarinas deve ser de origem ndo mevalonidica, uma vez que a biossintese
de pirano e furanocumarinas sé se diverge apos a reacado de prenilagao inicial“.
Porém nenhuma comprovacao existia até o momento confirmando a biossintese de
piranocumarinas®. O presente trabalho é inédito, até entdo, nada era conhecido
com certeza, sobre o caminho que leva a essas substancias.

Os resultados obtidos, referentes a biossintese das piranocumarinas,
estd em conformidade com o estudo realizado por STANJEK et al., 1999, no qual
mostra que a umbeliferona € prenilada em C-6 (para furanocumarinas lineares) ou
na posicdo C-8 (para furanocumarinas angulares) produzindo demetilsuberosina e
ostenol, respectivamente®. A unidade de IPP/DMAPP necesséria para a prenilacdo
em Apium graveolens ocorre pela via ndo dependente do mevalonato, ou seja,
ocorre via MEP e nédo através da via acido mevalénico*®. A unidade prenil de origem
ndo mevalonidica foi efetivamente incorporada, formando porcdo furano da
furanocumarina linear: psoraleno®, enquanto que em estudos posteriores realizado
por FLOSS e MOTHES, 1966, mostrou incorporagcdo baixa de mevalonato marcado
no esqueleto de furanocumarinas®*.

Outra correlacdo que é possivel de ser realizada € devido ao fato de
que uma enzima preniltransferase foi identificada em Ruta graveolens por DHILLON
e BROWN, 1976 e ELLIS e BROWN em 1974 como uma enzima plastidica, ou seja,
que catalisa reagGes via triose/piruvato*385, Muitos isoprendides plastidicos como
carotenoides, plastoquinona-9, fitol e o isopreno também sdo biossintetizados

através da via independente do mevalonato em plantas superiores*®.

95



Resultados e Discussao

4.5.4. Justificativa das marcacdes e entendendo a biossintese das

piranocumarinas em C. sinensis e C. limonia

A degradacdo de carboidratos e acucares procede através dos
caminhos bem caracterizados conhecidos como glicolise e cliclo de Krebs/acido
citrico/acido tricarboxilico, que liberam energia dos compostos organicos por reagcdes
oxidativas. A glicose-1-[13C] ao ser incorporada, é degradada no processo anaerobio
conhecido como glicélise produzindo os intermediarios necessarios para a producao
de metabdlitos secundarios, conhecidos como blocos de construcdo. Os blocos de
construcdo mais importantes utilizados na biossintese de metabdlitos secundéarios
derivam dos intermediarios acetil coenzima A (acetil-CoA), acido chiquimico, acido
mevalonico e metileritritol fosfato3’. A Figura 4.5.4.1. mostra estes produtos da
glicOlise e suas marcacfes a partir da glicose-1-[*3C]. Estes sado utilizados

respectivamente nas vias acetato, chiquimato, mevalonato e metileritritol fosfato.

X
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OH
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FIGURA 4.5.4.1. Produtos da glicOlise e suas marcacgdes, a partir da glicose-1- [*3C].
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O caminho do chiguimato inicia-se pelo acoplamento do fosfoenol
piruvato (PEP) proveniente da via glicolitica, com a eritrose-4-fosfato proveniente da
via da pentose fosfato, formando o acido 3-deoxi-D-arabino-heptulosénico 7-fosfato
(DAHP). Em seguida ocorre eliminacdo do &cido fosforico do DAHP, precedida de
uma reacao alddlica intramolecular levando ao intermediério &cido 3-dehidroquinico,
que a partir de etapas de desidratacdo e reducdo leva a formacdo do &cido
chiquimico (Figura 4.5.4.2).

Apos a fosforilacdo do acido chiquimico, ocorre mais uma incorporacao
de fosfoenol piruvato (PEP), por reacdo de adicao — eliminacéo de &cido fosforico,
seguida por mais uma eliminacdo de &cido fosforico, através de uma eliminacao
concertada levando ao produto &cido corismico mediada pela acdo da coenzima
mono nucledtido de flavina reduzido (FMNHz2)37:63,

Em sequéncia ocorre um rearranjo de Claisen, transformando o &cido
corismico em &acido prefénico. A L-fenilalanina, que & precursora de uma ampla
variedade de produtos naturais é entdo formada a partir do acido prefénico, em dois
passos reacionais: uma descarboxilacdo e transaminacdo mediada pelo PLP
(piridoxal-5'-fosfato), ou vice-versa. Uma eliminagdo da amoénia da cadeia lateral
catalisada pela fenilalanina amonialiase gera o acido trans-cinanico, que ao sofrer
uma para hidroxilacédo forma o acido p-cumarico (Figura 4.5.4.3)37.63,

A umbeliferona que ocupa posicdo central na biossintese de
cumarinas, é produzida através de uma trans - cis isomeriza¢do e uma lactonizacdo
espontanea do acido p-cumarico®’. A umbeliferona gerada através da incorporacdo
de glicose-1- [13C], seguindo os passos da biogénese aparecera marcada nos
carbonos C-4, C-5 e C8a, que esta de acordo com os padrdes de enriqguecimento do

esqueleto cumarinico, observados no presente estudo.
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FIGURA 4.5.4.2. Biossintese da L-fenilalanina, através do caminho do Chiquimato. Adaptado de DEWICK, P.M., 20027
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A grande diversidade estrutural da classe das cumarinas é devido
principalmente a incorporacao de unidades prenila. A umbeliferona, por vez, é entdo
prenilada nas posi¢des 6 e 8 devido a presenca da hidroxila na posicéo 7, que € um
grupo orientador orto. Através da incorporacdo de glicose-1-[*3C], a unidade de IPP
proveniente do caminho do MEP aparecera marcada nas posi¢cdes C-1 e C-5,
conforme mostrado anteriormente na Figura 4.5.1.1 e 4.5.4.1. Ap0Gs incorporada a
unidade de IPP via caminho MEP ao esqueleto cumarinico na posicao C-6 tém-se a
formacdo da demetilsuberosina que é ciclizada em um anel pirano de 6 membros,
catalisada por uma possivel enzima citocromo P-450, assim como para
furanocumarinas®®4!, Apdés a ciclizacdo tém-se formacdo do produto final a
piranocumarina linear — xantiletina, marcada em C-4’ e C-5’ (Figura 4.5.4.3). Quando
o IPP é incorporado em C-8, tém-se a formacdo do intermediario ostenol, que
também €& possivelmemte ciclizado pelo mesmo mecanismo, formando a
piranocumarina angular — seselina, marcada em C4’ e C5’.

Os resultados finais obtidos corroboram com as marcacgdes observadas
na biogénese das piranocumarinas, nos quais foram determinadas marcagdes nas
posicbes C-4, C-5, C-8a, C-4’ e C-5' para ambas as moléculas em estudo. O objetivo
final do trabalho foi alcancado com éxito, e tém-se como perspectivas futuras
identificar as enzimas que atuam nas reacgdes de prenilacdo e na ciclizacdo, levando

a formagéo do anel pirano.

4.6. Analise das raizes de C. sinensis e C. limonia via UPLC-QTof

As estruturas dos compostos referentes as bandas 1 e 2 isoladas das
amostras da raiz de C. sinensis e C. limonia marcadas através da incorporacdo de
glicose-1-[3C] e do experimento controle, foram confirmadas pelo espectro de
massas, obtido por UPLC-QTof de alta resolugdo. A figura 4.6.1 mostra o0s
cromatogramas em ES* BPI obtidos na analise das 4 amostras. Observa-se em
todas as amostras a presenca de duas bandas com tempo de retencdo em 9,59 min
e 9,71 min. As bandas 1 e 2 apresentaram ion molecular [M + H]* com m/z de
229,0877 confirmando a férmula molecular de Ci4Hi1203 das piranocumarinas
propostas, que sao isdbmeros. Sendo assim, através os dados mencionados em
comparacdo com os dados de RMN ja discutidos, confirmou-se a estrutura das

bandas 1 e 2 como sendo a xantiletina e seselina respectivamente. Os espectros de
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massas MS e MS/MS, referentes as duas substancias de interesse, para todas as

amostras estdo mostrados nas Figuras 4.6.2, 4.6.3. 4.6.4 e 4.6.5.
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FIGURA 4.6.1. Cromatograma full scan ES* BPI, dos extratos das raizes de citros

analisados em UPLC-QTof em modo positivo de ionizag&o. i) limédo Cravo com

marcacdo — LCR marc ii) lim&o Cravo controle — LCR nmarc iii) laranja Péra com

marcacgao - LPR marc iv) laranja Péra controle — LPR nmarc.
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100_”{2 C14H1203 5 m = 228,0796g/mol
m/z = 229,0877
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FIGURA 4.6.2. Espectro de massas MS em modo positivo de bl - referente a

xantiletina, com ion molecular de m/z 229,0887 dos extratos das raizes de citros.

i) lim&o Cravo com marcacdo — LCR marc ii) lim&o Cravo controle — LCR nmarc iii)

laranja Péra com marcacdo - LPR marc iv) laranja Péra controle — LPR nmarc.
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FIGURA 4.6.3. Espectro de massas MS/MS extraido do ion m/z 229,0877 referente
a bl — xantiletina, em modo positivo, dos extratos das raizes de citros. i) limao Cravo
com marcacdo — LCR marc ii) limdo Cravo controle — LCR nmarc iii) laranja Péra

com marcacéo - LPR marc iv) laranja Péra controle — LPR nmarc.
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FIGURA 4.6.4. Espectro de massas MS em modo positivo de b2 - referente a

seselina, com ion molecular de m/z 229,0877 dos extratos das raizes de citros. i)

limdo Cravo com marcacdo — LCR marc ii) limdo Cravo controle — LCR nmarc iii)

laranja Péra com marcacao - LPR marc iv) laranja Péra controle — LPR nmarc.
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FIGURA 4.6.5. Espectro de massas MS/MS extraido do ion m/z 229,0877 referente
a b2 — seselina, em modo positivo, dos extratos das raizes de citros. i) limao Cravo
com marcacdo — LCR marc ii) limdo Cravo controle — LCR nmarc iii) laranja Péra

com marcacédo - LPR marc iv) laranja Péra controle — LPR nmarc.

105



Resultados e Discussao

A distingcdo entre as duas piranocumarinas pode ser feita através da
andlise dos espectros de MS/MS, pois elas possuem perfis de fragmentacao
distintos. A xantiletina tem como fragmento mais estavel o m/z 213,0555 e a seselina
o fragmento de m/z 175,0413. A proposta de fragmentacOes para a transicado
229,0877 -> 213,0555 para xantiletina € mostrada na Figura 4.6.6. e a transicao
229,0877 - 175,0413 para a seselina na figura 4.6.7.

“~ = N 16,0822 = N
+ o &
4\(|) o7 o -CHy <|3 o~ o
H m/z 229.0877 H m/z 213,0555

FIGURA 4.6.6. Proposta de fragmentacéo para a xantiletina no modo positivo.

H

X X @

'/) ) —_—
o e \ |
0 "o 0 :@ o o o
% H g7 H 7 +
m/z 29,0877 m/z 29,0877

m/z 229,0877 z
/ (= +CO)

H
+

—J

o+

O @)

=
m/z 175,0413

FIGURA 4.6.7. Proposta de fragmentacéo para a seselina no modo positivo.

O sinal em m/z 113,0555 que indica o fragmento [M - 16,0322]*, € o de
maior intensidade observado para a xantiletina, enquanto o mesmo nem é
detectado, ou possui intensidade muito baixa para 0s espectros da seselina em
amostras da raiz de laranja Péra e de limdo Cravo. Ja o sinal com m/z de 175,0413
que indica o fragmento [M - 54,0464]* é detectado para a seselina, enquanto que

para a xantiletina o mesmo nao é observado.
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4.7. Avaliacdo da atividade biolégica das substancias xantiletina e

seselina frente a bactéria Xylella fastidiosa

A avaliacdo da atividade dos compostos xantiletina e seselina frente a
bactéria Xylella fastidiosa causadora do Clorose Variegada dos Citros (CVC) foi feita
através da metodologia com resazurina para a determinacdo da concentracédo
inibitéria minima (CIM). O CIM é excelente para determinar a susceptibilidade dos
organismos aos antimicrobianos e como uma ferramenta importante de pesquisa
para determinar a atividade in vitro de novas substancias®. Os testes de
suscetibilidade realizados em microplacas sao métodos fenotipicos rapidos,
confidveis e de simples execucdo, que vem sendo desenvolvidos com o objetivo de
diminuir o tempo de resposta e o custo dos ensaios. A utilizacdo de indicadores,
como os sais de resazurina, para detectar viabilidade celular, € uma alternativa para
melhor visualizagéo da leitura desses testes em microplacas. A resazurina (7-hidroxi-
3H-fenoxazina-3-ona-10-0xido) funciona como substrato cromogénico de enzimas
desidrogenases agindo como indicadores de oxirreducdo, e sdo reduzidos (pelo
ganho de hidrogénio) por flavinas ligadas a enzimas relacionadas com o sistema de
transporte durante o metabolismo celular®’.

A resazurina facilita verificar a presenca de crescimento microbiano,
onde a coloracdo azul indica auséncia de crescimento microbiano, enquanto a cor
rosa fluorescente indica a presenca de células viaveis em crescimento. Como é um
indicador de oxido-reducao a resazurina € um corante azul, fracamente fluorescente
na presenca de células viaveis, redutivel a resorufina que se apresenta na cor rosa
fluorescente. Dessa maneira foi possivel determinar a menor concentracdo de cada
extrato capaz de inibir o crescimento dos microrganismos.

A Figura 4.7.1. mostra o delineamento do ensaio conforme ja
esquematizado na Figura 3.7.3.1 e os resultados dos ensaio apoés a incubacdo. CC
corresponde ao controle do meio de cultura, SM ao controle da solugdo méae e
DMSO ao controle do DMSO. Em 1 temos o ensaio com a xantiletina (100 pL meio
PW + 100 pL xantiletina, diluicdo seriada + 100 pL inoculo), INOC é referente ao
controle do inoculo (100 pL meio PW + 100 pL inoculo) e (+) € o controle positivo
realizado com a estreptomicina (100 puL meio PW + 100 pL estreptomicina, diluicao

seriada +100 pL inoculo). Ao analisar a placa observou se que para o ensaio com a
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piranocumarina xantiletina, a partir do pogo 9 todos 0S pogos apresentaram

coloragdo rosea, indicando auséncia do crescimento microbiano.

WO .
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FIGURA 4.7.1. Leitura visual do teste de micro diluicho com resazurina i)

delineamento do ensaio ii) resultado do ensaio da xantiletina frente a X. fastidiosa

cepa 9abc, apos a incubacéo.

Os ensaios contra 0 agente causal da CVC, X. fastidiosa, possibilitou a
determinacao da CIM. A xantiletina apresentou um CIM de 7,81 pug/mL ou 34,24 uM,
e a estreptomicina (controle +) apresentou CIM de 0,1844 pg/mL ou 0,317 uM. Para
0 ensaio realizado com a seselina, nao foi possivel determinar a CIM e futuramente
serdo realizados novos ensaios para avaliar a atividade desta substancia. Estes
resultados indicam que a xantiletina possui um grande potencial inibitério, sugerindo
gue a mesma pode estar diretamente associada ao mecanismo de resisténcia frente
ao CVC.

Em estudos realizado por KUZINA et al., 200988, os antibiéticos com a
CIM mais baixa para linhagens diferentes de X. fastidiosa foram gentamicina (0,5 - 1
png/mL), tetraciclina (1 - 4 pg/mL), ampicilina, canamicina e novobiocina (4 - 8
pg/mL), cloro-ramfenicol (1 - 8 pg/mL) e rifampicina (1 - 8 pg/mL). Estes sdo
antibioticos tradicionais que possuem excelente atividade antibactericida, porém néo
sdo utilizados na agricultura para tratar plantas com doencas devido o impacto
ambiental e econdmico que seu uso implica. Também realizaram testes de atividade
antimicrobiana com peptideos e apenas quatro deles, tais como PGQ (8 - 64 pug/mL),
indolicidina (16 - 64 pg/mL), magainina 2 (8 - 62 pg/mL) e dermaseptina (8 - 32
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pMg/mL) mostraram uma potente atividade antimicrobiana para todas as cepas de X.
fastidiosa estudadas.

Flavonoides, terpenoides, cumarinas, acidos fendlicos e alcaloides,
foram testados frente a cepa de X. fastidiosa (9a5c) por RIBEIRO et al., 2008%. A
CIM destes metabdlitos variou de 2 a 8 x 103 uM ou 1000 a 2000 pg/mL. Em outro
trabalho desenvolvido por MADDOX et al, 2009%, diferentes subgrupos de
flavonoides, incluindo flavanona (naringenina), flavan-3-ol (catequina), flavonol
aglicona (quercetina), foram testados para atividades anti-Xylella. Comparado com
acidos fenolicos os flavonoides apresentaram atividade inibitoria melhores contra o
crescimento de X. fastidiosa, apresentando CIM entre 200 - 400 pM. Catecol e
cumarina, que sao compostos fenodlicos com estruturas simples também foram
testados. De todos os compostos fendlicos testados, o catecol possuiu atividade
anti-Xylella melhor com CIM entre 100 — 200 uM e o representante de cumarinas
sem modificacBes estruturais foi menos eficaz na inibicdo do crescimento de X.
fastidiosa com CMI entre 400 - 2000 puM®°,

Os compostos fendlicos estdo presentes numa vasta gama de plantas,
algumas das quais sdo hospedeiras de X. fastidiosa. Os cultivares com resisténcia
melhorada a doencas causadas por esta bactéria podem potencialmente ser
produzidos aumentando a concentragdo da substancia enddgena anti-Xylella em vez
de introduzir novos compostos antibacterianos®. Frente a isso a sobrexpresséo
genética para producdo de xantiletina em citros, mostra-se como alternativa para o
combate a doenca de CVC,; visto que a substancia apresentou CIM equivalente ao
CIM antimicrobianos tradicionais que ndo podem ser utilizados na agricultura e
apresentou também CIM bem menor que de outras substancias que sao

consideradas potencialmente eficientes para atividade anti-Xylella.

4.8. Avaliacao da atividade biologica das substancias xantiletina e
seselina frente a bactéria Xanthomonas citri subsp. citri

A avaliacdo da atividade dos compostos xantiletina e seselina frente a
bactéria Xanthomonas citri subsp. citri causadora do cancro citrico, foi feita através
da metodologia com resazurina para a determinagcdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM). Além de testar cada uma das duas substancias, também realizou-se o

ensaio com a xantiletina + seselina 1:1, para verificar se ha algum efeito sinérgico
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das substancias sobre a X. citri. A Figura 4.8.1. mostra os resultados com as

substancias ensaiadas para avaliacdo da atividade antimicrobiana sobre a X. citri.
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FIGURA 4.8.1. Leitura visual do teste de micro diluicdo com resazurina, apés a

incubacédo. Delineamento experimental e resultado do ensaio i) da xantiletina frente

a X. citri i) da seselina frente a X. citri iii) da xantiletina + seselina 1:1 frente a X. citri.

Os ensaios contra o0 agente causal do cancro citrico, X. citri, possibilitou
a determinacdo da CIM. Tanto a xantiletina, quanto a seselina e xantiletina +
seselina 1:1; apresentaram uma CIM de 400,0 pg/mL ou 1750,0 uM. Apesar da CIM
destas substancias frente a X. citri ser bem maior que para a CIM determinado para
a xantiletina frente a X. fastidiosa, verificou-se que os resultados da CMI obtidos
nesse estudo refletem um efeito inibitério consideravel destas substancias sobre o
crescimento celular do micro-organismo em meio PW. Além disso observou-se que
ndo ha nenhum efeito sinérgico destas substancias frente a atividade anti-
Xanthomonas, pois a combinagéo das duas substancias ndo aumentou a atividade.

Mesmo obtendo um valor de CIM consideravel para as substancias
ensaiadas frente a X. citri subsp. citri, o resultado ndo foi satisfatorio, visto que
outros antibioticos ja estudados e avaliados demonstram melhor atividade. Em
estudos realizados por SILVA et al., 2013%, observou-se que os galatos de alquila
inibem o crescimento da bactéria X. citri subsp. citri. As células foram cultivadas e

expostas a diferentes concentracdes de &cido galico e de ésteres alquilicos de acido
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galico. As CIMs destes compostos foram determinadas dentro da faixa de
concentracdo de 3,9 a 1.000 pg/ml. Dos 16 compostos testados, 14 galatos de
alquila foram capazes de inibir o crescimento bacteriano com CMIs na faixa de 15,6 -

62,5 pg/mL ou 32,0 — 340,0 uM) e o acido gélico nao foi considerado ativo exibindo
um CIM de 500,0 pg/ml (2.940,0 uM).
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5. Conclusoes

Através da analise do perfil quimico de C. sinensis e C. limonia, foi
possivel observar diferencas entre as partes vegetais e entre as espécies de citrus
em questdo. Além disso a presenca das piranocumarinas: xantiletina e seselina, foi
detectada apenas nos extratos da raiz de ambas as espécies, indicando que a
biossintese das mesmas provavelmente ocorre na raiz de citros.

Ao realizar a quantificacdo de piranocumarinas na raiz, verificou-se que
ha uma diferenca significativa na producao desses metabdlitos entres os genotipos
de uma mesma espécie. Para a laranja Péra o gendtipo de maior producdo de
piranocumarinas foi LP 144 e para lim&o Cravo foi o LC 214. Esses dados podem
contribuir para a selecdo de gendtipos com maior producdo dessas substancias, e
ser atribuido aos mesmos uma maior resisténcia. Estudos com selecdes de
variedades tem sido realizado nos ultimos anos com objetivo de escolher material
superior para utilizagdo comercial.

Além disso verificou-se também que o limado Cravo - C. limonia
apresentou maior concentracdo de piranocumarinas na raiz em comparacao a
laranja Péra - C. sinensis. A producdo destes compostos foi 158,35% maior em C.
limonia, isso possibilita atribuir sua maior resisténcia a estresses bidticos e abidticos
e ao atague de alguns fitopatdgenos, justificando sua maior utilizacdo como porta-
enxerto.

A marcacao isotopica e 0 uso da técnica de RMN de 13C quantitativo
tem um papel fundamental nas pesquisas sobre as rotas biossintéticas de
metabolitos secundarios. Através dos estudos da incorporacdo de precursores
marcados, concluiu-se que a porcao isoprénica deriva exclusivamente da via MEP,
pois apenas os carbonos C-1 e C-5 da unidade de IPP, tanto para xantiletina em C.
sinensis e C. limonia, quanto para a seselina em C. limonia, foram enriquecidos.
Estas informacOes abrem possibilidades de estudos em engenharia genética da
biossintese destes compostos, com possibilidades de inducdo de resisténcia em
citros frente ao ataque de alguns patdgenos causadores de doencas em citros.

Baseado nos valores de CIM determinados neste estudo, a cepa de X.
fastidiosa € bem mais suscetivel a xantiletina que a bactéria de X. citri. A xantiletina

possui um grande potencial inibitério frente a Xylella fastidiosa, apresentando um
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CIM de 7,81 pg/mL ou 34,0 uM. Isso sugere que a mesma pode estar diretamente
associada ao mecanismo de resisténcia de citros ao CVC.

Ao avaliar o potencial inibitério da xantiletina e seselina frente a
Xanthomonas citri, ambas as substancias apresentaram uma CIM de 400 pg/mL,
demonstrando dessa forma um efeito consideravel, porém ndo satisfatorio quando
comparado com os antibidticos padrdo ou com aquele CIM obtido frente a X.
fastidiosa. Além disso foi possivel inferir que as substancias ndo possuem um efeito
sinérgico na atividade anti-Xanthomonas.

Por fim, conclui-se que os objetivos do projeto foram alcancados com
éxito, sendo possivel determinar a rota biossintética para piranocumarinas em C.
sinensis e C. limonia. Este sera o primeiro relato sobre a via biossintetica de
piranocumarinas. Até entdo nada era conhecido sobre o caminho biossintético que

leva a formacéo destas substancias.
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