UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

CENTRO DE CIENCIAS EXATAS E DE TECNOLOGIA
DEPARTAMENTO DE QUIMICA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
LABORATORIO DE PRODUTOS NATURAIS

Busca de biomarcadores como indicadores do mecanismo de
defesa da laranja Pera a infec¢cdo de CVC através de analise
Metabondmica

CRISTOVAM DO NASCIMENTO CERQUEIRA*

Tese apresentada ao Programa de
Pé6s-Graduacdo em Quimica como
parte dos requisitos para a obtencao
do titulo de DOUTOR EM QUIMICA,
na area de concentracdo QUIMICA
ORGANICA

Orientadora: Profa. Dra. Maria Fatima das Gracas Fernandes da Silva
*Bolsista: CAPES

Sao Carlos - SP
2016



< | UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAOQ CARLOS
l#‘:{% Centro de Ciéncias Exatas e de Tecnologia

Programa de P6s-Graduagéo em Quimica

Folha de Aprovacéao

Assinaturas dos membros da comiss@o examinadora que avaliou e aprovou a Defesa de Tese de Doutorado do candidato
Cristovam do Nascimento Cerqueira, realizada em 11/07/2016:

N O
< ’?/%(-;d( AL T

Profa. ?m. Matia Fatima }ﬁs Gragas Fernandes da Silva
S -

SCar

Prof. Dr. Moacir Rossi Forim
UFSCar

Prof. Dr. Jodo Batista Fernandes
UFSCar

..
Profa. Dra. Adriana Aparecida Lopes
UNAERP



Eu peco que facas os homens rirem, pois entre as distor¢oes da minha ideia
eles se tornam amargos. Através do riso dards ao homem a esperanga, e por
ela voltaras seus olhos novamente para mim.

Martin Schulman
(The Moon’s Nodes and Reincarnation, 1977)

Segura essa marimba, Monamu!!

Inés Brasil
(Evangelho Segundo o Inesismo, 2003)



Dedico este trabalho aos meus pais que sempre me

apoiaram e tiraram de onde néo tinham para que eu

pudesse chegar a onde cheguei, como profissional,
pessoa e ser humano.



AGRADECIMENTOS

A minha familia que posso com certeza dizer que é melhor familia do mundo, pois

ama os seus e os apoia independente de qualquer coisa — AMO VOCES;

A Profa. Dra. Maria Fatima das Gracas Fernandes da Silva, pelo confianga,

ensinamentos e exemplo de profissional pelo amor que tem pelo que faz;

Ao Dr. Wesley Gomes e Dr. Moacir Andrade, pela disponibilidade em me dar

carona até Cordeirdpolis pala realizacdo de parte desse trabalho;

A Dra Barbara Sayuri e Msc Bruno Perlatti, pela grande ajuda nas analises de CL-
EM e disponibilidade;

A técnica Lu do Laboratério de RMN, pela grande ajuda e compreensao que teve

no momento em que o aparelho de RMN estava parado;

A Waters, em especial ao Michel Murgu, pela ajuda nos experimentos de CLUE-
ESI-QTof;

A Dra Patricia Bergo pela ajuda e disponibilidade com os tratamentos

quimiomeétricos;

Aos professores da banca pela disponibilidade, compreensao e argui¢ao na banca;

A Vanessa Domingues por ter me dado teto, comida e roupa lavada quando eu

estava sem casa;

Ao meu amigo de longa data Henrigue Koch que sempre estava ali comigo na
competicdo de quem estava mais desiludido e desesperado com a pesquisa de

doutorado que nunca dava certo;



Ao grupo de enodlogo Purple Mustache pelas noites de degustacdo amadora de
vinhos e tudo que é bebida alcodlica que aparecesse na frente. Sem essas noites

creio que enlouqueceria pensando nos problemas dessa pesquisa;

Aos amigos, melhor dizendo, familia do PN que me ajudaram de todas as formas

possiveis e estiveram junto comigo nos momentos de “Foco” e “Desfocamento”;

A CAPES, pela bolsa concedida,;

A todos que de certa forma contribuiram para a realizacao desse trabalho de forma

direta e indireta.

Muito obrigado!!!

Vi



MM

ABA
ACN

APCI

CCLi
CCSi
CG
ClSa
CISi

CL

CLAE-EFS-RMN

CLAE-EM

CLAE-UV

CLUE

CLUE-ESI-QTof

CSSa
CSSi

CvC

ABREVIATURAS E SIMBOLOS

micromolar

Adenosina

Acido Abscisico

Acetonitrila

Atmospheric pressure chemical ionization
Citosina

Caule C. limonia

Caule C. sinensis

Cromatografia Gasosa

CaulelnferiorSadio

CaulelnferiorSintoma

Cromatografia Liquida

Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a
extrator de fase sélida acoplado a Ressonancia
Magnetica Nuclear

Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas

Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado
detector de ultravioleta

Cromatografia liquida de ultra eficiéncia

Cromatografia liquida de ultra eficiéncia com
Electrospray ionization acoplado a analisador
guadrupolo-time of flight

CauleSuperiorSadio
CauleSuperiorSintoma

Clorose Variegada do Citros

vii



Da
DIA
DNA
EC
EM
EPS
ESI
FCLI
FCSi
FDA
FSa

FSi;

H,O
HCA
HMDB
Hz
HPLC
KEGG
LeuEnk
m/z
MALDI
MeOH

MEV

Dalton

Data-Independent Acquisition

Acido Desoxirribonucleico

Eletroforese Capilar

Espectrometria de massas
Exopolissacarideos

Electrospray ionization

Folhas C. limonia

Folhas C. sinensis

Food and Drug Administration

Folhas Sadia

Folhas Sintoma

Guanidina

Agua

Hierarchical Clusters Analysis

Human Metabolome Database

Hertz

High performance liquid chromatography
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
Leucine-enkephalin

Relacdo massa/carga

Matrix-assisted laser desorption / ionization
Metanol

Microscopia Eletronica de Varredura

viii



METLIN

N>

NuBBE

OPLS-DA
PCA
PCR
PLS
PN

PP
RCLi
RCSi
RDA
RMN
RNAmM
rem
RSa
RSi

SP

t,

UFCmI*

UNDP

Metabolomics Database
Gas Nitrogénio

Nucleo de Pesquisa sobre Bioensaio, Biossintese e
Ecofisiologia de Produtos Naturais

Orthogonal Partial Least Square Discriminant Analysis
Principal component analysis

Polymerase Chain Reaction

Partial Least Square

Produtos Naturais

Polipropileno

Raiz C. limonia

Raiz C. sinensis

Retro Diels-Alder

Ressonancia Magnética Nuclear

Acido Ribonucleico mensageiro

Rotag&o por minuto

RaizSadia

RaizSintoma

Sao Paulo

Tirosina

Tempo de retencéo

Uracila

Unidades formadoras de coldnia por mililitros

Universal Natural Products Database



LISTA DE TABELAS

Tabela 1-1: Definicbes de termos relacionados a metabondmica conforme a
1T = LE | > PP 23
Tabela 3-1:Gradiente de eluicéo utilizado durante analises de CLAE (linha A: H,O +
0,1% de Acido Férmico; linha B: Acetonitrila + 0,1% de Acido Formico). ................. 46
Tabela 3-2:Condi¢cdes cromatograficas utilizadas durante andlises de CLUE-ESI-
QTOF (linha A: H,0 + 0,1% de Acido Formico; linha B: Acetonitrila + 0,1% de Acido
(0] 10 1o 0 ) PP R TR 47
Tabela 3-3:Parametros estabelecidos para andlises no espectrdmetro de massas .47
Tabela 4-1:Estrutura da tabela do banco de dados...............euuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii, 50
Tabela 4-2: Valores de rendimentos de extracdo (n=5) das amostras de diferentes
(o]0 = To V=T o 1] = L PP PPPPPURPRPRRRRR 53
Tabela 4-3:Provaveismetabdlitos secundarios dasraizes dosCitrusevidenciados
pelo tratamento quimiomeétricoS-plot(ESIPOSItIVO). ......c.vuiiiiiiiiiiiieeeeee e, 90
Tabela 4-4:Provaveismetabdlitos secundarios dos caules do Citrus evidenciados
pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI pOSItiVO). ........vveeiieiiiiiieeeeee e, 95
Tabela 4-5: Provaveis metabdlitos secundarios das folhas do Citrus evidenciados
pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI pOSItivo). .......cooeeviviiiieeciiiiie e, 103
Tabela 4-6: Provaveis metabolitos secundarios das raizesdo Citrus evidenciados
pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI negativo)..........ccooevieiiiiiiiiiie e, 123
Tabela 4-7: Provaveis metabdlitos secundarios dos caules do Citrus evidenciados
pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI negativo)..........cccoeuvieiieeiiiiiieceeeeie 130
Tabela 4-8: Provaveis metabdlitos secundarios das folhas do Citrus evidenciados

pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI negativo)..........cccoevvieiieiiiiiiiie e, 140



Tabela 4-9Todas as substancias discriminadas pela ferramenta S-plotnos pés
L1210 030 1S PPPPPTUPPPPT 148
Tabela 4-10: Provaveis metabdlitos secundarios das raizes dos enxertossadios e
infectados evidenciados pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI positivo). ........ 162
Tabela 4-11: Provaveis metabdlitos secundérios dos caules inferiores dos
enxertossadios e infectados evidenciados pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI
(910 L5111V ) PP 167
Tabela 4-12: Provaveis metabdlitos secundarios dos caules superiores dos
enxertossadios e infectados evidenciados pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI
[S10 LS 111V 0 ) TR PP PP OPPPPPPPPN 172
Tabela 4-13: Provaveis metabolitos secundarios das folhas dos enxertossadios e
infectados evidenciados pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI positivo). ........ 178
Tabela 4-14: Provaveis metabolitos secundérios das raizes dos enxertossadios e
infectados evidenciados pelo tratamento quimiomeétricoS-plot (ESI negativo)........ 180
Tabela 4-15: Provaveis metabdlitos secundéarios doscaules inferiores dos
enxertossadios e infectados evidenciados pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI
01T0 T= 1110 ) R TP PP U PPPPPPPPN 183
Tabela 4-16: Provaveis metabdlitos secundarios dos caules superiores dos
enxertossadios e infectados evidenciados pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI
01T0 T= 1H A0 ) R PP PSPPPPPPPP 185
Tabela 4-17: Provaveis metabdlitos secundarios das folhas dos enxertossadios e
infectados evidenciados pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI negativo)........ 190
Tabela 4-18 Todas as substancias discriminadas pela ferramenta S-plot nos

LS )] 16 1 198

Xi



LISTA DE FLUXOGRAMAS

Fluxograma 3-1: Preparo do material vegetal por Marcio Soares em 2006. ............. 44
Fluxograma 3-2: Preparo das amostras para analiSes ...............cuuvvvviiiiiiieeeeeeeennnnne, 45
Fluxograma 3-3: Metodologia de extracao das amoStras. .......ccccevevvvevviieeereeinnnneennn. 45

Xii



LISTA DE ESQUEMAS

Esquema 1-1: Classe majoritaria de alcaloides nas Rutaceae formado pela

combinacao de acido antranilico e acetato (WATERMAN, 1999)..........ccccceeeiiiinnnnn. 33
Esquema 4-1: Proposta de fragmentacao para a xantiletina (ESI, modo positivo). ..68
Esquema 4-2: Detalhe da proposta de fragmentacéo do ion m/z185 para m/z157. .68
Esquema 4-3: Proposta de fragmentacao para a seselina (ESI, modo positivo). .....70
Esquema 4-4: Proposta de fragmentacao para o xantoarnol (ESI, modo positivo)...73
Esquema 4-5: Proposta de fragmentacdo para a 5-metoxiseselina (ESI, modo

01015111/ ) P 75
Esquema 4-6: Proposta de fragmentacéo para os ions ndo observados referentes a

U= VT 1= ] = U 75
Esquema 4-7: Proposta de fragmentacao para a xantoxiletina (ESI, modo positivo).75
Esquema 4-8: Proposta de fragmentacao para a suberenona (ESI, modo positivo). 77
Esquema 4-9: Proposta de fragmentacao para o suberenol (ESI, modo positivo)....79
Esquema 4-10: Proposta de fragmentacao para a ostol (ESI, modo positivo)........... 80
Esquema 4-11: Proposta de fragmentacdo para a nordentatina (ESI, modo

0101511177 ) PP 84
Esquema 4-12: Proposta de fragmentacao para a thamnosina (ESI, modo positivo).86
Esquema 4-13: Proposta de fragmentacao para a clausarina (ESI, modo positivo). 88
Esquema 4-14: Proposta de fragmentacao para a Nobiletina (ESI, modo positivo)..94
Esquema 4-15: Proposta de fragmentacao para o Citropteno (ESI, modo positivo) .97
Esquema 4-16: Proposta de fragmentacao para o Bergapteno(ESI, modo positivo) 99
Esquema 4-17: Proposta de fragmentacdo para o 6-Demetoxitangeretina (ESI,

a1 Yo (o TN o L0 1T 1 1170 ) APPSR 102

Xiii



Esquema 4-18: Proposta de fragmentagcdo para o cafeoato de prenila (ESI, modo
LST0 = 1AV« ) I 105
Esquema 4-19: Proposta de fragmentacao para a citramina (ESI, modo negativo) 107
Esquema 4-20: Proposta de fragmentacédo para o lemobilina (ESI, modo negativo)109
Esquema 4-21: Proposta de fragmentacao para a grandisina | (ESI, modo negativo)111
Esquema 4-22: Proposta de fragmentacdo para a 7-Demetoxisuberosina (ESI,
gl o (oI aT=T o = Ui AV o ) PP 112
Esquema 4-23: Proposta de fragmentagdo para o &lcool 5-hidroxinoracrinocina
(ESI, MO0 NEJALIVO) ....eiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt e e e e e e et e bt e e e e e e e e eees 114
Esquema 4-24: Proposta de fragmentacao para a evoprenina (ESI, modo negativo)115
Esquema 4-25: Proposta de fragmentacao para o yukovanol (ESI, modo negativo)118
Esquema 4-26: Detalhes do mecanismo da perda de CO, a partir do pico m/z227 119
Esquema 4-27: Proposta de fragmentacdo para a grandisinina (ESI, modo
0[S0 F= 1H A0 ) IR P OPPPPPPPP 120
Esquema 4-28:. Proposta de fragmentacdo para o lanchocarpol A (ESI, modo
01T o F= 1H A0 ) IR PP PP OPPPPPPPPI 122
Esquema 4-29 Proposta de fragmentacao para a vicenina-2 (ESI, modo negativo)126
Esquema 4-30 Proposta de fragmentacéo para a 7-demetilisotamarina (ESI, modo
01T o T= 1A A0 ) IR PP PPSPPPPPPPP 128
Esquema 4-31 Proposta de fragmentacdo para o Acido nomilinico (ESI, modo
LT F= L)Y7o ) P 133
Esquema 4-32 Proposta de fragmentacdo para a 5,4’-diidroxi-7,8-dimetoxiflavona
(=251 1 g (oo [ I T=To T= 11 1Y/ ) P 135
Esquema 4-33 Proposta de fragmentacao para o xantomicrol (ESI, modo negativo)137
Esquema 4-34: Proposta de fragmentacdo para o Isotymusina (ESI, modo

TS0 F= L)Y7o ) PP 139



Esquema 4-35: Proposta de fragmentacdo para o Bufotenina O-glucosideo (ESI,
paTeTe [T 0T 1= 1 (1Yo ) RS 158
Esquema 4-36: Proposta de fragmentacao para o decursinol (ESI, modo positivo)160
Esquema 4-37: Proposta de fragmentacao para a luvangetina (ESI, modo positivo)161
Esquema 4-38: Lunacrina como precursora ha biossintese do alcaloide eskimianina
(SEIGLER, 1998). .....vieeee oottt ettt e e e 164
Esquema 4-39: Proposta de fragmentacao para a Lunacrina (ESI, modo positivo) 165
Esquema 4-40: Proposta de fragmentacao para a limonina (ESI, modo positivo) .. 167
Esquema 4-41: Proposta de fragmentacéo para a 6-Demetoxinobiletina (ESI, modo
[S10 LS 11AY 0 ) IR PO PPPPPPPPP 171
Esquema 4-42: Proposta de fragmentacao para a hesperidina (ESI, modo positivo)175
Esquema 4-43: Proposta de fragmentacao para a Aurantenina (ESI, modo positivo)177
Esquema 4-44: Proposta de fragmentacdo para o 5-Hidroxinoracronicina (ESI,
MOAO NEYALIVO) ...ttt ettt e e e e e e et et e e e e e bbb e e e e e e e e e e eeees 183
Esquema 4-45Proposta de fragmentacdo para a Diosmina-8-C-glucosideo(ESI,
gaoTe (oI T=To T=Ui\Y o) TR TP PP PPPPPPPPP 187

Esquema 4-46: Proposta de fragmentacao para o Rutina (ESI, modo negativo)....190

XV



LISTA DE FIGURAS

Figura 1-1: Esquema de propagacao por enxertia. A - Copa (espécie a ser
propagada); B - Porta-enxerto (espécies de rustica) (MORALES, 2010).................... 3
Figura 1-2: Laranja Péra - C. sinensis - (copa) enxertada sobre Limao Cravo - C.
limonia -(porta-enxerto) (ABDELNUR, 2006)............cccuuuiiieeiiiiiiiieeeeeeiiie e eeeeeiiieeeeeenns 4
Figura 1-3: Sintomas foliares da CVC: a, b - clorose intravenal; ¢, d - clorose
pontuada; e, f - clorose continua; g - desfolha e morte de ramos ponteiros
(COLETTA-FILHO; BORGES; MACHADO, 2000; FUNDECITRUS, 2007). .....cc........ 7
Figura 1-4: Sintomas da CVC nos frutos: a, b, ¢ — comparacdo dos frutos sadios e
doentes; d — frutos produzidos em cachos; e — frutos com queimaduras de sol
(COLETTA-FILHO; BORGES; MACHADO, 2000; FUNDECITRUS, 2007). ......c........ 8
Figura 1-5: Cigarrinhas vetores da transmissédo da CVC (SOUZA, 2014). ................. 9
Figura 1-6: Imagens de X. fastidiosa observada em Microscopia Eletronica de
Varredura (MEV) : a, b — agregado de bactérias; c, d, e - agregados de bactérias
colonizando o xilema; f, g — cavidade bucal da cigarrinha infectada com a bactéria
(DALKE, 2002; NEWMAN et al, 2004; PESQUISA FAPESP, 2010;
FUNDECITRUS, 2016). .eeettuuiiiiiiiitiiee ettt ettt e e e et e e e e et e e e e eerna e e e 11
Figura 1-7: Mapa de distribuicdo de casos de X. fastidiosa causando algum tipo de
doenca (BAKER et al., 2015). . ... 12
Figura 1-8: Mapa de distribuicdo da X. fastidiosa subsp. pauca responsavel pela
CVC (BAKER €t @l., 2015). ..ciiiiiiiiieieeiii et e et eeeeeees 14
Figura 1-9: Agregados de bactérias obstruindo vasos xileméaticos: a, b — corte
tranversal do xilema; ¢ - corte longitudinal do xilema; d, e — agregado bacteriado

com formacao de biofilme (NEWMAN et al., 2004; ALVES et al., 2009; KITAJIMA,



Figura 1-10: Imagens obtidas por MEV de cristais formados em vasos xilematicos
proximos as coldnias de por X. fastidiosa: a — cristais de oxalato de célcio em
videira; b — e — cristais de hesperidina em citros. * = Cristais de oxalato; C = Cristais
de hesperidina; — = Colonias de X. fastidiosa (FRY; MILHOLLAND, 1990; ALVES
Bl Al., 2000). . iiiiiii e 17
Figura 1-11: MALDI Imagem reconstruido com os fons m/z 633 [M+Na]" referente a
hesperidina: a — corte transversal do peciolo infectado; b - corte transversal do
peciolo sadio; ¢ - corte transversal da folha infectada; d - corte transversal da folha
sadia. Detalhes em vermelho e em amarelo indicam a presenca da hesperidina
(SOARES €t al., 2014). ...coee i a e e e e e e e e e 18
Figura 1-12:Flavonoides isolados no estudo de RIBEIRO e colaboradores (2008). .19
Figura 1-13: Cumarinas isoladas no estudo de RIBEIRO e colaboradores (2008). ..20
Figura 1-14: Alcaloide e terpenoides isoladas no estudo de RIBEIRO e
COIADOrAdOrES (2008). .....veeuniiiee ettt e ettt e e e e e 21
Figura 1-15: Férmula estrutural dos flavonoides hesperidina e rutina. ..................... 22
Figura 1-16: Cascata “OMICA” e seus pontos de regulacdo (MARIA-RESENDE;
(@7 | =8 =@ ] N R 0 ) 0 ) 24

Figura 1-17: Classificacdo geral da Metabon6mica (CEVALLOS-CEVALLOS et al.,

Figura 1-18: a - Alcaloide tropéanico; b - Alcaloide inddlico; ¢ - Glucosinolato; d —
Chalcona dimerica; e - Isoflavonoide. .............oouuiiiiiiiii e, 32
Figura 1-19: Esqueletos de limonoides comuns no género Citrus. ...........cccvvvvennnnn... 34
Figura 1-20: Esqueletos basicos de cumarinas encontradas na familia Rutaceae. .. 35
Figura 3-1: Esquema de separacdo das mudas enxertadas [adapatado de

(BELLETE, 2014)]- ce.veveeeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeee e seeseeseseeseesesseseesees et e eeeesesseseeeees s 44

XVii



Figura 4-1: Cromatogramas sobrepostos obtidos via CLAE-UV dos extratos de: FSi
— folhas com sintoma; CSSi — Caule superior com sintoma; CISi — Caule inferior
com sintoma; RSi — Raiz com sintoma. (-) Extragcdo banho ultrassom 30 min.; (-)
Extracdo banho ultrassom 20 min.; (-) Homogeneizador UltraTurrax. ..................... 52
Figura 4-2: Cromatogramas sobrepostos das replicatas (n=3) obtidos via CLUE-
ESI-QTof dos extratos C. limonia: a - FCLi; b - CCLi; ¢ - RCLi. Modo de ionizagéo
POSITIVO € NEGALIVO. .....ieieeiiiiie ettt e e ettt e e e e e et e e e e e eetta e e e e eeeannnaeeeees 55
Figura 4-3: Cromatogramas sobrepostos das replicatas (n=3) obtidos via CLUE-
ESI-QTof dos extratos C. sinensis: a - FCSi; b - CCSi; ¢ - RCSi. Modo de ionizagéo
POSItIVO € NEGALIVO. ....iiiieiiiieie ettt e e e e et e e e e e e e e eeeeees 55
Figura 4-4: Cromatogramas sobrepostos das replicatas (n=3) obtidos via CLUE-
ESI-QTof dos extratos sadios: a - FSa; b - CSSa; ¢ - CISa; d - RSa. Modo de
IONIZAGAO POSItIVO € NEGALIVO. ..euvuiiiiiiee e eeeeeeeeeet e e e e et e e e e e e e e e eeeeees 56
Figura 4-5: Cromatogramas sobrepostos das replicatas (n=3) obtidos via CLUE-
ESI-QTof dos extratos doentes: a - FSi; b - CSSi; ¢ - CISi; d - RSi. Modo de
IONIZAGAO POSItIVO € NEGALIVO. ..uvvuiiiiiiee e e ettt e e e e et e et e e e e e e eeeeees 57
Figura 4-6 Cromatogramas sobrepostos dos enxertos obtidos via CLUE-ESI-QTof
dos extratos: a - Folhas; b — Caule Superior; ¢ — Caule Inferior; d - Raiz. Modo de
ionizacao positivo e negativo.(—) Amostra Sadia; (=) Amostra Infectada. ................. 58
Figura 4-7: Cromatogramas sobrepostos dos pés francos obtidos via CLUE-ESI-
QTof dos extratos: a - Folhas; b - Caule; ¢ - Raiz. Modo de ionizagdo positivo e
negativo.(=) C. limonia; (=)C. SINENSIS. ......cciiiiiiiiii e e 59
Figura 4-8: Analises quimiométricas no modo positivo de ionizacdo de todos os
orgaos vegetais dos pés francos: A- PCA — grafico de scores de PC1xPC2 ; B-

HCA- dendrograma de Similaridade ...........cccooveriiiiiiiiiiiis e 62

xviii



Figura 4-9: Andlises quimiométricas no modo negativo de ionizagdo de todos os
orgaos vegetais dos pés francos: A- PCA — gréfico de scores de PC1xPC3 ; B-
HCA- dendrograma de similaridade ..............cooiiieiiiiiiiiii e 62
Figura 4-10 Analise de PCA: grafico de loadings da PC1 X PC2 das analises
realizadas no modo positivo de ionizagdo dos 0rgaos vegetais. .......cccoeevveeeeeeeeennnne. 64
Figura 4-11 Analise de PCA: grafico de loadings da PC1 X PC3 das analises
realizadas no modo negativo de ionizacdo dos 6rgaos vegetais. .......ccccoeveeeeeeeeeenee. 65
Figura 4-12: Gréfico S-Plot das raizes de C. sinensis e C. limonia no modo positivo
(o[0T T2 Tot= Lo TR TP UU PP PPPPPPPPPPRRRR 66
Figura 4-13: Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas matrizes
[0 o Rl = 1741 PP PPUUPRR 66
Figura 4-14: Espectro de massas para o ion m/z 229,0869 no t8,16 min.
encontrado nas raizes de C. limonia (ESI, modo positivo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixXo)...........cccccvvvvviiiiiiiiieeeeeeeee, 67
Figura 4-15: Espectro de massas para o ion m/z 229,0869 t, de 8,35 min.
encontrado nas raizes de C. limonia (ESI, modo positivo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo). ............coevvviiiiiiiiiieeeeeeenn, 68
Figura 4-16: Estrutura quimica das cumarinas xantiletina e seselina. ...................... 69
Figura 4-17: Cromatograma de massa das raizes de C. limonia: a - de m/z 213; b -
M/Z 1755 C - MIZ 229, ettt e e e e e eees 71
Figura 4-18: Estrutura das cumarinas de massa neutra 262,0842 Da referente ao
MIZ 263,0020. ...eiiieieeeeee et a et e e e e e e e e e e e e e e e e e 72
Figura 4-19: Espectro de massas para o ion m/z 263,0920 de t, de 5,42 min.
encontrado nas raizes de C. sinensis (ESI, modo positivo). Espectro de ions

produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo). .........ccccoeveeviiiiiiieeriiiieeee, 72

XiX



Figura 4-20: Estrutura das piranocumarinas de massa neutra 258,0894 Da
referente aom/z 259,0973 € M/Z 259,0966. ........ccuoiiuiiiiiiiiiiceeeeeee e 74
Figura 4-21: Espectro de massas para o ion m/z 259,0966 de t. de 5,68 min.
encontrado nas raizes de C. sinensis (ESI, modo positivo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo)...........cccoeeeiiiiiiiiiiiiiiiiienee., 74
Figura 4-22: Espectro de massas para o ion m/z 259,0973 de t. de 8,72 min.
encontrado nas raizes de C. sinensis (ESI, modo positivo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo)...........cccoeeeeiiiiiiiiieeiiiiienene, 76
Figura 4-23: Estrutura das piranocumarinas de massa neutra 244,0735 Da
referente a0mM/Z 245,0820 . ......ieniiiii e 76
Figura 4-24: Espectro de massas para 0 ion m/z 244,0820 de t. de 6,57 min.
encontrado nas raizes de C. sinensis (ESI, modo positivo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo)............ccceevvviiiiiiiiiieeeeeeeee, 77
Figura 4-25: Estrutura das cumarinas de massa neutra 260,1048 Da referente ao
MIZ 261, 1132, .ottt e e e e e e e e e e e ——————————— 78
Figura 4-26: Espectro de massas para o ion m/z 261,1132 de t, de 7,11 min.
encontrado nas raizes de C. sinensis (ESI, modo positivo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo). ..........ccccevvvieiiiiiiiieeeeeeeeee, 78
Figura 4-27: Estrutura das cumarinas de massa neutra 244,1099 Da referente
AOM/Z 245, 1194 ... 79
Figura 4-28: Espectro de massas para o ion m/z 245,1194 de t, de 9,60 min.
encontrado nas raizes de C. sinensis (ESI, modo positivo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo). .........cccccevvviiiiieiiiiiiinieeeeenns 80
Figura 4-29: Estrutura das cumarinas de massa neutra 312,1361 Da referente

AOMIZ L3, 1445, ... 81

XX



Figura 4-30: Cromatograma de ion totais das raizes de C. limonia(ESI, modo
positivo) evidenciando outra banda cromatografica com massa acurada de m/z
1R R I L PP 82
Figura 4-31: Espectro de massas para o ion m/zm/z 313,1445 de t, de 10,15 min.
encontrado nas raizes de C. limonia(ESI, modo positivo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo)...........ccceeeeeiiiiiiiiiieiiiiiiene, 82
Figura 4-32: Proposta de quebra dos anéis e reciclizacdo destes nas cumarinas
nordentatina e citrusarinas durante o processo de fragmentagao. ..............cccceeeeeee. 83
Figura 4-33: Espectro de massas de ions produtos do ion m/z 313,1445 encontrado

nas raizes de C. limonia(ESI, modo positivo): a- t,11,71 min; b- t10,15 min. banda

Figura 4-34: Estrutura das biscumarinas de massa neutra 484,1885 Da referente
AOM/Z 485,1960. .. cenieeiei i et 85
Figura 4-35: Espectro de massas para o0 ion m/z 485,1960 de t, de 10,56 min.
encontrado nas raizes de C. sinensis (ESI, modo positivo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaiXo). ..........ccccevvvvviiiiiiiiieeeeeeeee, 85
Figura 4-36: Estrutura das piranocumarinas de massa neutra 380,1987 Da
referente a0m/z 381L,2061. .......cccccuuiiiiiiiiiiiee et 87
Figura 4-37: Espectro de massas para o0 ion m/z 381,2061 de t, de 11,47 min.
encontrado nas raizes de C. limonia(ESI, modo positivo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixXo)..........cccoevvviiiiiieiiiiiiiiieeeeenns 87
Figura 4-38 Estrutura dos limonoides de massa neutra 514,2202 Da referente
AOM/Z515,2290. ...ttt e e 89
Figura 4-39: Espectro de massas para o ion m/z 515,2290 de t, de 7,60 min.
encontrado nas raizes de C. sinensis (ESI, modo positivo). Espectro de ions

produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo). .........cccceevevviiiiiiiieeeiiiieeeen, 89
XXi



Figura 4-40: Grafico S-Plot dos caules de C. sinensis e C. limonia no modo positivo
(o[ To] 074 Lo = Lo JAN PSPPSR 91
Figura 4-41: Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas matrizes
[0 [ o= 11 | L= SO 91
Figura 4-42: Estrutura dos limonoides de massa neutra 454,1991 Da referente
AOM/ZAB5,207 6. ..oeeeiiie ettt e e e et et e et e et e e et e e 92
Figura 4-43: Espectro de massas para o ion m/z455,2076 de t, de 8,28 min.
encontrado nos caules de C. limonia (ESI, modo positivo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaiXo)...........cccevvviviiiiiiiiiieeeeeeeee, 92
Figura 4-44: Estrutura das flavonas polimetoxiladas de massa neutra 402,1314 Da
referente aomM/Z403,1303. ... i 93
Figura 4-45: Espectro de massas para o ion m/z403,1405 de t, de 8,91 min.
encontrado nos caules de C. limonia (ESI, modo positivo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaiXo). ..........ccccevvvvvviiiiiiiieeeeeeeeee, 93
Figura 4-46: Estrutura do cetolideo Cetromicina métabolito incomum na familia
Rutaceae (765.4200 DA). .....ccuuuuuuummiiiiei ettt e e et e e e e eeees 94
Figura 4-47: Grafico S-Plot das folhas de C. sinensis e C. limonia no modo positivo
(o[0T T2 Tot= Lo JR OO PPPPPPPPPRRR 95
Figura 4-48: Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas matrizes
[0 L= 0] | = T R 96
Figura 4-49: Estrutura cumarinas simples de massa neutra 206,0584 Da referente
A0M/Z207,0659. ... .ot 97
Figura 4-50: Espectro de massas para o ion m/z207,0659 de t, de 6,85 min.
encontrado nas folhas de C. limonia (ESI, modo positivo). Espectro de ions

produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo)..........cccooeeevrviiiiiiiieiiiiineee, 97

XXii



Figura 4-51: Cromatograma de massa m/z 207 das folhas de C. limoniae C.
5] 1= ] SRR 98
Figura 4-52: Estrutura das furanocumarinas de massa neutra 216,0422 Da
referente aomM/Z217,0504. ... ... 99
Figura 4-53: Espectro de massas para o ion m/z217,0504 de t, de 7,00 min.
encontrado nas folhas de C. limonia (ESI, modo positivo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo)...........cccceeeeiiiiiiiiiieiiiiienen., 99
Figura 4-54: Perfis de fragmentacdo das cumarinas Xantoxiletina e Bergapteno em
ESI-QTOF a 40eV no modo positivo obtidos na literatura (SMITH et al., 2005) . ...100
Figura 4-55: Estrutura das flavonas tetrametoxilados de massa neutra 342,1103 Da
referente a0M/Z343,1188. ......cuoeniiiiiie e 101
Figura 4-56: Espectro de massas para o ion m/z343,1188.de t, de 8,79 min.
encontrado nas folhas de C. limonia (ESI, modo positivo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaiXo). ..........ccccevvvvvviiiiiiieeeeeeeen, 101
Figura 4-57: Grafico S-Plot das raizes de C. sinensis e C. limonia no modo negativo
(o[0T T2 Tot= Lo TR TP PUPPPPPPRPPPPPTR 103
Figura 4-58: Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas matrizes
(0 o R = 141 PRSPPI 104
Figura 4-59: Estrutura Cafeoato de prenila de massa neutra 248,1048 Da referente
AOMY/Z2AT,007 7. .ot e e e e e ettt e e e e e e e e e 105
Figura 4-60: Espectro de massas para o ion m/z247,0977 de t, de 6,01 min.
encontrado nas raizes de C. sinensis (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo)..........cccooeevviiiiiiiieiriiiinnn, 105

Figura 4-61: Estrutura do alcaloide acridénico de massa neutra 317,0899 ............ 106

xXXxiii



Figura 4-62: Espectro de massas para o ion m/z316,0819 de t; de 6,94 min.
encontrado nas raizes de C. limonia (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo)..........ccccoeeeviiiiieieeiiiienen... 107
Figura 4-63: Estrutura do alcaloide furanoquinolinico de massa neutra 243,1259 Da
referente A0M/Z 242, 1187 . ... .ccuieii e e e e e e 108
Figura 4-64: Espectro de massas para o ion m/z 242,1187 de t. de 8,14 min.
encontrado nas raizes de C. limonia (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo)..........ccccoeeeiiiiiiieiiiiiiiinn... 108
Figura 4-65: Estrutura dos alcaloides acridonicos de massa neutra 301,0950 Da
referente aom/Z300,0878. ......cuieuiiiiiei e e 110
Figura 4-66: Espectro de massas para o ion m/z 300, 0878 de t, de 8,21 min.
encontrado nas raizes de C. limonia (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo)............ccccvvvvviiiiiiiiieeeeeeen, 110
Figura 4-67: Estrutura as cumarinas preniladas de massa neutra 230,0942 Da
referente a0mM/Z229,08067. ........oveeiieeiee e et 112
Figura 4-68: Espectro de massas para o ion m/z229,0867 de t, de 8,70 min.
encontrado nas raizes de C. limonia (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo). ..........ccccevvvviiiiiiiiiieeeeeen, 112
Figura 4-69: Estrutura do alcaloide acridonico de massa neutra 339,1106 Da
referente a0m/z 338,1035. .....oouuiiiiiiiiiii e 113
Figura 4-70: Espectro de massas para o ion m/z 338,1035 de t, de 9,34 min.
encontrado nas raizes de C. limonia (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo)..........cccooeevviiiiiiiieiriiiinnn, 113
Figura 4-71:. Estrutura do alcaloide acridénico de massa neutra 339,1470 Da

referente a0M/Z 338,130, ....ou e 115

XXIV



Figura 4-72: Espectro de massas para o ion m/z 338,1396 de t, de 10,44 min.
encontrado nas raizes de C. sinensis (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo)..........ccccoeeeviiiiieieeiiiienen... 115
Figura 4-73: Estrutura do flavonanol de massa neutra 354,1103 Da referente ao[M-
HoO-H] M/Z335,0019. ... .ttt e e e e e e e e e 116
Figura 4-74: Espectro de massas para o ion m/z335,0919 de t. de 10,46 min.
encontrado nas raizes de C. limonia (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).........ccccceeeeiiiiiiieiiiiiiieeen... 117
Figura 4-75: Estrutura do alcaloide acridonico de massa neutra 369,1576 Da
referente aomM/Z368,1508. ........oouuiiiiiiii e e 119
Figura 4-76: Espectro de massas para o ion m/z368,1508 de t. de 10,57 min.
encontrado nas raizes de C. limonia (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaiXo). ..........ccccevvvvviiiiiiiieeeeeeee, 120
Figura 4-77: Estrutura da flavanona de massa neutra 408,1936 Da referente
AOM/ZAOT 18066, ....eeneeeieeeee ettt e e et e e e e et e e et e et e et et e e e e e eaans 121
Figura 4-78:. Espectro de massas para o ion m/z407,1866 de t, de 10,75 min.
encontrado nas raizes de C. limonia (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo). ..........ccccevvvviiiiiiiiiieeeeeen, 122
Figura 4-79: Grafico S-Plot dos caules de C. sinensis e C. limonia no modo
NEQAtIVO € I0NIZAGAD. .....ciieiiiiiiiiiie et e e et e e e e e e e eees 124
Figura 4-80: Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas matrizes
(0 [0S0 10 [= T U PPPPPPRPPPPRRR 124
Figura 4-81:. Estrutura das flavonas glicosiladas de massa neutra 594,1584 Da

referente a0mM/Z593,1506. .....c.oeeie e 125

XXV



Figura 4-82: Espectro de massas para o ion m/z593,1506 de t; de 3,83 min.
encontrado nos caules de C. limonia (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo)..........ccccceeeiiiiiieieeiiiinen... 125
Figura 4-83 FragmentagOes caracteristicas de flavonoides C-glicosilados e O-
glicosilados (BELLETE, 2014).... oottt e e e et e e e e eeees 126
Figura 4-84: Estrutura da cumarina de massa neutra 246,0892 Da referente
AOM/Z245,08 1. ..ot 127
Figura 4-85: Espectro de massas para o ion m/z245,0819 de t, de 6,27 min.
encontrado nos caules de C. limonia (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaiXo). ............ccevvvvvviiiiiiiieeeeennen, 127
Figura 4-86 Estrutura do limonoide de massa neutra 424,1885 Da referente
AOM/ZA23, 1809, ..ot et 128
Figura 4-87: Espectro de massas para o ion m/z423,1809 de t, de 10,05 min.
encontrado nos caules de C. sinensis (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaiXo). ...........ccevvviviiiiiiiieeeeeenen, 129
Figura 4-88: Grafico S-Plot das folhas de C. sinensis e C. limonia no modo negativo
(o[0T T2 Tot= Lo TR PSSP PPPPPPUPPRTRN 131
Figura 4-89: Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas matrizes
0AS TOINAS. .. e 131
Figura 4-90 Estrutura dos limonoides de massa neutra 532,2308 Da referente
BOMY/ZEBL,2225. ... 132
Figura 4-91: Espectro de massas para o ion m/z531,2225 de t, de 7,67 min.
encontrado nas folhas de C. sinensis (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo)..........cccooevvviiiiiinieeviiiinennn. 132
Figura 4-92 Estrutura flavona de massa neutra 314,0790 Da referente

AOMY ZB LS, 07 T oo 134
XXVi



Figura 4-93: Espectro de massas para o ion m/z313,0717 de t, de 8,09 min.
encontrado nas folhas de C. limonia (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo)..........ccccceeeiiiiiieieeiiiinen... 134
Figura 4-94 Estrutura flavona polimetoxilada de massa neutra 344,0896 Da
referente a0mM/Z343,0819. .....oouiiiiiiiiie e 136
Figura 4-95: Espectro de massas para o ion m/z343,0819 de t, de 8,65 min.
encontrado nas folhas de C. sinensis (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo)..........ccccoeeeiiiiiiieiiiiiiiinn... 136
Figura 4-96 Estrutura flavona polimetoxilada de massa neutra 374,1001 Da
referente aomM/Z373,0023. . ... 138
Figura 4-97: Espectro de massas para o ion m/z373,0923 de t, de 8,76 min.
encontrado nas folhas de C. sinensis (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaiXo). ..........ccccevvvvviiiiiiiieeeeeeee, 138
Figura 4-98: Substancias putativamente identificadas (ESI + e ESI -) nas raizes dos
pés francos com seus respectivos cddigos de identificacdo, espécie em que foi
mais produzida e classe. Classes: C = cumarina, A = alcaloide, L= limonoide, F=
flavonoide, FP = fenilpropanoide. Espécies La= laranja (C. sinensis), Li= lim&o (C.
limonia). DUE = Detectado em uma UNiCa €SPECIE. .......cvveevveeiriieeeiiiiieeeeeeiiineeen 141
Figura 4-99: Substancias putativamente identificadas (ESI + e ESI -) nos caules
dos pés francos com seus respectivos codigos de identificacdo, espécie em que foi
mais produzida e classe. Classes: C = cumarina, A = alcaloide, L= limonoide, F=
flavonoide. Espécies La= laranja (C. sinensis), Li= limdo (C. limonia). DUE =
Detectado €m Uma UNICA ESPECIE. ....ccvveuriieeeeeeiiiie e e e e eeiie e e e e e et e e e e eetae e e e e eaannaeees 142
Figura 4-100: Substancias putativamente identificadas (ESI + e ESI -) nas folhas

dos pés francos com seus respectivos codigos de identificacdo, espécie em que foi

XXVii



mais produzida e classe. Classes: C = cumarina, L= limonoide, F= flavonoide.
Espécies La= laranja (C. sinensis), Li=lim&o (C. limonia). ...........ccccceeeeeiiiieeeeennennn. 142
Figura 4-101: Rota metabdlica resumida dos metabdélitos secundarios oriundos da
o] ¢ ©4 o1 o [ 1] 4 =1 o J S 143
Figura 4-102: Variagdo das cumarinas (médias das areas das bancas
cromatograficas) xantiletina e seselina nos 6rgaos de C. limonia e C. sinensis ..... 144
Figura 4-103: Variagdo dos limonoides (médias das areas das bancas
cromatograficas) nos 6rgéos de C. limonia e C. sinensis (cédigo de identificacéo
dos limonoides na Tabela 4-9) ... 144
Figura 4-104: Cumarinas citadas na literatura que apresentaram grande inibicdo na
formacé&o de biofilmes em agregados bacterianos. ............ccccovieviiiiiiiiieeeiiiiie e 146
Figura 4-105 Variagcdo dos flavonoides (médias das areas das bancas
cromatograficas) nas folhas de C. limonia e C. sinensis (cédigo de identificacao dos
flavonoides na Tabela 4-9) ... 147
Figura 4-106: Andlises quimiométricas no modo positivo de ioniza¢cdo de todos os
orgaos vegetais dos enxertos sadios e infectados A- PCA — grafico de scores de
PC1xPC2 ; B- HCA- dendrograma de similaridade ............cccccoeeeeieiiiiiiineceeeiieeee, 152
Figura 4-107: Analises quimiométricas no modo negativo de ionizacdo de todos os
orgaos vegetais dos enxertos sadios e infectados A- PCA — grafico de scores de
PC1xPC3 ; B- HCA- dendrograma de similaridade ............cccccoeeieieviiiiiine e, 152
Figura 4-108: Cromatogramas (ESI positivo) sobrepostos do (-) ClSa — Caule

Inferior Sadio e ( - ) RSi — Raiz Sintoma. No grafico de HCA esta destacado em

Figura 4-109: Cromatogramas (ESI positivo) sobrepostos do (-) CISi — Caule

Inferior Sintoma e (- ) RSa — Raiz Sadio. No grafico de HCA esta destacado em

XXViii



Figura 4-110: Andlise de PCA: grafico de loadings da Componente 1 X
Componente 2 das analises realizadas no modo positivo de ionizagdo dos 6rgaos
(V=10 = €= 1P 155
Figura 4-111: Analise de PCA: grafico de loadings da Componente 1 X
Componente 3 das andlises realizadas no modo negativo de ionizacao dos 6rgaos
1VL=T0 =] =TSP SPPPRR 155
Figura 4-112: Gréfico S-Plot das raizes dos enxertossadios e infectados no modo
POSItIVO € I0NIZAGAD. .....ceeiiiieeiiiiei ettt e et e e e e e e e e e 156
Figura 4-113: Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas
Matrizes das raizes d0S ENXEITOS. .....iiiiiieeeee e e e e e e e e e e eees 157
Figura 4-114: Estrutura do alcaloide glicosilado de massa neutra 366,1790 Da
referente a0mM/Z367,1870. .....oouieiiiiie e et e e e e e e e et e e e e e eanes 158
Figura 4-115: Espectro de massas para o ion m/z367,1870 de t; de 1,15 min.
encontrado nas raizes dos enxertos infectados (ESI, modo positivo). Espectro de
ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo). ..........cccceeeviiieeeeennnne. 158
Figura 4-116: Espectro de massas para o ion m/z263,0924 de t; de 5,53 min.
encontrado nas raizes dos enxertos infectados (ESI, modo positivo). Espectro de
ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo). ..........cccceeeiiiieeeeennnn.. 159
Figura 4-117: Espectro de massas para o ion m/z259,0974 de t, de 9,16 min.
encontrado nas raizes dos enxertos infectados (ESI, modo positivo). Espectro de
ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaiXo). ........cccccceeveeevevvvnnnnnnn. 161
Figura 4-118: Grafico S-Plot dos caules inferiores dos enxertossadios e infectados
NO MOJO POSItIVO 0€ I0NIZAGCAD. ....uuuieeeeeeiiie e eee e e et e e e e e e 163
Figura 4-119: Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas

matrizes dos caules INfEriores dOS ENXEITOS. ... ..veee e 163

XXiX



Figura 4-120: Estrutura do alcaloide glicosilado de massa neutra 273,1364 Da
referente a0M/Z274,1449. ... e e 164
Figura 4-121: Espectro de massas para 0 ion m/z274,1449 de t, de 3,38 min.
encontrado nos caules inferiores dos enxertos infectados (ESI, modo positivo).
Espectro de ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo). ............. 164
Figura 4-122: Unica estrutura encontrada no banco de dados de massa neutra
470,1940 Da referente aomM/ZAT1,2017. ....ounoeniieiiieiee e e 166
Figura 4-123: Espectro de massas para 0 ion m/z471,2017 de t, de 6,86 min.
encontrado nos caules inferiores dos enxertos infectados (ESI, modo positivo).
Espectro de ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo). ............. 166
Figura 4-124: Grafico S-Plot dos caules superiores dos enxertossadios e infectados
NO MOAO POSItIVO A€ IONIZAGAOD. .....uuuie e eeee ettt e e e e e e 168
Figura 4-125: Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas
matrizes dos caules Superiores doS ENXEIOS. ......ovveiveuriiiieeeeeiiiee e e 168
Figura 4-126: Estrutura dos ciclopeptideos de massa neutra 727,3904Da referente
Fo L0 Y T AT S T 1A T 169
Figura 4-127: Espectro de massas para o ion m/z728,3976 de t, de 7,47 min.
encontrado nos caules superiores dos enxertos infectados (ESI, modo positivo).
Espectro de ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo). ............. 169
Figura 4-128: Estrutura das flavonas pentametoxiladas de massa neutra 372,1209
Da referente a0mM/Z373,1286........uuuuiiiiiiieeieiiiiiiiiiir et 171
Figura 4-129: Espectro de massas para o ion m/z373,1286 de t, de 8,29 min.
encontrado nos caules superiores dos enxertos infectados (ESI, modo positivo).
Espectro de ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo). ............. 171
Figura 4-130: Proposta de estabilizacdo do radical formado referente ao pico m/z

358 OBSEIVAUOD. . e 172
XXX



Figura 4-131: Grafico S-Plot das folhas dos enxertossadios e infectados no modo
[SJo Y1 1)V/ 0 o [ o] a1 Yoz Lo RSP P 173
Figura 4-132: Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas
matrizes das folnas dOS ENXEITOS. ......coouuuiiii i 173
Figura 4-133: Estrutura das flavanonas glicosiladas de massa neutra 610,1897Da
referente a0mM/ZBL11,1970. .....oouieiiiiie et e e e e e e e 174
Figura 4-134: Espectro de massas para 0 ion m/z611,1970 de t, de 5,41 min.
encontrado nas folhas dos enxertos infectados (ESI, modo positivo). Espectro de
ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo). ..........cccceeeeiiiiieeeennnne. 175
Figura 4-135: Estrutura dos dissacarideos rutinose e neohesperidose e posi¢ao das
suas ligages iNterglicoSIAdICaS ..........ooiiiiiiiii e 176
Figura 4-136: Espectro de massas para o0 ion m/z373,1288 de t, de 8,10 min.
encontrado nas folhas dos enxertos infectados (ESI, modo positivo). Espectro de
ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo). ..........cccceeeiiiieeeeennnee. 177
Figura 4-137: Grafico S-Plot das raizes dos enxertossadios e infectados no modo
NEQAtIVO € I0NIZAGAD. .....ciiiieeiiiiiiie et e e e e e et e e e e e e e eees 179
Figura 4-138: Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas
Matrizes das raizes d0S ENXEITOS. .....cciiiiieeee e e e e e e e e e e e e 179
Figura 4-139: Espectro de massas para o ion m/z229 encontrado nos t; de 7,70min.
e t, de 8,70encontrado nas raizes dos enxertos infectados (ESI, modo negativo).. 180
Figura 4-140: Grafico S-Plot dos caules inferiores dos enxertossadios e infectados
NO MO0 NEJAtIVO A€ IONIZAGED. .....uieeeeereieeeee et e e e e et e e e e e et e e e eet e e e e enan e e 181
Figura 4-141: Bandas cromatograficas evidenciadas pelo gréfico S-plot nas
matrizes dos caules inferiores doS ENXEIOS..........uuuuuiiiiiiieeee i 181
Figura 4-142: Estrutura do alcaloide acridénico de massa neutra 323,1157Da

referente a0mM/Z322, 108 L. . ..o 182
XXXI



Figura 4-143: Espectro de massas para o0 ion m/z322,1081 de t, de 10,30 min.
encontrado nos caules inferiores dos enxertos infectados (ESI, modo negativo).
Espectro de ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo). ............. 182
Figura 4-144: Grafico S-Plot dos caules superiores dos enxertossadios e infectados
NO MOAO NEQAtIVO A€ IONIZAGAD. ... ... eeeeeeeeeeeieiei e e e e e e e e 184
Figura 4-145: Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas
matrizes dos caules superiores doS ENXEIOS...........uvveviuiieeiiiiieeeiie e e e 184
Figura 4-146: Grafico S-Plot das folhas dos enxertossadios e infectados no modo
NEQAtIVO € I0NIZAGAO. .....oiiiieeiiiiiiie ettt e e e e e et e e e e e e eeeees 185
Figura 4-147: Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas
matrizes das folnas dOS ENXEITOS .......coeeuuiiii i 186
Figura 4-148 Estrutura dos flavonoides glicosilados de massa neutra 462,1162Da
referente a0mM/ZAGL,1088. ........oouuiieiiii e et 187
Figura 4-149 Espectro de massas para o ion m/z461,1088 de t, de 5,08 min.
encontrado nas folhas dos enxertos infectados (ESI, modo negativo). Espectro de
ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo). ..........cccceeeiiiiieeeennnne. 187
Figura 4-150 Perda de agua observada em flavonoides 6-C-glicosilados
envolvendo o grupo 2”-hidroxilico do residuo de aglcar com os grupos hidroxilicos
5 ou 7 do flavonoide (CUYCKENS; CLAEYS, 2004). .....coouuiiiiiiiiiiiiaeeeeeeeeeeeeeeiiiiine 188
Figura 4-151 Estrutura dos flavonoides glicosilados de massa neutra 610,1533Da
referente a0m/Z609,1459. .......ouuiiiiiiiiiii e 189
Figura 4-152 Espectro de massas para o ion m/z609,1459 de t, de 5,21 min.
encontrado nas folhas dos enxertos infectados (ESI, modo negativo). Espectro de
ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaiXo). ........cccccceeveeevevvvnnnnnnn. 189
Figura 4-153: Substancias putativamente identificadas (ESI + e ESI -) nas raizes

dos enxertos com seus respectivos codigos de identificacdo, enxerto em que foi
XXXii



mais produzida e classe. Classes: C = cumarina, A = alcaloide, L= limonoide, F=
flavonoide. Espécies Sad= Sadia, Inf= Infectado. DUE = Detectado em uma Unica
(ST 0 1= T [ TP PPPOPRUPPPPPN 191
Figura 4-154 Substancias putativamente identificadas (ESI + e ESI -) nos caules
inferiores dos enxertos com seus respectivos cédigos de identificacdo, enxerto em
que foi mais produzida e classe. Classes: C = cumarina, A = alcaloide, L=
limonoide, F= flavonoide. Espécies Sad= Sadia, Inf= Infectado. ............................ 192
Figura 4-155 Substancias putativamente identificadas (ESI + e ESI -) nos caules
superiores dos enxertos com seus respectivos cédigos de identificacdo, enxerto em
que foi mais produzida e classe. Classes: C = cumarina, A = alcaloide, L=
limonoide, F= flavonoide, Cic= ciclopeptideo. Espécies Sad= Sadia, Inf= Infectado.
DUE = Detectado em uma UNiCa @SPECIE. ......ceuviiiiiiiiiaaeaaaaaee e 192
Figura 4-156 Substancias putativamente identificadas (ESI + e ESI -) nas folhas
dos enxertos com seus respectivos cédigos de identificacdo, enxerto em que foi
mais produzida e classe. Classes: C = cumarina, A = alcaloide, L= limonoide, F=
flavonoide, Cic= ciclopeptideo. Espécies Sad= Sadia, Inf= Infectado. DUE =
Detectado €m UmMa UNICA ESPECIE. .....uururiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e e e e e e e e e e eeeeeeees 193
Figura 4-157 Variacdo dos metabdlitos secundarios (médias das areas das bancas
cromatograficas) nos caules inferiores e raizes dos enxertos sadios e
infectados(cadigo de identificagdo dos metabdlitos na Tabela 4-18)...................... 194
Figura 4-158 Variacdo dos alcaloides (médias das éareas das bancas
cromatograficas) nos o6rgdos dos enxertos sadios e infectados(codigo de
identificacdo dos metabdlitos na Tabela 4-18) ........ccoovviiiiiiiiiiii e, 195
Figura 4-159: Alcaloides acridonicos avaliados no trabalho de Foutosa e
colaboradores (2013) (FOUOTSA et al., 2013), frente a diferentes espécies de

(0= 161 (2] £ = L TR 196
XXXili



Figura 4-160 Variacdo das cumarinas seselina e xantiletina (médias das areas das
bancas cromatograficas) nos 6rgaos dos enxertos sadios e infectados e nos pés

francos de C. lIMonia € C. SINENSIS . .uon it 197

XXXIV



RESUMO

“‘“BUSCA DE BIOMARCADORES COMO INDICADORES DO MECANISMO DE
DEFESA DA LARANJA “PERA” A INFECCAO DE CVC ATRAVES DE ANALISE
METABONOMICA”. O trabalho descreve a busca e identificacdo de provaveis
biomarcadores relacionados ao mecanismo de defesa acionado pelas plantasao
processo de infeccdo deXylella fastidiosa, bactéria causadora Clorose Variegada
do Citros (CVC), que é uma das mais sérias doencas causadoras de prejuizos na
citricultura brasileira. Para isso, avaliou-se através de ferramentas quimiométricas e
de métodos analiticos como, CLUE-ESI-QTof a variacdo metabdlica entre pés
francos de C. sinensis e C. limonia na busca e identificacdo de biomarcadores que
pudessem indicar a mecanismo bioquimicos que explicassem a resisténcia deste
ultimo frente a CVC. Também foram analisados enxertos de Citrus sinensis sobre
C. limonia sadios e infectados com a X fastidiosana busca de biomarcadores para
tentar associa-los a rotas metabdlicas e prover uma explicagdodo mecanismo de
defesa da espécie vegetal no processo de combate a infec¢cdo. Para que tal
objetivo fosse alcancado foram utilizados bancos de dados da literatura como
também foi criado um banco de dados de metabdlitos secundarios do género Citrus
com todos os metabdlitos ja registrados na literatura, possibilitando uma melhor
selecdo e mais facil identificagdo desses biomarcadores. As ferramentas
guimiométricas (PCA, HCA, S-plot) aplicadas aos dados obtidos nos estudos de
CL-EM permitiram discriminar 47 compostos, dos quais 35 foram identificados
putativamente, como sendo responsavel pelo processo de resisténcia do C.
limoniaao processo de infeccdo da bactéria, onde propde-se que 0s aspectos
guimicos relacionados a tal caracteristica se deve as altas concentracfes das
cumarinas seselina e xantiletina nas folhas que impediria o processo inicial de
adesdo das bactérias nos vasos xilematicos como também as maiores
concentragdes de flavonoides que desempenhariam o papel de agente bactericida.
Nas analises do enxertos sadios e infectados foi possivel discriminar 41 compostos,
dos quais 30 foram identificados putativamente, onde a analise dos aspectos
metabdlitos indicaram que durante o processo infeccioso ha uma alta expressao
dos genes da familia policetideo sintase do qual € responsavel pela alta producéo
dos alcaloides acridonicos nos caules e raizes infectados, como também dos
flavonoides nas folhas infectadas. Podendo ser associado como um mecanismo de

defesa.
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ABSTRACT

"SEARCHING OF BIOMARKERS AS ANORANGE PERA DEFENSE MECHANISM
INDICATORS AGAINST CVC INFECTION THROUGH METABONOMICS
ANALYSIS." This paper describes the search and identification of probable
biomarkers related to defense mechanism triggered by the plants to the infection
process of Xylella fastidiosa, bacterium that causes Citrus Variegated Chlorosis
(CVC), which is one of the most serious diseases that cause losses in the Brazilian
citrus industry.For this purpose, it was evaluated by chemometric tools and
analytical methods such as, UPLC-ESI-QTof the metabolic variation between
seedlings developed by seed ofCitrus sinensis and C. limonia in the search and
identification of biomarkers that could indicate the biochemical mechanism that
would explain the resistance of C. limoniaagainst CVC.It was also analyzed
seedilings, healthy and infected by X fastidiosa,of C. sinensisgraftedon C. limonia in
the searching of biomarkers to attempt to associate them with the metabolic routes
and provide a defense mechanism explanation these seedilings against the
infection process. For this objective to be achieved it has been used online
databases as was also set up a secondary metabolite database of Citrus genus with
all the metabolites recorded in the literature, enabling better selection and easier
identification of these biomarkers. The chemometric tools (PCA, HCA, S-plot)
applied to the data obtained in studies of LC-MS, discriminating 47compounds, of
which 35 were putatively identified as being responsible for C. limonia resistance
process against to the bacterial infection process, where proposes that the chemical
aspects related to this characteristic is due to the high concentrations of coumarins
Seselin and Xanthyletin in the leaves that would prevent the initial bacterial
adhesion process in xilematcs vessels as well as proposes the highest flavonoid
concentrations that would play the role of bactericidal agent. In the analysis of
healthy and infected grafts it was possible to discriminate 41 compounds, of which
30 were putatively identified, where the analysis of metabolites aspects indicated
that during the infectious process there is a high expression of the family genes
polyketide synthase which is responsible for high production alkaloids acridonicos in
the infected roots and stems as well as in infected leaves of flavonoids.It may be

associated as a defense mechanism.
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1 INTRODUCAO

1.1 Familia Rutaceae

A ordem Sapindales (nova classificacdo para a antiga ordem Rutales)
e formada pelas seguintes familias: Rutaceae, Meliaceae, Burseraceae,
Simaroubaceae, Anacardiaceae, Sapindaceae, Nitrariaceae, Kirkiaceae,
Bierbersteiniaceae (APG lll, 2009).

A familia Rutaceae constitui 0 maior grupo da ordem Sapindales,
possuindo cerca de 170 géneros e 2040 espécies que variam de ervas arbustivas a
arvores(KUBITZKI, KALLUNKI E DURETTO, 2011), amplamente distribuidas nas
regides tropicais e temperadas do mundo, havendo uma maior ocorréncia na
America tropical, sul da Africa, Asia e Australia (PORTER; ELIAS, 1979; BAYER et
al., 2009). No Brasil ocorrem 33 géneros e cerca de 194 espécies, onde o centro de
diversidade sdo a Mata Atlantica e a Amazénia (PIRANI; GROPPO, 2016). Esta
familia € formada pelas subfamiliasAmyridoideae, Aurantioideae, Cneoroideae
Rutoideae, sendo as trés Ultimas que abrigam o maior nimero de géneros e
espécies(MORTON E TELMER, 2014).

A Rutaceae destaca-se das demais familias por abrigar espécies de
grande importancia econdémica, como aquelas do género Policarpus que fornecem
a policarpina, um alcaloide utilizado no tratamento do glaucoma (CHASE;
MORTON; KALLUNLI, 1999); género Euxylophora, Zantozylum, Flindersia e
Balfoudendron que sdo utilizadas na induastria madeireira (LORENZI, 1992;
CARVALHO, 1994; RICHTER; DALLWITZ, 2009); as espécies dos géneros
Boronia, Choisya, Poncirus, Skimmia, Clausena, Correa, Murraya, Ravenia e
Triphasiaque sé&o utilizadas em ornamentos (CHASE; MORTON; KALLUNLI, 1999;
PIRANI, 1999); e as espécies de género Citrus que abastecem o mercado mundial
com seus frutos (laranjas, limbes, tangerinas, limas e outros) destinados as
industrias para producdo de sucos e concentrados como também seu consumo in
natura, e seus Oleos essenciais destinados as industrias de cosméticos e
perfumaria (SOUZA, 2001). Outro fator que evidencia essa familia, do ponto de
vista quimico, é a sua vasta variedade de metabdlitos secundarios que nao sao
comuns nas outras familias da ordem Sapindales.Os mais representativos sao 0s

alcaloides derivados do acido antranilico, cumarinas, flavonoides e limonoides
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(WATERMAN, 1999).

1.2 Citricultura Brasileira

Entre os principais grupos de frutas no mundo os citros se destacam
em volume de producdo estando em quarto lugar, perdendo apenas para as
culturas de banana, melancia e macé, e mundialmente sédo produzidas em torno de
68,3 milhdes de toneladas de laranja(ANDRADE, 2012). Os paises que se
destacam como maiores produtores mundial de citros sao: Brasil representando
37,0%, Estados Unidos 20,4%, China 12,6%, México 8,8% e Espanha com
representatividade de 8,6% (FAO, 2010). O setor agroindustrial citricola no Brasil
rendeu uma parcela equivalente do PIB de US$ 6,5 bilhées, gerando 230 mil
empregos diretos e indiretos e uma massa salarial de R$676 milhdes (NEVES et
al., 2010).

A laranja (Citrus sinensis) representa cerca de 44% da producéao
Fruticula nacional, conferindo ao Brasil o titulo de maior produtor e exportador de
suco de laranja do mundo com 50% da participagdo mundial, sendo o estado de
Sao Paulo a ocupar a 12 posi¢do nacional com 71,2% da producdo(NEVES et al.,
2010; ANDRADE, 2012). A citricultura brasileira se encontra presente em todos os
Estados da Federacdo, sendo a regido Sudeste, representada por Sédo Paulo e
Minas Gerais, a deter o titulo de maior produtora de laranja representando 80% da
producdo nacional. Estados que também tém importante participa¢do na citricultura
brasileira, embora menos representativas, e indicam uma potencialidade de
expansdo da cultura sdo: Bahia (6,0%), Sergipe (4,2%), Parana (2,8%) e Rio
Grande do Sul (1,8%) (ABECITROS [ASSOCIACAO BRASILEIRA
EXPORTADORES DE CITROS], 2010; AGRIANUAL, 2010; CITRUS BR, 2012).A
lideranca brasileira na producao de laranja se deve gracas a alteracdo do padréo
tecnoldgico que levaram a um incremento de produtividade, dando destaque a tais
medidas:utilizacdo de mudas de melhor qualidade, provenientes de viveiros telados
e de procedéncia genética; aprimoramento do conhecimento aplicado para
melhorar o manejo dos pomares e a qualidade do controle fitossanitario;melhores

combinacdes de porta-enxerto (NEVES et al., 2010).



1.2.1 Enxertia

A enxertia € uma técnica que consiste em transplantar uma muda
chamada copa, cavaleiro ou enxerto, em outra planta denominado cavalo, ou porta-
enxerto, provida de raizes. A copa € a planta que se pretende propagar, devido ao
seu valor comercial, e o porta-enxerto geralmente € uma planta proveniente de
sementes ou casca, de elevada rusticidade (Figura 1-1). Nesta técnica cria-se uma
associacao simbidtica benéfica para ambos os individuos que sédo geneticamente
diferentes. Desta maneira a nova variedade da copa sofre alteragbes que sao
induzidas pelo porta-enxerto, tais como: mudanca da época de maturagéo, peso do
fruto, produtividade, precocidade da producdo, coloracdo da casca e do suco,
permanéncia dos frutos nas plantas, conservacdo da fruta apds a colheita,
transpiracdo das folhas, fertilidade do pdlen, capacidade de absorcéo, teores de
acucares e acidos, sintese e utilizacdo de nutrientes, tolerdncia a salinidade,
resisténcia a seca e ao frio, resisténcia e tolerancia a moléstias e pragas e resposta
a produtos de abscisdo (POMPEU JUNIOR, 1991; CESAR, 1996; GARCIA, 2005).

Figura 1-1. Esquema de propagacdo por enxertia. A - Copa (espécie a ser
propagada); B- Porta-enxerto (espécies de rastica)(MORALES, 2010).

A escolha do porta-enxerto € um fator importante ao se levar em
conta o objetivo final da producdo. Como ocorre em todas as regides citricolas do
mundo em que ha uma preferéncia por dado tipo de porta-enxerto, no Brasil ndo é
diferente, onde o porta-enxerto mais utilizado é o Limdo Cravo (Citrus limonia).

Sendo utilizados em todo o pais, em diferentes climas, tipos de solo e em
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combinacdo com diferentes variedades. Essa preferencia pelo Limdo Cavo como
porta-enxerto se da pela sua resisténcia a seca, precocidade na producdo e
maturacao dos frutos e boa produtividade. A laranja ‘Péra’ enxertada sobre o limao
‘Cravo’ (Figura 1-2) é a planta mais utilizada na citricultura brasileira nos ultimos
anos. (ABDELNUR, 2006; EMBRAPA, 2003).Contudo, apesar dessas
caracteristicas vantajosas o C. limonia (Limdo Cravo) quando usado no processo
de enxertia (espécie desenvolvida em conjuncao simbidtica com outra espécie)
como porta-enxerto ndo confereresisténcia ou tolerancia a Clorose Variegada do
Citrosa copa (C. sinensis),diferentemente de quando é desenvolvido como pé

franco (espécie nascida e desenvolvida individualmente a partir de sementes).

Porta-

Figura 1-2: Laranja Péra - C. sinensis - (copa) enxertada sobre Lim&o Cravo - C.
limonia -(porta-enxerto)(ABDELNUR, 2006).

1.2.2 Doencas Citricolas

Como toda cultura, a citricultura € alvo de varias doencas e pragas
gue causam a diminuicdo da producédo e da qualidade dos frutos, e sem medidas

de controle pode tornar o pomar improdutivo ou até mesmo levar a sua irradicacéao,
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onde na ultima década causou a perda de mais de 40 milhbes de arvores que
gerou uma perda de aproximadamente de 80 milhdes de caixas de 40,2 kg por ano
(NEVES et al., 2010).

Muitas dessas doencas se devem ao inconveniente de alicercar a
citricultura em uma Unica espécie de porta-enxerto,como ja foi constatado na
década de 40 pelas grandes perdas ocasionadas pela Tristeza dos Citros que
dizimou quase toda citricultura brasileira por utilizar apenas a Laranja Azeda (Citrus
aurantium) como porta-enxertos. Isto posteriormente levou a utilizagdo do Lim&o
Cravo como porta-enxerto pelas qualidades ja citadas acima, além do fato de ser
resistente a Tristeza dos Citros. Contudo a baixa diversidade de espécies de porta-
enxertos conduzem a uma alta vulnerabilidade da citricultura a ocorréncia de
epidemias conhecidas (Exocortis, Xiloporose, Gomose e Declinio) e de novas
doengas (POMPEU JUNIOR, 1991; JORGE, 2003).

As principais doencas citricolas que causam danos significativos sao:
Leprose dos Citros, Gomose de Phytophthora, Huanglongbeing (HLB), Cancro
Citrico, Declinio, Mancha Alternaria, Morte Subita dos Citros (MSC), Podridao
Floral dos Citros, Rubelose, Tristeza — Citrus Tristeza Virus (CTV), Mancha Preta
do Citros (MPC) e Clorose Variegada dos Citros (CVC), dando destague para a
ultima que é o foco desta tese. A CVC é uma das fitopatologias mais importante da
citricultura brasileira, onde s6 no estado de S&o Paulo cerca de 6 milhfes de
arvores sdo perdidas anualmente, chegando a causar um prejuizo de US$ 120
milhdes de dolares por ano(BOVE; AYRES, 2007).

1.3 Clorose Variegada Dos Citros (CVC)

A Clorose Variegda dos Citros (CVC), anteriormente denominada de
“amarelinho dos citros”, € uma doenga que ataca todas as variedades de laranjas
doces comerciais (Citurs sinensis L. Osbeck) — Pera, Natal. Hamlim, Valéncia,
Folha Murcha, Baianinha, Bar&do, entre outras - independente do porta-enxerto
empregado — limdo Cravo, Trifoliata, tangerinas Cle6patra e Sunki, laranja Caipira,
etc - (ROSSETTI; DE NIGRI, 1990; CAVALCANTI, 2005). Esta fitopatologia foi
observada pela primeira vez em 1984 na Argentina (BRLANSKY et al., 1991)e os
primeiros relatos dessa doencga no territério brasileiro foram em 1987 no estado de
Séao Paulo e no Triangulo Mineiro atacando laranjeiras doces (DE NEGRI, 1990;
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ROSSETTI et al., 1990). Atualmente essa doenca se encontra disseminada nos
estados de Sergipe, Bahia, Rio de Janeiro, Santa Catarina, Para, Parana, Rio
Grande do Sul, Minas Gerais e Sao Paulo e no Distrito Federal (LARANJEIRA et
al., 2005).

1.3.1 Sintomatologiada CVC

Os sintomas da CVC se propagam nas folhas, ramos e frutos, até o
dado momento ndo havendo relatos de anomalia ou disfuncdo nas raizes dos
citros. Nas plantas afetadas os sintomas tipicos observados sdo manchas
amareladas nas folhas, dai o nome inicialmente empregado de “amarelinho dos
citros”, e reducdo do tamanho dos frutos (EMBRAPA, 2010). A taxa de
contaminag¢do da doenca é menor em plantas mais velhas, sendo que a medida
gue a planta infectada € mais jovem mais rapidamente ela sera totalmente tomada
pela infeccdo. Os sintomas caracteristicos sdo mais observaveis nas folhas
maduras da copa, enquanto aquelas jovens de plantas severamente afetadas néo
sao notadas tais anomalias (ROSSETTI; DE NIGRI, 1990).

Ossintomasnasfolhaspodemapresentar-se de trés formas: clorose
intravenal tipica da deficiéncia de zinco, afetando todo o limbo(Figura 1-3:. a, b);
clorose pontuada de distribuicdo ao acaso(Figura 1-3: c,d), semelhante a picadas
de insetos; clorose continua e restrita a algumas areas da folha (Figura 1-3: e,f). A
medida que a doenca avanga 0s sintomas se estendem para oS ramos, sendo
comum a desfolha e a morte de ramos ponteiros (Figura 1-3: g). As gemas dos
ramos infectados tendem a brotar com uma frequéncia maior, comparados aos
sadios, além do fato de haver um encurtamento dos entre-nés dando assim uma

aparéncia de “envassourado” aos ramos (EMBRAPA, 2010).



Figura 1-3:Sintomas foliares da CVC: a,b -clorose intravenal; ¢, d - clorose
pontuada; e, f - clorose continua; g - desfolha e morte de ramos
ponteiros(COLETTA-FILHO; BORGES; MACHADO, 2000; FUNDECITRUS, 2007).

Nos frutos as anomalias devido a infeccdo aparecem apds os
sintomas foliares, e apenas nos ramos ja afetados pela doenca. Os frutos afetados
sofrem uma interrupgéo do seu crescimento tornando-se pequenos e duros a ponto
de causar danos as maquinas de moagem das fabricas de suco concentrado
(Figura 1-4: a-c). Observa-se também que esses frutos tendem a produzirem em
cachos (Figura 1-4: d), além do fato de possuirem uma casca mais fina, em
relacdo aos sadios, que facilita ocorréncia de queimaduras do sol (Figura 1-4: e),
tornando-os imprestaveis para comercializa¢do in natura quanto para producdo de
suco (PALAZZO; CARVALHO, 1992; EMBRAPA, 2010).



Figura 1-4: Sintomas da CVC nos frutos: a, b, ¢ — comparacao dos frutos sadios e
doentes; d - frutos produzidos em cachos; e — frutos com queimaduras de sol
(COLETTA-FILHO; BORGES; MACHADO, 2000; FUNDECITRUS, 2007).

As caracteristicas fisicas e quimicas internas dos frutos doentes séo
demasiadamente afetadas, havendo um aumento na concentracdo de solidos
soliveis e na acidez. Somado a isso, foi averiguado uma diminuicdo no numero de
frutos produzidos, como também um decréscimo no peso e diametro daqueles
doentes, sendo que os danos na producao podem chegar a 80% para a variedade
Pera, 67% para a Natal e 76% para a Valéncia (LARANJEIRA; PALAZZO, 1994,
1999; LARANJEIRA, 2002).

1.3.2 Transmissao e Medidas de Controle da CVC

A transmissdo da doenca ocorre através das cigarrinhas da familia
Cicadellinea que sao insetos que se alimentam da seiva bruta das plantas, sendo
gue, até o momento ja foram identificadas 12 espécies transmissoras, dando
destaque para Bucephalogonia xanthophis,Oncometopia facialis,Dilobopterus
costalimae, Homalodisca ignorata, Acrogonia citrina e Molomea cincta(Figura
1-5)(VET et al, 1983; SWALLOW, 1985; LOPES et al, 1996; PURCELL;
HOPKINS, 1996; ROBERTO et al., 1996, 2000; YAMAMOTO et al., 2001; DALLA
PRIA JR et al., 2002; EMBRAPA, 2010).



Acrogonia sp. Dilobopterus Oncometopia Bucephalogonia Plesiommata
costalimai facialis xanthophis corniculata

Parathona Macugonalia Sonesimia Ferrariana Homalodisca
gratiosa leucomelas grossa trivittata ignorata

Figura 1-5:Cigarrinhas vetores da transmissdo da CVC(SOUZA, 2014).

As cigarrinhas que atacam os citros alimentam-se de grandes
guantidades de seiva do xilema das plantas e em condi¢cdes naturais sao polifigas,
alimentando-se e desenvolvendo-se em arvores, arbustos e ervas daninhas que
geralmente se encontram presentes perto dos pomares de citros (MARUCCI,
CAVICHIOLI; ZUCCHI, 1999; LOPES; GIUSTOLIN, 2000). Estudos constam que
diferentes espécies desses insetos possuem habitos alimentares distintos, onde em
viveiros, principalmente nos dois primeiros anos de vida da muda, B. xanthophis
predomina, enquanto em pomares em producdo com plantas de altura mais
elevada devido ao seu habito arbéreo encontra-se geralmente:A. citrina quese
alimenta sobre as folhas novas;D. costalimai que prefere ramos jovens;O.
facialisque prefere ramos maduros de citros(PAIVA et al., 1996; FUNDECITRUS,
2000; ROBERTO et al., 2000; YAMAMOTO; LOPES, 2004).

Outra forma de transmissao € pelo processo de enxertia por borbulha,
entretanto por encostia ela & mais eficiente.Além desses processos a transmissao
também pode acontecer por sementes e frutos de laranja doce com sintomas de
CVC, reforcando o cuidado com a propagacdo de mudas sadias, ja que é na fase
do viveiro que a transmissao se torna mais critica. Até o dado momento néo foi
observado transmissao da CVC por equipamentos cortantes (LI, 1997; NUNES,
1999; LI et al., 2003; EMBRAPA, 2010).



Apesar dos avancos cientificos a respeito da CVC tenham crescido,
atualmente ainda ndo ha um meétodo eficiente de elimina-la, restando apenas uma
integracdo de medidas em conjunto no sentido de controla-la. A primeira e mais
importante medida adotada é a utilizagcdo e comercializacdo de mudas sadias
produzidas em viveiros livres de insetos vetores da CVC. Outra importante medida
€ a poda de mudas infectadas em plantas adultas com poucos sintomas, em
plantas novas essa medida € ineficaz. Plantas de 2 a 4 anos severamente
afetadas, que possuam muitos ramos com frutos pequenos, a Unica alternativa é a
sua erradicacdo, jA que a poda nédo tera bons resultados, pois o patdgeno da
doenca ja se encontra disseminado até no tronco (CARLOS et al., 1997;
EMBRAPA, 2010). O controle quimico utilizado no sentido de conter a
disseminacdo da CVC s6 funciona no ambito de eliminar as cigarrinhas que sao os
vetores do patdgeno, tendo como uso inseticidas sistémicos no tronco das plantas.
Ainda visando o controle da disseminacdo da doenca pelas cigarrinhas, medidas
visando a eliminacdo de ervas daninhas é importante para controlar a populacéo
desses insetos. Somado a isso, 0 conhecimento e controle nos pomares de
espécies de plantas invasoras ou nativas que podem ser hospedeiras do patégeno
€ importante, pois muitas delas ndo evidenciam sintomas por serem tolerantes ou
resistentes a bactéria X.fastidiosa(EMBRAPA, 2010).

1.3.3 Agente Causal: Xylella fastidiosa

A Xyllela fastidiosa, Unica representante do género Xylella,é uma
bactéria Gram-negativa, aflagelada (ndo possui mobilidade), baciloforme,
estritamente aerdbica, ndo apresenta pigmentacdo, apresenta crescimento
fastidioso em meios de cultura e é restrita ao xilema das plantas (Figura 1-6: a-e),
como seu préprio nome sugere, podendo ser encontrada nas sementes, frutos,
caules, folhas e raizes de citros (WELLS et al., 1987; HOPKINS, 1989; CHAGAS,;
ROSSETI; BERETTA, 1992; PURCELL; HOPKINS, 1996; BERETTA et al., 1997;
LARANJEIRA, 2002; LI et al., 2003). Em seus insetos vetores (cigarrinhas) ela é
encontrada no lumen do canal alimentar (Figura 1-6: f,g) (HOPKINS, 1995;
PARRA et al., 2005).
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Figura 1-6:lmagens de X. fastidiosa observada em Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV):a,b —agregado de bactérias;c,d, e -agregados de bactérias
colonizando o xilema;f, g — cavidade bucal da cigarrinha infectada com a bactéria
(DALKE, 2002; NEWMAN et al, 2004; PESQUISA FAPESP, 2010;
FUNDECITRUS, 2016).

A X. fastidiosa possui uma ampla faixa de hospedeiros, englobanco
espécies de cerca de 63 familias distribuidas em 193 géneros e 309 espécies,
sendo plantas mono e dicotiledéneas(BAKER et al., 2015). Devido a essa vasta e
diversificada gama de hospedeiros, somada ao grande nimero de insetos vetores,
torna-se praticamente impossivel a erradicacdo da X. fastidiosa no cenario

agrondémico.

Excetuando a Africa e a Oceania, as doengas causadas por essa
bactéria ja foram registradas em todos 0s outros continentes, mas apresenta uma
ocorréncia maior no continente americano, como pode ser observado na Figura

1-7.A velocidade com que essa doenca se dissemina através dos seus vetores
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naturais (cigarrinhas) e a vasta variedade de plantas hospedeiras, levou os paises
produtores de citros e videira, como a Africa do Sul e a Austrélia, a tomarem
medidas de controles extremo, classificando esse fitopatbgeno como praga
guarentenaria Al. (BERISHA, 1998; LEU, 1993; RATHE, 2012; REDAK et al.,
2004).

Figura 1-7:Mapa de distribuicdo de casos de X. fastidiosa causando algum tipo de
doenca(BAKER et al., 2015).

1.3.4 Histérico da Xylella fastidiosa

O primeiro relato da X. fastidiosa registrado foi feito pelo
fitopatologista Newton B. Pierce, onde ele em seu boletim técnico descreve uma
doenca atacando videiras, causando manchas cloroticas nas folhas e prejudicando
0 desenvolvimento das bagas no sul da California nos EUA. Nesse seu trabalho ele
documenta que os primeiros poucos casos dela atacando videiras datam de 1884,
passando a chamar atencdo apenas em 1886, onde a partir desse ano até 1887
causou a morte de milhares de acres de videiras (PIERCE, 1892; WELLS et al.,
1987; PEARSON; GOHEEN, 1988).
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Os danos causados na cultura de videira por esse fitopatbgeno de
identidade desconhecida e a velocidade com que se disseminava foi tdo grande
gue suas plantacdes foram substituidas por culturas de citros e abacates. Teorias
foram levantadas para a identidade do agente causal, onde foi proposto em 1888
gue a causa da doenca seria por fungo, sendo descartada tal teoria logo em
seguida (GARDNER; HEWITT, 1974). Hewitt em 1954 prop6s que a causa da
doenca seria devido a virus habitantes no xilema da planta. Estes sendo
transferidos através de enxertia de plantas doentes para plantas saudaveis
(HEWITT et al., 1949; HEWITT, 1958). Contudo em 1971 essa teoria comegou a
ser refutada com o trabalho deHopkins e Mortensen (1971), ao conseguirem
reducdo dos sintomas da doenca ao aplicarem tetraciclinas (antibidtico) na regiao
radicular das videiras, sugerindo assim que se tratava de uma bactéria. Dois anos
depois a X. fastidiosa foi observada nos xilemas de videiras por meio de
microscopia eletronica (GOHEEN; NYLAND; LOWE, 1973) e somente em 1978 que
a teoria da causa da doenca nessas plantas foi totalmente derrubada.Nesse
periodoDAVIS, PURCELL e THOMSON(1978)(DAVIS; PURCELL; THOMSON,
1978), conseguiram o cultivo axénico da bactéria e conseguiram cumprir todas as
etapas do Postulado de Koch, identificando o agente causal da doenca como uma
bactéria Gram-negativa.Em 1987 foi criado o género Xyllela com uma Unica
espécie representante a X. fastidiosa, entretanto quase cem anos antes Pierce ja
havia sugerido que a causa da doenca que atacavam as videiras era devido a
bactéria, mas na época ele nao havia conseguido isola-la, ndo podendo provar sua
teoria. Em estudos recentes as linhagens da X. fastidiosa foram separadas nas
seguintes subespécies: X. fastidiosasubsp. piercei, para as linhagens de videira,
alfafa, amendoeira e bordo; X. fastidiosasubsp. multiplex, para as linhagens de
pessegueiro, olmo, ameixeira, sicomoro e amendoeira;X. fastidiosasubsp. pauca,
para linhagens de citros, e provavelmente café; X. fastidiosasubsp. sandyi, para
linhagens de espirradeira, jacaranda, magndlia e daylily; e X. fastidiosasubsp.
tashke, para linhagens de chitalpa (SCHAAD et al., 2004; SCHUENZEL et al.,
2005; HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2007; RANDALL et al., 2009; JANSE;
OBRADOVIC, 2010).

Na América do Sul aX. fastidiosa teve seus primeiros relatos em 1975

na Argentina e em 1978 no Brasil (Rio Grande do Sul), em ambos os paises a
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bactéria estava causando a escaldadura das folhas de ameixeira (Prunus salicina)
(KITAJIMA; BAKARCIC; FERNANDES-VALIEGA, 1975; FRENCH; KITAJIMA,
1978). Como foi abordado no topico anterior, seu primeiro relato atacando citros
causando a CVC no Brasil foi em 1987 e somente em 1993 os postulados de Koch
para essa moléstia foram cumpridos (LEE et al., 1993). Atualmente a subespécie
pauca causadora da CVC, excetuando a ltalia, limita-se ao continente americano
(Figura 1-8),ocasionando grande prejuizo no setor agroindustrial do Brasil e EUA,

e a grandes produtores de citros do mundo.
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Figura 1-8:Mapa de distribuicdo da X. fastidiosa subsp. pauca responsavel pela
CVC(BAKER et al., 2015).

1.3.5 Interacéo Patbégeno - Hospedeiro:PossiveisMecanismos de

Patogenicidade e Resisténcia

Como pode ser notado pelo que foi descrito anteriormente, a X.
fastidiosa possui uma grande relevancia tanto no ambito econdmico como
cientifico, o que levou a ser o primeiro fitopatdgeno a ter seu genoma totalmente
sequenciado, possibilitando sugerir provaveis mecanismos de patogenicidade
através da andlise do genes (SIMPSON et al., 2000). Apesar desse avanco
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cientifico, ainda ndo esta bem claro como a Xyllela se estabelece no hospedeiro e
guais mecanismos de patogenicidade sdo empregados. Varias teorias foram
levantadas a esse respeito, onde os principais séo: disfuncdo do sistema condutor
de agua pela obstrucdo dos vasos xileméticos causado por tilose, agregado de
bactérias, formacéao de biofilme pelas bactérias ou a acdo conjunta do agregado de
bactérias e seu biofilme (Figura 1-9); fitotoxinas, que seria responsavel pelos
sintomas de queimaduras; alteragcbes na concentracdo dos reguladores de
crescimentos (fitohormoénios); e competicdo por nutrientes entre o hospedeiro e 0
fitopatogeno(MIRCETICH et al., 1976; FRENCH; KITAJIMA, 1978; LEE et al., 1982;
HOPKINS, 1989; LEITE et al., 2002; SILVA-STENICO et al., 2009). Apesar de ndo
haver um consenso sobre o mecanismo de fitopatogenicidade, a hipotese mais
levantada e pesquisada no meio cientifico € o do blogueio dos vasos xileméticos do
hospedeiro, impossibilitando o transporte de agua do solo para as partes aéreas.
Tal hipbtese € sustentada devido aos sintomas apresentados pelo hospedeiro
infectado serem caracteristico aos sintomas de deficiéncia hidrica, em adicdo da
reducdo da taxa de fotossintese e de transpiracdo, diminuicdo da condutancia
estomatica e do potencial de agua na folha, somado ao fato que em plantas
infectadas por CVC quando irrigada ndo houve reducdo da doenca ou atenuacao
dos seus efeitos(MACHADO et al., 1994; MEDINA, 2002; HABERMANN et al.,
2003; HAMMER; BASSLER, 2003).

Figura 1-9: Agregados de bactérias obstruindo vasos xilematicos: a, b — corte
transversal do xilema; c- corte longitudinal do xilema; d, e — agregado bacteriado
com formacao de biofiime (NEWMAN et al., 2004; ALVES et al., 2009; KITAJIMA,
2010).

O estudo gendmico da bactéria revelou genes ligados a biogénese de

fimbrias e a biossintese de exopolissacarideos — EPS que s&o responséaveis pela
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formacdo de agregado bacteriano e por sua adesdo na superficie dos vasos
xileméaticos, um fator importante para a colonizacdo (HOPKINS, 1989; SIMPSON et
al., 2000; SOUZA et al., 2006). Além de contribuir no processo de adeséao, a
biossintese de EPS, denominada “goma fastidiana”, parece contribuir também no
processo de fitopatogenicidade da X. fastidiosa, resultando na formacéo do
biofilme bacteriano (DA SILVA et al.,, 2001). O biofilme é uma matriz que inclui
acidos nucleicos, proteinas, substancias humicas e o proprio EPS. Sabe-se que a
formacédo de biofilme traz uma grande vantagem sob o hospedeiro, pois a sua
formacdo promove protecdo das células bacterianas contra fatores de defesa do
hospedeiro, como toxinas e antibidticos; desidratacdo; aumento da capacidade das
células bacterianas em conseguir nutrientes; adesao; e uma expressao coordenada
eficiente dos genes de patogenicidade através do quorum sensing, conferindo
umaboa adaptabilidade em diferentes ambientes (partes aéreas e raizes) do
hospedeiro (HAMMER; BASSLER, 2003; STOODLEY; COSTERTON; STOODLEY,
2004; BRANDA et al., 2005).

Vale a pena salientar que apesar da alta correlagéo entre os sintomas
causados pelo estresse hidrico concorde com a teoria da oclusdo dos vasos
xileméticos pelo biofilme da X. fastidiosa, ndo se deve descartar 0s outros
mecanismos de patogenicidade, ja que de acordo com o que foi abordado
anteriormente, percebe-se que o agregado bacteriano no biofilme tem uma acéo
efetiva na captura de nutrientes no xilema do hospedeiro que € um ambiente pobre
neste o0 que causaria um desbalanco nutricional. Variacdo esta observada
porMACHADO, (1994), que constataram que em citros infectados houve um
aumento na concentracdo de &cido abscisico (ABA), frutose, glucose, Ca** e Mg**
e reducdo na concentracdo de zZn** e K'. A deficiéncia de zinco nas plantas
infestadas pela bactéria pode sugerir uma diminuicdo na producdo de acido
indolacético (AlA), pois a producdo desses fitohombnio é mediada pelo
zinco.Teoria essa corroborada pelos sintomas presentados por plantas deficientes
de zinco serem iguais aos da planta afetada por CVC, somado aos resultados
obtidos ao se administrar AIA em videiras moderadamente resistentes a infecgéo
da X. fastidiosa, houve uma inibicdo no desenvolvimento dos sintomas (HOPKINS,
1985; QUEIROZ-VOLTAN; PARADELA FILHO, 1999), o que apoia a hipotese da
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causa de um desbalanco nutricional e nos reguladores de crescimento pela acéo

da X. fastidiosa.

N&o sdoincomuns os sintomas apresentados pelas plantas estarem
relacionados as suas proprias reacfes de resisténcia. Estudos de X. fastidiosa
infectando videiras revelaram reacdes de resisténcia como deposicdo de goma,
pectina eformacdo de tiloses por esse hospedeiro, como também foram
observados a formacéo de cristais de oxalato de calcio (Figura 1-10:a) nos vasos
xilematicos colonizados(MOLLENHAUER; HOPKINS, 1976; TYSON et al., 1985;
FRY; MILHOLLAND, 1990). No caso da CVC também foram observados,por
técnicas de Microscopia de Luz e Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), a
formacédo de cristaisproximos das colonias de bactérias no limen dos vasos do
xilema das plantas, sendo possivelmente do flavonoide hesperidina (Figura 1-10:b-
e)(QUEIROZ-VOLTAN; PARADELA FILHO, 1999; ALVES et al., 2009).

' t"A“h-

Figura 1-10: Imagens obtidas por MEV de cristais formados em vasos xileméticos
proximos as colénias de por X. fastidiosa: a — cristais de oxalato de calcio em
videira; b — e — cristais de hesperidina em citros.*= Cristais de oxalato; C = Cristais
de hesperidina; — = Colonias de X. fastidiosa(FRY; MILHOLLAND, 1990; ALVES
et al., 2009).

Contudo Alves(2003), sugere que esses cristais de hesperidina néo
estdo associados a oclusdo dos vasos xilematicos, causando os sintomas de
deficiéncia hidrica, mas € um mecanismo de defesa da planta contra a bactéria e
gue sua formacgdo se deve a precipitacdo durante o preparo das amostras para
analises de MEV, ja que uma das etapas do preparo consiste em desidratar o
material vegetal em acetona.Soares (2014), através de Espectrometria de MALDI

Imagem constatou também a presenca de hesperidina nas folhas de C. sinensis
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infectadas e 0 aumento de sua concentragdo em relacao as plantas sadias (Figura

1-11), corroborando o fato da atuacao dessa substancia como fitoalexina.

Figura 1-11: MALDI Imagem reconstruido com os ions m/z 633 [M+Na]" referente
a hesperidina: a — corte transversal do peciolo infectado; b - corte transversal do
peciolo sadio; ¢ - corte transversal da folha infectada; d - corte transversal da folha
sadia. Detalhes em vermelho e em amarelo indicam a presengca da
hesperidina(SOARES et al., 2014).

1.4  Caracteristica quimica do enxerto de Citrus sinensis sobre C. l[imon

Como ja foi relatado anteriormente, sabe-se que no Brasil ha uma
preferéncia na utilizacdo da espécie C. limonia como porta-enxerto na producédo de
laranja doce (C. sinensis), e queC. limonia apresenta uma tolerancia a presenca da
bactéria X. fastidiosa. Visando comparar a o perfil quimico do metabolismo
secundario dessas espécies de citros o grupo de Produtos Naturais da UFSCar
vem realizando estudos fitoquimicos na tentativa de entender o papel dos
metabdlitos secundéarios no processo de enxertia, como também na tolerancia e

susceptibilidade deC. limonia e C. sinensis, respectivamente.

Em 2008, Ribeiroe colaboradores realizaram um estudo fitoquimico
classico das raizes de C. limonia e das partes vegetais deC. sinensis (folhas e

caules superiores) enxertado sobre C. limonia (caules inferiores e raizes), isolando
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e identificando 27 metabdlitos secundarios pertencentes as classes de flavonoides,

terpenoides, cumarinas e alcaloides.

No estudo das partes superiores os autores isolaram das folhas do
enxerto (C. sinensis): flavonoides - tetra-O-metilescutelareina, tangeretina,
sinesetina, nobiletina, 3,3,4’,5,6,7,8-heptametoxiflavonol,  5-hidréxi-3',4’,6,7-
tetrametoxiflavona, 5-demetoxinobiletina, 5-hidroxi-3’,4’,7,8-tetrametoxiflavona e
hesperidina (Figura 1-12) ; cumarina — xantiletina (Figura 1-13); terpenoides —
sitosterois, estigmasterol e campesterol. Nos caules superiores do enxerto (C.
sinensis) foram isolados dois flavonoides (hesperidina e nobiletina -Figura 1-12),
uma cumarina (xantoxiletina — Figura 1-13) e dois terpenoides (friedelina e 3-O-3-

D-glucopiranosilsitosterol — Figura 1-14).
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o
OH

OH O

R=ramnosil (1-=6)glicose (hesperidina)

OMe H OMe OMe OMe H H  (tetra-O-metilescutelareina)
OMe H OMe OMe OMe OMe H (tangeretina)
OMe OMe OMe OMe OMe H H (sinensetina)
OMe OMe OMe OMe OMe OMe H  (nobiletina)

OMe OMe OMe OMe OMe OMe OMe (3,3°,4°,56,7,8-heptametoxiflavonol)
OMe OMe OH OMe OMe H H  (5-hidroxi-3" 4", 6,7-tetrametoxiflavona)
OMe OMe H OMe OMe OMe H  (5-demetoxinobiletina)

OMe OMe OH OMe H OMe H  (5-hidroxi-3",4",7,8-tetrametoxiflavona)

00~ O N £ LRy =

eritrisenegalona

limenianina lupinifolina

Figura 1-12:Flavonoides isolados no estudo de RIBEIRO e colaboradores (2008).

Nas partes inferiores foram isolados do caule inferior do porta-enxerto
(C. limonia): cumarinas — xantiletina, seselina, suberosina, crenulatina e tamarina

(Figura 1-13); flavonoides — limonianina, lupinifolina e eritrisenegalona (Figura
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1-12); alcaloide — 5-hidréxinoracornicina (Figura 1-14). Das raizes do porta-enxerto
(C. limonia) foram isolados: cumarinas — xantoxiletina, suberosina, crenulatina,
buntasina, (E)-suberenol, (Z)-suberenol, clausarina e nordentatina (Figura 1-13);
terpenoides — limonina e acetato de limonina (Figura 1-14); alcaloide - 5-
hidroxinoracornicina - (Figura 1-14); flavonoide — lupinifolina (Figura 1-12).
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Figura 1-13:Cumarinas isoladas no estudo de RIBEIRO e colaboradores (2008).

Na busca de obter um melhor conhecimento sobre o metabolismo
secundério da raiz deC. limonia sem a influéncia do processo de enxertia, 0s
autores fizeram também um estudo fitoquimico apenas com as raizes dos pés
francos (planta desenvolvida a partir de sementes),levando ao isolamento de:
flavonoides — limonianina e eritrisenagolona (Figura 1-12); terpenoides — sitisterol,

estigmasterol e campesterol; cumarinas — xantiletina, seselina, xantoxiletina,
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clausarina, escopoletina, trans-kelactona, trans-decursidinol, junosmarina,

isoescopoletina, 7-demetilsuberosina e xantoarnol (Figura 1-13).

5-hidroxi-noracornicina R=0

(acetato de limonina) friedelina
R=0Ac (acetato de limonina)

Figura 1-14:Alcaloide e terpenoides isoladas no estudo de RIBEIRO e
colaboradores (2008).

Nesse trabalho os autores ressaltam a presenca quase que exclusiva
de flavonoides nas folhas da planta enxertada e a pouca diversidade destes
encontrados nas outras partes do enxerto. Outro fato observado € que esse
fenbmeno acontece também com as raizes, s6 que para a classe das cumarinas,
onde eles encontraram uma grande diversidade delas além de uma variagdo
notavel na quantidade destas isoladas. Nas raizes foram isoladas quantidade na
ordem de grama, enquanto nas outras partes foram obtidas apenas na ordem de
miligramas, sugerindo que as cumarinas sejam produzidas nas raizes e
translocadas posteriormente para outras partes da planta e também que elas
possam estar relacionadas com carater tolerante deC.limoniana presenca da X.
fastidiosa.Ainda neste trabalho os autores avaliaram a atividade biologica de varios
produtos naturais frente a bactériaX. fastidiosa, onde eles notaram que o flavonoide
hesperidina apresentou melhor inibicdo de 3.3 x10°*uM. Esse resultado sugere que
esse flavonoide possa estar envolvido no mecanismo de defesa deC.
sinensisquando infectado pela bactéria.

Soaresem 2011(SOARES, 2011),baseado nas presmissas do trabalho
de Ribeiro,em sua pesquisa de doutorado avalioua variacdo do perfil quimico em
enxertos de C. sinensis sobre C. limonia apdés a inoculagdo da bactéria Xylella
fastidiosa,onde foi observado um aumento na producao das cumarinas xantiletina e
seselina (Figura 1-13) nas raizes e dos flavonoides hesperidina e rutina (Figura

1-15) na parte superior do enxerto.Ele desenvolveu métodos analiticos CLAE-UV e
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CLAE-EM para quantificar tanto os flavonoides como as cumarinas. Comparando
os dados obtidos referentes aos enxertos sadios e com CVC verificou-se que a
concentracdo da seselina diminui (ndo significativamente) cerca 1,06 vezes nas
raizes do enxerto com sintoma e de 1,44 vezes naquelas assintoméaticas (onde a
bactéria foi inoculada, mas ndo apresentaram sintomas) quando comparado ao
controle (enxerto sem inoculacdo da bactéria). A concentracdo da xantiletina ao
contrario aumentou nestas mesmas matrizes numa relacdo de 1,44 e 0,76,
respectivamente. Estes resultados sugerem que estes enxertos na presenca da
bactéria inibem a biossintese da cumarina angular seselina, desviando a prenilacao
da umbeliferona para o carbono C-6, para posteriormente levar a xantiletina em um
percentual maior. Estes estudos de quantificagdo mostraram que a concentracao
da rutina no geral ndo se altera quando as folhas deste enxerto possuem a bactéria
em seu interior. Ao contrario a concentracdo da hesperidina nas folhas com
sintomas de CVC aumenta em 1,69 vezes aquela do enxerto padrdo, e em 1,22
vezes naquelas onde a bactéria foi inoculada, mas ndo apresentaram o sintoma.
Concluindo, a variagdo na concentracédo da xantiletina e hesperidina no enxerto na
presenca da bactéria pode ser interpretada como uma reacdo ao patdgeno, e estes

metabolitos sendo fitoantecipinas.

OH O

hesperidina rutina

Figura 1-15:F6rmula estrutural dos flavonoides hesperidina e rutina.

Técnicas metabondmicas é uma boa proposta para complementar os
trabalhos de Ribeiro, sobre o processo de resisténcia de C. limonia em relacdo a C.
sinensis a CVC, e de Soares, sobre os estimulosfisiopatologicos causados pela

X.fastidiosa.

1.5 Metabolomica/Metabontmica

22



Por volta do fim dos anos 90 para inicio dos anos 2000 os
termosMetaboloma, Metabol6émica e Metabonémica comecaram a ser inseridas no
campo cientifico.Foi o inicio da era era das chamadas tecnologias “OMICAS”, de
gendmica, transcriptbmica, protedbmica, dentre outras que comegaram a surgir e
estdo por surgir (NICHOLSON; LINDON; HOLMES, 1999; FIEHN et al., 2000;
FIEHN, 2002; BINO et al., 2004).De certa forma ja se subentende que tais termos
estdo relacionados ao conceitoMetabdlito e aos seus campos cientificos e
tecnolégicos.A Tabela 1-lapresenta as definicdes proposta na literatura para os

diferentes termos, apesar de na pratica serem usados indistintamente.

Tabela 1-1: Definicbes de termos relacionados a metabonémica conforme a
literatura.

Termo Definicéo
Moléculas de baixa massa molecular que participam em reacdes
Metabolito metabdlicas e sdo necessarias para preservagao, crescimento e

funcionamento normal da célula(SCHRIPSEMA, 2010).

Processo dindmico de um conjunto de reacbes quimicas,
organizadas em vias metabdlicas, que sao sequéncias de
reacdes enzimaticas, influenciadopor fatores endbégenos e
exogenos, e pode ser encontrado em equilibrio dindmico
(homeostase), desequilibrado, ou em um novo equilibrio com
algum fator estressante (alostase)(GOMES, 2013).

Conjunto de todos os metabdlitos e substancias de baixa massa
Metaboloma molecular (abaixo de 1500 Da) que podem ser encontrados em
uma célula, 6rgao ou organismo(WISHART, 2008).

A tecnologia voltada para o fornecimento de uma visdo geral
compreensiva qualitativa e quantitativa dos metabdlitos presentes
em um organismo sob um dado conjunto de condicBes(HALL,

Metabolismo

Metabolbémica

2006).
Medida da resposta metabdlica dindmica multiparamétricade
Metabondmica sistemas vivos a estimulos fisiopatolégicos ou modificacao

genética(NICHOLSON; LINDON; HOLMES, 1999).

Em termos praticos o termo Metabonbmica é uma subarea da
Metabolémica e ambas tém como objeto de estudo o metaboloma, sendo que elas
se diferem mais em termos praticos e aplicabilidade que em definicdo. Desta forma,
Metabolémica seria a ciéncia que estuda os perfis metabolicos produzidos por uma
célula, tecido, érgao ou organismo, como produto final dos processos celulares em
condi¢cdes homeostéticas, enquanto a Metabondmica seria 0 estudo dos processos

celulares em condi¢bes adversas - um novo equilibrio com algum fator estressante
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(alostase) como: modificacdes genéticas, resposta a acdo de um xenobibtico ou

infeccdo de um hospedeiro e estresse nutricional ou ambiental.

“0 que o faz acontecer”

" ode acont =
0 que pi ecer “0 que parece estar acontecendo”

- .,1]
,\{«\f ) 7,
\\ ~11]

GENOMA TRANSCRIPTOMA PROTEOMA

GENE RNAM PROTEINA

Hatiio (

METABOLOMA

METABOLITO

Figura 1-16:Cascata “OMICA” e seus pontos de regulagdo(MARIA-RESENDE;
CAMERON, 2010).

Apesar do grande desenvolvimento da Genbmica, Transcriptbmica e
da Protebmica, elas ainda ndo sdo capazes de revelar tudo o que realmente
acontece no interior da célula devido aos seus diferentes pontos de regulagao
(Figura 1-16), dado que o genomanos diz qual informacdo est4 contida em um
gene podendo ou ndo ser processada num produto génico;o transcriptoma
representa 0 mecanismo de entrega do codigo génico para a sintese de proteinas
nas células, em que aumentos nos niveis de RNA mensageiros (RNAmM) nem
sempre se correlacionam com aumentos nos niveis de proteinas;o proteoma por
sua vez, nos informa a proteina traduzida, contudoesta pode estar ou nao
enzimaticamente ativa, ndo representando uma resposta final do sistema biolégico
a mudancas genéticas, ambientais, fisiopatolégicas ou nutricionais (SUMNER, L.
W.; MENDES, P.; DIXON, 2003; MA et al., 2012). A metabonoma por outro lado é
ponto final do que foi proposto pela genomica, contudo ela ndo € meramente o
produto final da expresséo do gene, ja que ela € um reflexo das consequéncias das
interacbes do genoma,transcriptoma e proteoma do sistema com o seu meio
ambiente e suas demais perturbacbes (ROCHFORT, 2005).
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Desta forma, estudos metabonémicos tém ganhado espaco entre as
outras ciéncias “OMICAS”nos Ultimos anos devido a seu rapido desenvolvimento
(somado ao desenvolvimento de técnicas analiticas mais sensiveis e sofisticadas e
de ferramentas estatisticas e quimiométricas) e grande potencial em compreender
sistemas biol6gicos complexos do ponto de vista de moléculas pequenas, onde
guaisquer processos celulares em condicbes adversas levam a pequenas
mudancas potencialmente mapeaveis, podendo revelar uma nova sequela
bioquimica, uma nova visdo mecanistica, ou identificacdo de um potencial
biomarcador de causa e/ou efeito do qual vale esforcos de um processo de
validacdo (ROBERTSON, 2005; LABORDE et al, 2012; VEENSTRA, 2012;
GOMES, 2013).

1.5.1 Biomarcadores

Biomarcadores sdo moléculas cujas variacées de concentracdes em
um sistema bioldgico servem como provas ou bases de medi¢cdo de condi¢des
adversas a homeostase.A maioria das analises bioguimicas hoje em dia se baseia
na ideia dos biomarcadores, pois as alteracdes metabdlicas sdo observadas em
condigcdes experimentais e verdadeiramente correlacionadas as situagdes de que
foram derivadas(SCHUDOMA et al., 2009; GOMES, 2013).

De acordo com o FDA (Food and Drug Administration), biomarcador
seria “uma caracteristica que é medida de forma objetiva com o propdsito de servir
como indicadora de: um processo biolégico normal do organismo, um processo
patologico associado a uma doenca, ou um padrdo de resposta a uma dada
intervencao terapéutica"(FDA, 2005).

A identificacdo de biomarcadores ganhou muita atencédo na fisiologia
vegetal, sendo aplicado no melhoramento de plantas para observar diferencas
imprevistas em cultivares selvagens e geneticamente modificadas; determinacéo
de susceptibilidade ou resisténcia entre plantas a uma determinada praga pela
identificacdo de metabolitos diferentes entre elas; diagndstico e indicadores de
progressao de doencas;efeito de pesticidas no organismo; e efeito da acdo de um
hospedeiro no processo de infeccdo ou mecanismo de defesa acionado pela planta
contra essa infeccdo (CEVALLOS-CEVALLOS et al.,, 2009; WOLFENDER et al.,
2013).
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1.5.2 Anélises Metabon6tmicas

Anadlises metabolémicas tém sido classificadas como “direcionadas”
(“Targeted”) ou “ndo direcionadas” (“Untargeted”) (Figura 1-17). Andlises
“direcionadas” destinam-se a um grupo especifico de metabdlitos de interesse com
0 propdsito, na maioria dos casos, de identificar e quantificar o maior nimero de
metabolitos dentro dessa classe (RAMAUTAR; DEMIRCI; JONG, 2006; DUDLEY et
al., 2010). Analises “direcionadas” sao importantes para avaliar o comportamento
de um grupo especifico de compostos na amostra nas condicdes determinadas.
Metabondémica “direcionada” normalmente exigemaior nivel de purificacdo e
também uma metodologia de extracdo de metabdlitos mais seletiva. Em contraste,
a metabondémica “ndo direcionada” destina-se a deteccdo de tantas classes de
metabdlitosquanto possiveis, para obter padrées ou “fingerprint’, sem
necessariamente identificar ou quantificar tais compostos(DE VOS et al., 2007;
MONTON; SOGA, 2007). Analise “nao direcionada” tem sido utilizadas para a
identificacao de possiveis “fingerprint” de fendmenos bioldgicos, tais como doengas
de plantas(CEVALLOS-CEVALLOS; ROUSEFF; REYES-DE-CORCUERA, 2009).

[ Metabondmica ]

Extracdo e

Preparo de amostra

[ Direcionada ] [Néo Direcionada]

Tratamento de dados

[ Discriminativa ] [ Preditiva ] [ Informativa ]

Figura 1-17:Classificagdo geral da Metabondmica(CEVALLOS-CEVALLOS et al.,
2009).

Baseando-se no objetivo especifico da analise e no tratamento de
dados, a maioria dos estudos metabonémicos também podem ser classificados
como discriminativo, informativo ou preditivo.

Andlises Discriminativasséo destinadas a encontrar diferencas entre

populacfes de amostras sem necessariamente criar modelos estatisticos ou avaliar
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possiveis rotas que possam elucidar taisdiferencas. Essas andlises sdo geralmente
obtidas através da utilizacdo de Analise Multivariada de Dados, técnica destinadas
a maximizar a classificacdo, sendo a Andlise dos Componentes Principais (PCA) a
ferramenta mais utilizada (KEMSLEY et al., 2007). Emcontraste, as andlises
metabondmicas Informativasconcentraram-se na identificacdo e quantificacdo de
metabolitos “direcionados” ou “ndao direcionados” para obter informacdes
intrinsecas da amostra. Possiveis rotas metabdlicas, descoberta de novos
compostos bioativos, descoberta de biomarcadores, e criagdo de bancos de dados
especializados também podem ser obtidos fazendo-se uso de analises
metabondmicas informativas(WISHART, 2008). Por fim, existe também o tipo de
analise metabon6mica Preditiva.Neste caso, modelos estatisticos baseados no
perfil metabdlito e na sua abundéancia séo criados para prever uma variavel que é
dificil de quantificar por outros meios. Estes modelos sdo geralmente produzidos
pela ferramenta quimiométrica PLS (Partial Least Square)(IKEDA et al., 2007).

Os experimentos de metabonémica fornecem resultados Unicos para
melhorar a compreensao das informacdes biolégicas relacionadas ao metaboloma
e mais comumente a genémica funcional. O tamanho do metaboloma varia muito,
pois depende do organismo estudado.Saccharomyces cerevisiae, por exemplo,
contém aproximadamente 600 metabdlitos, identificados até o momento, enquanto
as plantas tém, aproximadamente, 200.000 metabdlitos priméarios e secundarios
(DUNN; ELLIS, 2005).

Somado a iSSo, 0 metaboloma consiste numa
diversidadeextremamentegrande de compostos quimicos com uma ampla
variedade de propriedades fisicas e quimicas (devido ao seu diverso arranjo
atdbmico),quando comparados com transcriptoma e o genoma (biopolimeros
compostos de 4 diferentes nucleotideos) e o proteoma (biopolimeros compostos de
22 diferentes aminoacidos). Essa complexidade torna impossivel determinar
simultaneamente o0 metaboloma completo em apenas uma analise devido a
inabilidade de incluir todos os metabdlitos que variam de espécies polares como
compostos organicos iénicos e carboidratos a apolares como lipidios e terpenoides
(DUNN; ELLIS, 2005; VILLAS-BOAS et al., 2005).

Desta forma, as analises metabondémicas exigem uma sequéncia de
etapas, incluindo o preparo de amostras, extracdo de metabdlitos, separacdo e

detecgdo destes, e tratamento de dados. No entanto, nem todas as etapas s&o
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sempre necessarias. Somente a deteccdo e a andlise de dados sdo realmente
passos essenciais em todos os estudos metabondmicos relatados. A escolhadas
etapas depende do tipo de estudo (“direcionado” ou “ndo direcinado”), o tipo de
amostra, a instrumentagdo a ser usada na separacdao — Cromatografia Gasosa,
Cromatografia Liquida ou Eletroforese Capilar - e método de deteccdo —
Infravermelho, Espectrometria de Massas ou Ressonancia Magnética Nuclear, por
exemplo — sendo as duas ultimas mais empregadas nos estudos(VILLAS-BOAS et
al.,, 2005; CEVALLOS-CEVALLOS et al., 2009). A analise dos dados de

metabondmica geralmente é realizada por ferramentasquimiométricas.

1.6 Analises quimiométricas

Os avancos nas técnicas de separacédo (CG, CL e EC) e de deteccao
(EM e RMN)possibilitaram a analise de um numero enorme de metabdlitos,
permitindo assim uma melhor compreensdo da metabonémicado organismo.
Entretanto,tais avancos vém aumentando, consequentemente,cada vez mais a
complexidade das tabelas de dados geradosque séo dificeis de resumir e visualizar
sem ferramentas apropriadas. Sendo assim, a aplicacdo de métodos matematicos
e estatisticos a um conjunto de dados de naturezamultivariada permite
umasimplificacdo do mesmo em um espaco dimensional de facil interpretacéo e
visualizacdo(DE SENA et al., 2000; TAULER; BARCELLO; THURMAN, 2000).

Portanto, as  técnicas guimiométricas  tém contribuido
fundamentalmente para os estudos metabondmicos, na medida em que incluem
métodos robustos e eficientes para modelagem e andlise de complexas tabelas de
dados geradas a partir de dados quimicos ou biolégicos, resultando em modelos
interpretaveis e confidveis(TRYGG; LUNDSTEDT, 2007).Desta maneira, 0s
métodos quimiométricos podem ser aplicados em dados multivariados com o0s
propésitos qualitativos (anélise exploratéria e reconhecimento de padrdes) e
guantitativos (calibrag&o).

De acordo com Kowalski (1991), a Quimiometria pode ser definida
como “.. uma disciplina quimica que emprega métodos matematicos e estatisticos
para planejar ou selecionar experimentos de forma otimizada e para fornecer o

maximo de informacgao quimica com a analise dos dados obtidos”.
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A aplicabilidade dessas analises multivariadas a estudos
metabolémicos é indiscutivel, dada a quantidade e variedade de trabalhos da area
gue fazem uso dessa abordagem e inidmeros sdo os trabalhos utilizando a
guimiometria aliada a RMN ou a Cromatografia Liquida.

Ao se analisar quimiometricamente um conjunto de dados, organiza-
se os dados experimentais obtidos em uma matriz, chamada de matriz de dados,
onde os experimentos ou amostras correspondem as linhas e os parametros dos
experimentos (varidveis) correspondem as colunas. A matriz dos dados originais é
constituida por n amostras e m varidveis. No caso da RMN as varidveis sdo 0s
deslocamentos quimicos e no caso daCromatografia Liquida os tempos de
retencdo de um pico ou banda cromatografica(SOARES, 2011).

Em seguida, na matriz de dados, aplicam-se métodos quimiométricos
de andlise para reconhecimento de padrbes e classificacdo que poderdo ser feito
utilizando uma primeira abordagem com técnicas quimiométricas multivariadas
como uma analise de dados ndo supervisionada, tal como PCA (Principal
Component Analysis), HCA(Hierarchical Clusters Analysis)seguida de métodos
supervisionados, como PLS (Partial Least Square Discriminant Analysis) e o OPLS-
DA (Orthogonal Partial Least Square Discriminant Analysis).

O PCA e o0 HCA dos dados séao usados para se obter uma revelacao
de agrupamentos ou tendéncias de separagao, enquanto o PLS-DA e o OPLS-DA
sdo métodos de classificacdo supervisionados recomendados para casos de duas
classes ou multiplas classes (TRYGG; LUNDSTEDT, 2007).

1.7 Banco de dados metaboldémico

Integrado a todo esse processamento e refinamento dos dados
gerados, que determinam as variaveis estatisticamente
significantes(biomarcadores) em cada experimento, é de fundamental importancia
a utilizacdo de bancos de dados metabolémicos para a identificacdo putativa dos
metabdlitos e inferir a sua influéncia em variagGesfisiopatolégicas ou estressantes.
Na sequéncia, os metabdlitos previamente identificados sdo associados as suas
devidas rotas biossintética através de bancos de dados com tal finalidade como o
KEGG, por exemplo, podendo assim determinar quais enzimas foram expressas e

guais genes foram ativados.
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Esta é provavelmente uma das partes mais probleméticas, pois a
identificacdo depende muito de uma biblioteca que possa servir de comparacao
dos espectrosdos ions precursores e dos fragmentos.Até agora, a investigacado
sobre os perfis metabdlicos de plantas utilizando técnicas cromatograficas
acopladas a tecnologias EM para fins de banco de dados foi realizada por
cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (SCHAUER
et al., 2005; TECHNOLOGIES, 2005).

Banco de dados metabol6micos baseados em analises CL-EM sé&o
ainda mais complicadas porque cada metabdlito pode estar presente como um ou
adutos (por exemplo, [M + Na]® ou [M + H]") com diferentes valores de massa-
carga. Em analises por CL, diferentemente das analises CG,0 tempo de retencao
varia como uma funcdo dos parédmetros cromatograficos tais como a fase quimica
da coluna, a composicdo da fase movel, e a rampa do gradiente de
eluicdo(LONGNECKER et al., 2015).

Os bancos de dados metabolémicos tem complicacGes adicionais em
comparac&o com outros bancos de dados - OMICOS. A composicéo estrutural e
guimica de genes e proteinas sdo inerentemente mais simples do que a de
metabolitos porque o namero e diversidade de blocos de constru¢cdo sdo menos.
Por exemplo, sequéncias de genes sdo compostos de apenas quatro ou cinco
nucledtidos possiveis (A, G, C, T ou U). Assim, uma base de dados de acido
nucleico contém pouca complexidade quimica e erros estdo principalmente
associadas a interpretacdo tais como anotacdo de genes e as avaliacbes de
homologia. Em contraste, os metabdlitos ndo tém blocos de constru¢cdo comuns,
sendo formado por elementos de C, H, O, N, S, Cl e P; e as suas estruturas e
tamanhos moleculares sdo extremamente diversas e complexas (DUNN; ELLIS,
2005; VILLAS-BOAS et al., 2005; LONGNECKER et al., 2015).

Por fim, um prévio conhecimento de quimiossitematica aliado a esses
bancos de dados metabolémicos pode eliminar uma boa parte dos metabdlitos que
ndo fazem parte do grupo quimiotaxondmico da espécie estudada. Infelizmente
apesar do grande valor comercial e estudos relacionados ao género Citrus poucos
sdo os bancos de dados que sdo abrangentes ou que correlacionam os metabdlitos
ao género. Devido a isso faz-se necesséario a construcdo de banco de dados

restrito a esse género.
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1.8 Quimiossitematica

Quimiossistematica ou Quimiotaxonomia € uma abordagem da
taxonomia no qual a natureza quimica das plantas é usada no desenvolvimento de
classificagcdo ou na solugdo de problemas taxondmicos. Da uma estreita relagédo
entre constituintes quimicos de plantas e seu status taxondémico.

A quimiossistematica estabelece relacbes entre a posicao da planta e
exata compreensdo da evolucdo bioldgica e relacdo natural.Mais comumente, 0s
compostos particulares sao utiizados como marcadores taxonOmicos e
representam caracteres adicionais para a delimitacdo da taxa, especialmente
espécies. A ocorréncia comum de compostos utilizados como marcadores filéticos
em diferentes grupos taxonémicos grandes (como familias) é frequentemente
indicativo de uma estreita relacdo filogenética.Comparacdes de mudancas
estruturais em moléculas tém sido empregadas para determinar padrées de
ramificacdo e sugerir pontos de divergéncia em termos de tempo e
linhagem.(CRAWFORD; GIANNASI, 1982).

O uso de metabdlitos secundarios como caracteres de importancia
taxondmica em classificagdes botanicas tornou-se mais frequente, fato este
impulsionado pela importancia farmacoldgica destas substancias. O conhecimento
guimiossistematico ndo permite somente classificar um determinado grupo
taxonémico como também pode ser utilizado na procura de um composto bioativo
cuja classe é restrita de um grupo taxonémico. Tal informacéo pode ser empregada
na determinacao estrutural de uma substancia quimica ao prever quais possiveis
compostos podem ser biossintetizados naquele determinado grupo taxondmico,
eliminando assim classes de compostos naturais nao pertencentes aquelegrupo.

Como por exemplo, alcaloides tropanicos (Figura 1-18-a) é uma
classe de composto de grande ocorréncia em plantas da familia Solanaceae,
alcaloides inddlicos (Figura 1-18-b) de Apocynaceae,glucosinolatos (Figura 1-18-
C) sao tipicos de plantas da familia Brasicaceae, chalconas diméricas (Figura 1-18-

d) de Anarcadiaceae e isoflavonoides (Figura 1-18-e) de Fabaceae.
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Figura 1-18:a - Alcaloide tropénico;b -Alcaloide inddlico;c - Glucosinolato;d —
Chalcona dimerica;e - Isoflavonoide.

A Rutaceae (familia que abriga o género Citrus) destaca-se das
demais familias devido a sua vasta variedade de metabdlitos secundarios que néo
sdo comuns nas outras familias da ordem Sapindales. Onde o0s mais
representativos sdo os alcaloides derivados do acido antranilico, cumarinas,
flavonoides e limonoides.

A familia Rutaceae certamente é a Unica a produzir uma vasta gama
de alcaloides baseados em uma combinacgdo inicial de &cido antranilicocom uma
ou mais unidades de acetato (Esquema 1-1) e essa diversidade é ainda mais
reforcada com a isercdo de unidades de isopentenil (proveniente da rota
mevalonato) que podem ciclizar em uma serie de anéis furano, diidrofurano, pirano
e diidropirano (mais raros) (WATERMAN, 1999).
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Esquema 1-1: Classe majoritaria de alcaloides nas Rutaceae formado pela
combinacéo de acido antranilico e acetato(WATERMAN, 1999).

Limonoide € uma classe de metabdlito secundario quimicamente
relacionado a triterpenoides tetraciclicos altamente oxigenados, sendo comumente
encontrados nas familias Rutaceae e Meliaceae, sendo que dos 50 limonoides
agliconas relatados na litetatura 36 deles foram isolados do género Citrus e seus
hibridos(MANNERS; HASEGAWA, 1999; BERHOW; HASEGAWA; MANNERS,
2000). Os esqueletos dos limonoides comuns emCitrus sdo esses quatro
observados logo abaixo (Figura 1-19), onde suas formas glicosiladas geralmente

acontecem no anel lacténico D na posigéo 17:
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Obacunona Calamina

Figura 1-19: Esqueletos de limonoides comuns no género Citrus.

As cumarinas sao uma classe de metabdlito secundario amplamente
distribuido nas plantas, mas que apresenta um maior niumero de ocorréncia e
diversificacdo estrutural do esqueleto basico nas familias Apiaceae e
Rutaceae(RIBEIRO; KAPLAN, 2002). Seu valor como marcador quimiotaxonomico
nas Rutaceae se deve a grande variedade do esqueleto basico, em que nessa
familia é possivel encontrar seis tipos diferentes (Figura 1-20) — cumarina simples,
furanocumarina linear e angular, piranocumarina linear e angular e biscumarina
(sete esqueletos se considerarmos as cumarinas ligadas a alcaloides) — as demais
familias do reino vegetal (excetuando a Apiaceae, Asteraceae, Fabaceae,
Oleaceae, Moraceae e Thymelaeaceae) produzem em sua grande maioria apenas
cumarinas simples sendo rara a presenca dos outros esqueletos(GRAY;
WATERMAN, 1978; WATENNAN, 1993; RIBEIRO; KAPLAN, 2002). Outro fator
gue evidéncia essa classe como marcador quimico na familia Rutaceae é que
todas as cumarinas que ocorrem nessa familia sdo oxigenadas na posi¢do C-7 do
esqueleto, além da sua capacidade de insercdo de unidades Cs provenientes do
acido mevaldnico, gerando cumarinas simples preniladas (Figura 1-20), pirano e
furanocumarinas que sdo esporadicamente relatadas nas familias Moraceae,
Meliaceae e Fabaceae(GRAY; WATERMAN, 1978; KUBITZKI et al., 2011).
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Figura 1-20: Esqueletos basicos de cumarinas encontradas na familia Rutaceae.

O estudo quimiotaxonémico inclui a investigacdo de padrbes de
ocorréncia de metabdlitos secundarios nas plantas e em especial em varias partes
individuas desta como, por exemplo, raiz, caule, folhas, frutos e sementes. A
experiéncia que o Grupo de Produtos Naturais da UFSCar tem em relacdo aos
estudos fitoquimicos de espécies da familia Rutaceae, em especial o género Citrus
permite prever uma ocorréncia maior de cumarinas nas raizes, flavonoides nas
folhas, limonoides nas sementes e flavonoides gliconas nos frutos das espécies

desse género.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Através de estudo metabolémico encontrar e identificarmetabolitosque
possam determinar a susceptibilidade doC. sinensisea resisténciadeC. limonia a
CVC, como também identificar biomarcadores relacionados ao mecanismo de
defesa acionado pelas plantasao processo de infeccdo da X. fastidiosa,ao avaliar
mudas sadias e doentes de enxertos de C. sinensissobreC. limonia. Através

desses metabolitos tentar associa-los a rotas metabolicas e prover uma explicacao

2.2 Objetivos Especificos

o Realizar analise das partes vegetais via CLUE-ESI-QTof;

o Realizar tratamento dos dados via ferramentas quimiométrica para encontrar
possiveis biomarcadores que possam determinar a susceptibilidade de C. sinensis
e a resisténciadeC. limonia a CVC,;

o Realizar tratamento dos dados via ferramentas quimiométrica para encontrar
possiveis biomarcadores que possamser relacionados ao mecanismo de defesa
acionado pelas plantas ao processo de infeccdo da X. fastidiosa;

o Construir um banco de dados com todos os compostos relatados de Citrus,
com suas respectivas massas moleculares exatas e orgdo do qual foi isolado ou
detectado;

o Identificar os metabolitos por comparacdo da massa exata com bibliotecas
publicas, a criada pelo autor da tese e, quando possivel, por fragmentacdo em
EM e comparagdo com um composto padrao auténtico;

o Associar os metabdlitos identificados a rotas metabdlicas e prover uma

explicacéo bioldgica quando cabivel.
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3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Materiais

3.1.1 Solventes

o Agua ultrapura, obtida no Ultra purificador de Agua Master System MS2000
(Gehaka®) para andlises de CLAE e técnicasde extracdo analitica;

o Solventegrau HPLC (Merck®; J. T. Becker®)para anélises de cromatografia
liquida e técnicasde extracao analitica:

> Metanol;

> Acetonitrila;

> Isopropanol.

o Solventegrau LC-EM para andlises de cromatografia liquida acoplada a
espectrometria de massase técnicasde extracao analitica:

> Metanol;

> Acetonitrila.

3.1.2 Colunas cromatograficas

o Acquity HSS T3 (C-18) Waters®(2.1 x 100 mm, particulas de 1.8 um) para
andlises em Cromatdégrafo Liquido de Ultra Eficiéncia (CLUE);

o Coluna Gemini C18 Phenomenex® (150 x 4,60mm, particulas de 5pm)
acoplada a coluna de seguranca C18 Phenomenex® (4x3 mm) para analises em
Cromatdégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE).

3.1.3 Materiais diversos

o Tubos Falcon Perfecta®, polipropileno (PP) del5,0 e 50,0 mL;

o Microtubos Eppendorf® ,fundo redondo, polipropileno (PP) de 2,5 mL;

o Seringas de 10,0 mL;

o Filtro de Seringa Millipore® membrana politetrafluroetileno(PTFE), hidrofilica,
nao esteril,45um poro; @ = 13 mm;

o Micropipetas marca Eppendorf® de 200- 1000 L;
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° Vials ambar 2,0 mL ;
o Ponteira de 1000pL;
o Espatulas de aco;

o Pipetas Pasteur de vidro de 3mL.

3.2 Equipamentos

3.2.1 Purificador de 4gua

o Ultrapurificadore de Agua Master System MS2000 Gehaka®.

3.2.2 Centrifuga

. Centrifuga marca Eppendorf modelo 5810R com sistema de refrigeracao.
3.2.3 Moinhos

o Moinho de facas tipo Willye — Tecnal®;

. Moinho analitico basico A 11 - IKA®.

3.2.4 Balancas analiticas

. Sartorius® modelo BP210S;
o Bel Engineering® modelo Mark 210A.

3.2.5 Dispersadores / Homogeneizadores

. T 10 standard ULTRA-TURRAX - IKA®:
. Vértex PHOENIX® AP56.

3.2.6 Banho de ultrassom

. Unique®Modelo USC1400 frequénciaultrassdnica40 kHz.
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3.2.7 Cromatografo Liquido

o Agilent® Technologies modelo 1200, equipado com bomba quaternéria
G1311A, degaseificador G1322A, Amostrador automatico G1329A, e detector de
ultavioleta de comprimento de onda variavel (VWD) G1314B, forno decoluna
G1316A. Software utilizado para processamento dos dados: EZCrom Ellite;

o Waters®Acquity UPLC I-Classacoplado ao espectrdometro de massas,
equipado com bomba binéaria, degaseificador, injetor automatico,forno de coluna.

Software utilizado para processamento dos dados: MassLynx 4.1.

3.2.8 Espectrometros de Massa

o Waters®Synapt G2-Si HDMS de alta resolucdo equipado com fonte de
ionizacdoESI e APCI, analisador ion mobility e analisador hibrido Q-TOF
(Quadrople - Time of Fligth).

3.3 Softwaresde processamento e analise e interpretacdo de dados

3.3.1 Processamento e andlise de dados

o Microsoft Office Excel® 2010 utilizado para construcdo da matriz de dados;
. Statistica® 12.0 (StatSoft).
J MarkerLynx®

3.3.2 Interpretacédo de dados

. HMDB - Human Metabolome Database;

. METLIN Metabolomics Database;

o MassTRIX: Mass Translator Into pathways;

o NuBBE - Nucleo de Pesquisa sobre Bioensaio, Biossintese e Ecofisiologia
de Produtos Naturais;

. UNDP - Universal Natural Products Database

. MassLynx 4.1,
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o Banco de dados criado pelo autor da tese dos metabdlitos relatados na
literatura do género Citrus sp. (Anexo -CD);

o KEGG - Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes;

3.4 Levantamento bibliografico

3.4.1 Ferramenta de pesquisa

o Google;

o Google Scholar;

3.4.2 Repositério de artigos cientificos e livros

o SciFinder;

. PubMed Central®;
. Scopus;

J J-STAGE;

. Scielo;

o Spell;

3.5 Material vegetal

O material vegetal utilizado no desenvolvimento deste trabalho tinham
oito meses de idade e foi 0 mesmo utilizado pelo ex-aluno do grupo de Produtos
Naturais, Marcio Soares no seu trabalho de doutorado em 2006. O material vegetal
j& se encontrava previamente moido e armazenado em refrigerador a -15°C para

evitar degradacao e ataques por fungos e bactérias.

3.5.1 Preparo dos enxertos e pés francos

O porta-enxerto utilizado no desenvolvimento do trabalho foi o limao
cravo (C. limonia) e a copa foi a laranja pera (C. sinensis).As plantas utilizadas
neste trabalho foram obtidas através da técnica de enxertia via borbulha, sendo
preparadas 45 mudas de enxertopelo pesquisador Sérgio Carvalho da Estacdo
Experimental de Citricultura do Instituto Agronémico de Campinas, cuja fazenda

experimental encontra-se em Cordeiropolis, SP.
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Paralelamente, produziram-se mudas por germinacdo de sementes de
C. limonia e C. sinensis,pés-francos, quinze mudas de cada espécie. Vale ressaltar
gue todos os experimentos foram realizados com plantas da mesma idade e nas
mesmas condi¢des, evitando assim resultados equivocados de quantificacéo e de
variacdo do perfil quimico devido a fatores como sazonalidade, temperatura,

disponibilidade hidrica, etc.

3.5.2 Inoculacéo da bactéria X. fastidiosa

Apés trés meses do processo de enxertia, 30 mudas, das 45
preparadas no processo de enxertia, foram selecionadas para serem inoculadas
com a bactéria X. fastidiosada estirpe9a5c¢ (as quinze restantes foram mantidas
sadias como controle negativo). Esta estirpe foi isolada de uma planta matriz de C.
sinensis com sintomas de CVC mantida em casa de vegetacdo.O método de
inoculacdo da bactéria empregado foi o de inoculagcdo mecénica, através de um
objeto pontiagudo (agulha de seringa), por meio de pequenas perfuracdes para
permitir a absorcdo da suspensdo bacteriana de pelos vasos xilematicos. A
concentracdo bacteriana da suspensdo era de aproximadamente 4,9 x 10’
unidades formadoras de col6nia por mililitros de solucdo (UFCmI™).

O método consiste em pipetar 10ul da suspensdo e as depositar
sobre os caules superiores das mudas em pelo menos 3 pontos. Perfura-se com
agulha sobre a gota da suspenséo, ondepor meio dessas pequenas perfuracdes a
suspensao bacteriana é absorvida até os vasos xileméaticos.

Apo6s 3 meses de inoculacao da bactéria foi feito a extracdo do DNA,
andlises por PCR (Polymerase Chain Reaction)e eletroforese em gel para a
confirmacédo da infeccdo da bateria. Tais procedimentos também foram realizados
por Marcio Soares em 2006 na Estacdo Experimental de Citricultura do Instituto

Agronémico de Campinas.

3.5.3 Preparo do material vegetal

O material vegetal que ja se encontrava pré-preparado pelo ex-aluno

Marcio Soares foi feito da seguinte maneira: as plantas enxertadas (tanto as sadias

guanto as infectadas) foram separadas em raiz, caule inferior (caule referente ao

porta-enxerto), caule superior (caule referente a copa) e folhas (Figura 3-1),
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enquanto os pés francos de C. sinensis eC. limonia foram apenas separados em
folhas, caule e raiz. Estas foram lavadas, secas em estufa de circulacdo a 45°C
durante aproximadamente 3 dias, posteriormente trituradas em moinho de facas e

armazenados em refrigerador a -15°C (Fluxograma 3-1).

-

C. sinensis - folhas e
caules superior

C. limonia - raiz e
caules inferior

Figura 3-1: Esquema de separacdo das mudas enxertadas [adapatado de
(BELLETE, 2014)].
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Fluxograma 3-1: Preparo do material vegetal por Marcio Soares em 2006.

3.6 Preparo das amostras para analises

O material previamente moido foi moido novamente em moinho
analitico a fim de diminuir a granulometria e posteriormente foi peneirado em
peneiras de 250 um a fim de deixar todas as particulas homogéneas, evitando
assim erros experimentais de extracdo (Fluxograma 3-2).Para a extracdo, pesou-
se 50mg do material j& moido, transferiu-se para um tubo Falcon e adicionou-se 2
mL de uma mistura de solvente contendo MeOH:H,0 (1:1)v/v. Este foi em seguida
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submetido a dois tipos diferentes de extracdo no intuito de avaliar o mais eficiente e
rapido:

o com o auxilio de um homogeneizador/dispersor (Turax), a 20000 rpm/min,
durante 90 segundos;

o em banho de ultrassom a 25 + 5°C, numa frequéncia de 40 kHz por 30 min

e 20min.

—~——
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Fluxograma 3-2: Preparo das amostras para analises

ApoOs o0 processo de extracdo as amostras foram centrifugadas a
12000 rpm por 10 min., o sobrenadante coletado e o processo de extracédo foi
repetido mais uma vez. O sobrenadante foi por fim seco em evaporador de
solvente a vacuo (SpeedVac) e ressuspendido em MeOH:H,0 (1:1) v/v ate atingir a
concentracdo de 1mg/mL e 0,5mg/mL e filtrado em filtro de seringa (PP
MILLIPORE; 0,45um poro; @ = 13 mm)para andlisesem CLAE e CLUE,

respectivamente(Fluxograma 3-3).

e =

Ry #

Fluxograma 3-3: Metodologia de extracdo das amostras.



3.7 Avaliagcdo da metodologia de extracao via CLAE

A avaliacdo da eficiéncia do processo de extracdo foi realizada pelas
possiveis diferencas no perfil cromatografico dos extratos de folhas, caules e raizes
enxertadas com sintomas (FSi, CSSi, CISi e RSi) que foi efetuada em
triplicata.Para tal, houve a necessidade de se obter cromatogramas que fossem
representativos, apresentando boa separacdo entre os picos, em um intervalo de
analise de temporazoavel, e principalmente que fosse reprodutivel.Comparou-se
visualmente a repetibilidade de injecdo através da sobreposicdo das bandas
cromatograficas e dos tempos de retencdo. As andlises foram realizadas em CLAE
em modo reverso de eluicdo gradiente e as condi¢des de eluicdo, e comprimento
de onda UV foram as mesmas utilizadas pelo ex-aluno de doutorado Marcio Soares
(SOARES, 2011) nas suas andlises via CLAE-EFS-RMN.As condi¢bes
cromatograficas utilizadas podem ser verificada naTabela 3-1.A quantidade de
amostra injetada foi de 20ul, a vazédo foi de 1,0 mL/min e detector de UV no
comprimento de onde de 260 nm. A coluna utilizada foi a Coluna Gemini C18
Phenomenex® (150 x 4,60mm, particulas de 5um) e uma coluna de seguranca
ligada a entrada principal, sendo esta do tipo C18 (4x3 mm) também

Phenomenex®.

Tabela 3-1:Gradiente de eluigdo utilizado durante andlises de CLAE (linha A: H,O
+ 0,1% de Acido Formico; linha B: Acetonitrila + 0,1% de Acido Formico).

Tempo(min.) Linha A (%) Linha B (%)

0 95 5
22 55 40
25 50 45
37 45 55
40 40 95
50 5 95
51 95

61 95
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3.8 Andlise da variacao do perfil quimico via CLUE-ESI-QTof

O estudo metabénomico entre os pés francos de C. sinensis eC.
limonia e entre os enxertos infectados e sadios foram realizados em triplicatas para

cada parte vegetal, onde abaixo segue as partes e codigos para identificacéo:

o Pé franco C. sinensis: o Pé franco C. limonia:
» Folhas C. sinensis - FCSi; = Folhas C. limonia - FCLI;
» Caule C. sinensis - CCSi; = Caule C. limonia - CCLi;
» Raiz C. sinensis — RCSi. = Raiz C. limonia — RCLI.
o Enxerto Sadio: o Enxerto Sintoma:
» Folhas Sadia- FSa; » Folhas Sintoma-FSi;
» CauleSuperiorSadio- CSSa; = CauleSuperiorSintoma CSSi;
» CaulelnferiorSadio — CISa; = CaulelnferiorSintoma — CISi;
» RaizSadia — RSa. * RaizSintoma - RSi

As andlises foram efetuadas em um Cromatégrafo Liquido de Ultra
Eficiéncia (CLUE) acoplado a um esctrbmetro de massas equipado com um
analisador hibrido Triplo Quadrupolo — Tempo de V6o (Q-TOF).A coluna utilizada
para este estudo foi a Acquity HSS T3 (C-18) Waters® (2.1 x 100 mm, particulas de
1.8 um). A corrida cromatogréafica foi realizada em modo reverso de eluicdo
gradiente, sendo que as condi¢cdes estabelecidas como um gradiente linear 6timas
para as analises via CLUE, onde os dados da rampa de eluicdo seguem na Tabela
3-2. O fluxo utilizado foi de 0,6 mL/min, a temperatura da coluna foi mantida 40°C

durante toda a corrida, e o volume de injecao foi de 2,0 pL.

Tabela 3-2:Condi¢c6es cromatograficas utilizadas durante analises de CLUE-ESI-
QTOF (linha A: H,0 + 0,1% de Acido Férmico; linha B: Acetonitrila + 0,1% de Acido

Formico).
Tempo (min.) Linha A (%) Linha B (%)
0 95 5
12 5 95
14 5 95
14,10 95
14,50 95
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Por se tratar de um estudo metabédnomico “nao direcionado”, optou-se
por trabalhar tanto no modo positivo quanto no modo negativo, huma tentativa de
ionizar o maior nimero possivel de compostos. Os parametros de energias e fluxos

de gés entre outros que foram utilizados seguem abaixo na Tabela 3-3:

Tabela 3-3:Parametros estabelecidos para analises no espectrémetro de massas

Modo de lonizacdo ESI Positivo e Negativo
Temperatura da Fonte 120°C
Voltagem do Capilar +3,0eV /-3,0eV
Cone de Amostragem 40 eV
Temperatura de Dessolvatacao 450°C
Fluxo do gas (N,) de Dessolvatacéo 700,0L/h
Fluxo do gas (N;) do Cone 10,0L/h
Modo de Aquisicédo MSE
Energia de Colisdo Rampa 25-35 eV
Modo de Aquisicdo MSE
Faixa de Massa Adquirida 130 - 1000 m/z

Positivo, m/z 556.2771 e 278.1141

Lock mass (LeuEnk
( ) Negativo, m/z 554.2615 e 236.1035

s

O modo de aquisicdo MSF é uma terminologia utilizada pela Waters
para 0 modo de Aquisicdo de Dados Independentes (DIA — Data-Independent
Acquisition) em analisadores de massas do tipo QTof. Esse tipo de aquisicdo tem
mostrado uma estratégia fundamental para estudos de metabondémica, porque ele
permite que se extraia em uma Unica corrida, tanto a massa exata de cada
composto detectavel, quanto seus respectivos fragmentos, sem a necessidade
deuma pré-selecdo de ions para a realizagcdo do MS/MS. Esse modo de aquisigdo
MSE registra dados sem discriminacdo ou selecdo, e dessa maneira tem-se uma
amostra muito bem explorada em uma Unica analise. Esse método alterna
rapidamente entre duas funcbes: a primeira adquire dados utilizando baixas
energias, obtendo assim um espectro do ion molecular precursor de massa exata,
a segunda funcédo adquire dados utilizando energias mais elevadas, obtendo dessa
maneira espectro dos ions fragmentos, também com massa exata(WATERS,
2011).

3.9 Construcéo do banco de dados de Citrus
47



Foram utilizados ferramentas de busca como também repositérios de
artigos cientificos disponiveis, levantamento bibliografico de todas as substancias
(metabdlitos secundérios) detectadas e/ouisoladas registrados no formato digital no
periodo de 1960 a 2015. As palavras-chave utilizadas nas buscas foram a
associacdo da palavra Citrus+ um dos seguintes termos:produtos naturais,
metabdlitos secundérios, fitoquimica, biossintese, rota biossintética,
alcaloides, cumarinas, flavonoides, flavanona, flavona, flavanol, antocianina,
esteroides, limonoides, triterpenos, terpenoides, acaloides ciclopeptidicos,
carotenoides, compostos bioativos, substancias bioativas. Todos esses
termos foram pesquisados tanto no idioma Portugués quanto no Inglés, Espanhol e
Japonés (auxilio da ferramenta Google Translate: Inglés — Japonés).

Neste levantamento nado foi levado em conta compostos volateis e a
classe dos acidos graxos, ja que o trabalho em questdo focou em um estudo
metabdnomico “ndo direcionado” e muitos trabalhos na literatura relatam esse tipo
de trabalho sendo realizado com amostras hidrofilicos apresentando melhores
resultados em termos de ampla extragdo de compostos (CEVALLOS-CEVALLOS
et al., 2009; CEVALLOS-CEVALLOS; ROUSEFF; REYES-DE-CORCUERA, 2009).
Os artigos cujo acesso era blogueado por paywalls foram obtidos pelos repositorios
BookZZ, BookSC eSci-Hub. Tais repositérios de artigos cientificos contornam
sistemas que restringem o0 acesso a usuarios da Internet sem registros pagos em
seus sites tornando-os de acesso livre e gratis sem a necessidade de qualquer

forma de registro ou taxa de adesao para seu uso.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Banco de dados do género Citrus

Como foi discutido na se¢ao 1.7 o banco de dados metabonémico é
uma parte fundamental para a identificagdo putativa dos metabdlitos, pois a
identificacdo depende muito de uma biblioteca que possa servir de comparacao
dos espectros dos ions precursores e dos fragmentos.Apesar da existéncia do
NuBBE, um banco de dados nacional criado pelo grupo de pesquisa da UNESP de
Araraquara, ele possui apenas espécies de plantas tipicas do cerrado e também de
algumas espécies de Citrus, entretanto ele ndo é completo para este ultimo género.

Ademais, apesar do grande valor comercial e estudos relacionados ao
género Citrus, poucos sao os bancos de dados que sdo abrangentes.Desta forma
decidiu-se associar a experiéncia que o Grupo de Produtos Naturais da UFSCar
tem em relagdo aos estudos fitoquimicos de espécies da familia Rutaceae, em
especial o género Citrus, com o conhecimento de quimiossistematica para a
construcdo de um banco de dados de metabdlitos apenas do género Citrus, no
intuito de prover uma rapida selecdo dos provaveis metabdlitos que foram
detectados nas andlises via CL-EM no presente trabalho. Como foi mencionado na
secaol.8, o conhecimento quimiossistematico de uma dada familia e género
permite prever quais metabdlitos poderdo ocorrer nas espécies e em que parte da
planta eles ocorrem mais.

Por se tratar de um estudo metabonomico “ndo direcionado” e muitos
trabalhos na literatura relatarem que nesse tipo as amostras hidrofilicas
apresentam melhores resultados, em termos de ampla extracdo de compostos
(CEVALLOS-CEVALLOS et al., 2009; CEVALLOS-CEVALLOS; ROUSEFF;
REYES-DE-CORCUERA, 2009), e pelo fato das andlisesno presente trabalho
serem feita com fonte de ionizacaoeletrospray (fonte de ionizacdo mais indicada
para compostos de média a alta polaridade), olevantamento dos dados nao levou
em conta compostos volateis e a classe dos acidos graxos e glicerideos

Foram catalogadastodas as substancias ja isoladas ou detectadas

disponiveis na literatura de 1960 — 2015 e estas foram colocadas em uma tabela
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como modelo mostrado abaixo(Tabela 4-1), detalhes e a tabela completa segue no

Anexo no CD.

Tabela 4-1:Estrutura da tabela do banco de dados

" Formula Massa
Estrutura/Mome Espécie de Citrus Extraido molecular [Monoisotopica
C. paradisi Samentes
CoaHyOy 4722007
C. reticulata Samentes
C. medica cmm“ 1O, 206,0579
HyC”
7.8-Dimetoxicumnaring
OH
O
C. paradisi x C.
I} - Rﬂi-z CHHHHD‘} 241.0?35
N OH
CH,4
1. 3-Diidroxi- 1 0-metilacridona

Foram catalogadas 630 substancias, das quais 153 sdo terpenoides
(triterpenos, esteroides, limonoides, carotenoides e sesquiterpenos), 139 cumarinas
(furano-, pirano cumarinas lineares e angulares e bicumarinas), 191 flavonoides
(favanol, favanona, flavona, antocianina, isoflavonoide — glicona e agliconas), 83
alcaloides (quinolinicos, ciclopetptidicos e ligados a nucleos cumarinicos) e 64
classificados como outros (derivados fenodlicos, aminas, amidas, entre outros).
Todas as massas monoisotopicas foram calculadas pelo software

ACD/ChemSkectch freeware versdol2.01com quatro casas de significancia ja que
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as analises foram feitas em um analisador QTof que permite medidas de massa
com alta exatidéo e resolucédo do ion molecular.

A utlizacdo do banco de dados de Citrus permitiu a selecdo pela
massa monoisotépica 97substancias que foram putativamente identificadasatravés
de perfil de fragmentacdo e quando possivel por comparacdo com perfis de
fragmentacdo de banco de dados do METLIN, HMDB eMassTRIX, resultando em
58substancias putativamente identificadas entre os diferentes tratamentos (pés
francos e enxertos). A utilizagdo de todos os bancos de dados disponiveis resultou

na putativa identificacdo de 64 substancias.

4.2 Método de extracao

A escolha do método de extracdo levou em consideracao a eficiéncia,
e 0 tempo total necessario e o quéo laborioso era. O processo de divisdo dos
Orgaos vegetais se encontra descrito na secao 3.8, onde haviam 14 partes vegetais
entre pés francos e enxertos que foram analisados em triplicatas, totalizarando no
final 42 amostras. Os métodos de extracdo avaliados foram com o banho de
ultrassom em tempos de 20 e 30 min para cada extracdo, um segundo usando o
homogenizador com o tempo de 90 segundos para cada extracao, ressaltando que
0 processo foi repetido mais uma vez, conforme explicado na segdo 3.6.As
condi¢des cromatograficas, volume de inje¢cdo e comprimento de onda do detector
UV séo as descritas na sec¢éo 3.7.

As duas metodologias de extracdo, por banho de ultrassom(20 e 30
min.) e por homogenizador, ndo apresentaram diferencas no perfil cromatografico
como pode ser evidenciado na Figura 4-1.A primeira foi escolhida pelo fato de que
no banho de ultrassom poderia ser feito extracdo com 12 amostras por vez,
enguanto com homogenizador era feito um por vez, além da necessidade de ter q
limpar sempre o aparelho para realizar uma nova extracdo para evitar
contaminagdes.Nao houve mudancas do perfil cromatogréafico entre as extracées
por banho de ultrassom a 20 e 30 min., assim foi escolhidoo tempo menor (20

min.).
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Figura 4-1:Cromatogramas sobrepostos obtidos via CLAE-UV dos extratos de: FSi
— folhas com sintoma; CSSi — Caule superior com sintoma;CISi — Caule inferior com
sintoma; RSi — Raiz com sintoma. (-)Extracdo banho ultrassom 30 min.;(-
)Extracao banho ultrassom 20 min.;(-=)Homogeneizador UltraTurrax.

Determinado o método de extracdo mais eficientee menos laborioso

(banho de ultrassom durante 20 minutos) foi avaliado a reprodutibilidade do
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rendimento de extracdo do método. O rendimento dos extratos foram calculados
em relacdo a massa do material vegetal seco utilizado para a extracao (50mg),
conforme a Tabela 4-2, onde pode-se ver bons rendimentos com boa

reprodutibilidade.

Tabela 4-2: Valores de rendimentos de extracdo (n=5) das amostras de diferentes
orgdo vegetais.

Amostra Extrato (mg) Rendimento (%) CV(%)
FCLi 5,8 11,6 +0,8 6,9
CCLi 4,5 9,0+0,9 9,9
RCLi 4,8 9,6+1,0 10,6
FCSi 5,8 11,6 £0,8 6,9
CCsSi 3,6 7,2+0,9 13,0
RCSi 51 10,2+04 3,9

FSa 4.8 9,6+0,8 8,3
CSSa 3,5 70+0,8 12,7
Clsa 3,7 7,4 +0,6 10,8
RSa 3,9 7,8+0,7 9,6

FSi 3,7 7,4+0,8 10,8
CSSi 2,6 52+0,7 14,3
CISi 2,2 4,4+0,5 11,1

RSi 2,8 56+0,5 8,7

CV = Coeficiente de variagcéo

4.3 Estudo Metabolémico

Todos os resultados foram obtidos com plantas da mesma idade e
nas mesmas condi¢cfes, evitando assim resultados equivocados de variagdo do
perfil quimico devido a fatores como sazonalidade, temperatura, disponibilidade
hidrica, etc.

Optou-se por eluicdo gradiente, pois as substancias presentes na
amostra apresentaram ampla faixa de polaridade. Nesses casos, nenhuma
condicao isocrética consegue, ao mesmo tempo, oferecer boa resolucdo, tempo de
analise adequado e pequeno alargamento de bandas. Quando isso acontece, 0
modo de eluicdo gradiente é a melhor opcdo a ser adotada, pois permite uma
retencdo adequada de todos os componentes de interesse, e consequentemente,
as bandas cromatograficas podem ser melhor detectadas (SNYDER; KIRKLAND;
GLAJCH, 1997).
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A analise do perfil quimico de uma dada espécie constitui um método
gualitativo e pode-se ou ndo validar esses métodos utilizando as propriedades de
mérito como a repetibilidade, e a precisao de injecado. Nesse trabalho, foram feitas
extragcbes em triplicatas de cada parte vegetal e comparou-se visualmente a
repetibilidade e a precisdo de injecdo através da sobreposicdo das bandas
cromatograficas e dos tempos de retencdo.Os resultados apresentados foram
obtidos usando-se 0 modo de aquisicdo de dados MSF, nos modos positivo e
negativo, onde se obteve uma analise bem explorada de cada composto detectado,
com espectro do ion molecular precursor de massa exata, através da baixa energia
de ionizacao, e espectro dos ions fragmentos, também com massa exata, atraves
de energias mais elevadas.

O estudo metabondmico realizado foi feito em duas partes, em que
um avaliou 0os provaveis mecanismos bioquimicos do metabolismo secundario
responsaveis pela resisténcia do C. limonia a CVC e a susceptibilidade do C.
sinensis a esta.A outra parte avaliou, ao analisar plantas enxertadas sadias e
doentes, provaveis mecanismos bioquimicos envolvendo o0 metabolismo
secundario,como uma resposta de defesa ao estimulo fisiopatolégico causados
pela CVC.

4.3.1 Avaliacdo da variacdo do perfil cromatografico dos extratos de Citrus
estudados via CLUE-ESI-QTof

AsFigura 4-2a Figura 4-5mostram os cromatogramas de ions totais
obtidos com as replicatas (n=3) de todas as partes vegetais dasespécies estudadas
no modo negativo e positivo de ionizacdo. Pbde-se concluir que a técnica de
extracdo apresentou uma boa reprodutibilidade, além do fato de que o gradiente
linear simples de dgua/ACN acidificados com &cido férmico resultou em uma boa
resolucéo e distribuicdo homogénea das bandas cromatograficas.

Através dos cromatogramas de ions totais foi possivel também obter a
lonizacdo de diversos compostos.Uma grande quantidade de analitos foi
encontrada, mas aparentemente o modo negativo apresentou melhor sensibilidade
e capacidade de deteccdo de compostos, sendo o modo de deteccdo que gerou

uma matriz de dados mais rica para o processamento quimiométrico.
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Figura 4-2:Cromatogramas sobrepostos das rlépAIié'atés( (”n¥3])” obtidos via CLUE-
ESI-QTofdos extratosC. limonia: a - FCLi;b- CCLi;c -RCLi. Modo de ionizagéo
positivo e negativo.
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Figura 4-3:Cromatogramas sobrepostos das replicatas (n=3) obtidos via CLUE-
ESI-QTofdos extratosC.sinensis: a - FCSi;b- CCSi;c -RCSi. Modo de ionizagéo
positivo e negativo.
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Figura4-4:Cromatogramas sobrepostos das replicatas (n=3) obtidos via CLUE-ESI-
QTofdos extratos sadios: a - FSa;b- CSSa;c -ClSa;d - RSa.Modo de ionizagéo
positivo e negativo.
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Figura 4-5:Cromatogramas sobrepostos das replicatas (n=3) obtidos via CLUE-
ESI-QTofdos extratos doentes: a - FSi;b- CSSi;c -CISi;d - RSi. Modo de ionizacéo
positivo e negativo.

A comparacdo visual entre os pés francos (Figura 4-7) revelou
grandes diferencas no perfil cromatogréfico, tanto em termos de intensidade de
bandas cromatograficas como em presenca e auséncia de bandas. Por sua vez, a
comparagcao entre os tratamentos dos enxertos sadios e infectados com CVC
(Figura 4-6) apresentaram poucas diferencas visualmente, contudo uma analise

mais detalhada nas bandas cromatograficas obtidas no modo negativo de
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ionizacdo revelou grandes diferencas entre os tratamentos. Contudo, estes seréo

abordados mais sucintamente atravésdas analises quimiométricasmultivariadas.
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Figura 4-6Cromato§ramas sobrepostdsdos enxertos obtidos via CLUVE-ESI-
QTofdos extratos: a - Folhas;b— Caule Superior;c — Caule Inferior;d - Raiz. Modo
de ionizacao positivo e negativo.(-)Amostra Sadia;(-) Amostra Infectada.
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Figura 4-7:Cromatogramas sobrepostosdos pés francos obtidos via CLUE-ESI-
QTofdos extratos: a - Folhas;b- Caule;c -Raiz. Modo de ionizagdo positivo e
negativo.(=)C. limonia;(-)C.sinensis.

4.3.2 Organizagdo e pré-tratamento dos dados

Os cromatogramas obtidos foram transformados em dados numéricos
através da integracdo das areas das bandas cromatogréaficas, em seguida esses
dados foram organizados em uma matriz, na qual as linhas representam as
amostras e as colunas as variaveis nas quais em cromatografia sdo representadas
pelos tempos de retencao.

Em sua grande maioria, os dados antes de serem submetidos a
analises quimiométricas eles necessitam de algum pré-tratamento, pois estes
podem ndo ter uma distribuicdo adequada para a andlise, dificultando a extracao
de informacdes uteis e interpretacdo dos mesmos.

No caso das analises por CLUE-ESI-QTof realizado nesse trabalho,
teve-se como objetivo a ionizagdo de um maior namero possivel de analitos

(analise metabdnomica “nao-direcionada”), onde as energias para tal favoreceram
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a ionizacdo de algumas espécies em relagcéo as outras. Com isso, dado tal fato tais
bandas cromatograficas no modelo podem ser processadas como de maior
importancia em relacdo as bandas que apresentaram uma menor ionizacao. Desta
maneira, com 0 objetivo de adequar as amostras do conjunto de maneira a
maximizar ou minimizar o efeito de certas variaveis no todo, foi feito o pré-
processamento de autoescalamento.

Esse tipo de pré-processamento permite que seja dado um mesmo
peso a todas as variaveis, ou seja, permite que uma dada varidvel ndo se
sobreponha as outras de igual importancia.

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

equacdao abaixo:

Xij (as) =

onde:x;; 45y =Valor autoescalado da variavelj na amostra i;
x;; = valor da variavel jna amostra i;
X, =media dos valores das amostras na coluna j;

s; = desvio padrdo dos valores da variavel j.

Com esse pré-processamento as variaveis terdo dessa forma média
zero e um desvio padrdo igual a um.Além do mesmo peso a todas as variaveis, o
autoescalonamento permite evidenciar e eliminar variaveis anémalas (outliers)que
possam dificultar as analises quimiométricas(WOLD, 1987).Feito isso, as variaveis
anO6malasforam removidas, assim como as que tinham menos importancia para a
diferenciacdo das amostras, e foi gerada uma matriz de dados para os pés francos
de 18 linhas e 183 colunas modo positivo e 18 linhas e 266 colunas no modo
negativo de ionizacdo, para os enxertos 24 linhas e 183 colunas e 24 linhas e 266

colunas no modo positivo e negativo de ionizagao, respectivamente.
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4.3.3 Investigacdo da relacdo susceptibilidade-resisténcia entre as espécies
de C. sinensis e C. limonia a CVC

Conforme foi descrito na introducéo, sabe-se que as espécies de C.
sinensis e suas variedades sdo susceptiveis ao processo de infeccdo da bactéria
X. fastidiosa, enquanto a espécie C. limonia € resistente ndo apresentando
sintomas ou testes sorologicos positivos(LARANJEIRA; POMPEU JUNIOR;
HARAKAVA, 1995).A literatura relata que o provavel mecanismo de resisténcia
pode estar relacionado ao impedimento do processo de locomoc¢édo das bactérias
pelo xilema impedindo assim a colonizagdo, contudo ndo se sabe se esse
mecanismo de defesa se deve a processos fisicos ou bioquimicos (NIZA, 2014).

Desta maneira, visando os aspectos bioquimicos, principalmente os
referentes ao metabolismo secundério, foram analisados os diferentes 6rgao
(folhas, caule, raiz) dos pés francos tanto de C. limoniagquantoC.sinensis,no intuito
de se obter um melhor entendimento de quais rotas metabdlicas sdo mais
expressas em uma espécie em relacdo a outra e se estes explicariam a resisténcia

do primeiro.

4.3.4 PCA e HCA das amostras de C. sinensis e C. limonia

PCA é uma técnica nédo supervisionada que reduz a dimensionalidade
da matriz de dados original, retendo a quantidade maxima de variabilidade
(porcentagem de variancia explicada), e que permite a visualizagdo do arranjo
original das amostras em um espaco n-dimensional (geralmente 2 ou 3
dimensoes), identificando as dire¢fes nas quais a maior parte da variancia é retida,
permitindo uma relacdo entre variaveis e as observacdes a serem estudadas,
assim como também permitindo reconhecer a estrutura de dados. E, por
conseguinte, possivel explicar as diferengas entre as varias amostras, por meio dos
elementos obtidos a partir da matriz de correlacdo generalizada dos conjuntos de
dados, e a0 mesmo tempo para determinar quais as variaveis que mais contribuem
para a diferenciacdo (CRUZ et al., 2013).

HCA é um método de reconhecimento nao supervisionado depadrdes,
gque representa os dados multidimensionais em um grafico bidimensional
(dendrograma), utilizando uma técnica aglomerativa: considera inicialmente cada
amostra como um grupo unitario, e faz agrupamentos sistematicamente, por ordem

de similaridade(BARKER; RAYENS, 2003). Nas analises por HCA, a similaridade
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foi calculada através da distancia euclidiana entre as amostras e as conexdes

foram realizadas conforme o método de Ward.
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Figura 4-8: Analises quimiométricas no modo positivo de ionizacdo de todos 0s
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Figura 4-9:Andlises quimiométricas no modo negativo de ionizacdo de todos os
orgados vegetais dos pés francos:A-PCA — gréfico de scores de PC1xPC3 ; B-
HCA- dendrograma de similaridade

A projecao das amostras no novo sistema de eixos (PC’s) € visualizada
através do gréfico de scores (Figura 4-8-AeFigura 4-9-A). Os graficos de scores
da analise de todos os dados dos espectros de massas no modo positivo e
negativo de ionizagcdo mostram a separacdo das amostras em dois grandes grupos.
As amostras das raizes aparecem mais distantes, encontrando-se na area negativa
do gréfico. As amostras das folhas e caules estdo mais proximas, ocupando a parte
superior do grafico. Estes gréaficos indicam que ambos levardo a dendrogramas
similares.

Nas analises tanto os resultados em modo positivo (Figura 4-8-B) quanto

em modo negativo (Figura 4-9-B), foram observados 2 grupos, um deles formado
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exclusivamente por amostras oriundas da raiz e o segundo se dividindo em outros
dois correspondendo a analitos do caule e das folhas. Essa separacdo em dois
grupos era esperada considerando o poder de previsdo da quimiossisteméatica. Ou
seja, € bem conhecido que as raizes de C. limoniacomo porta-enxerto ou sozinho,
e as deC. sinensissdo riquissimas em cumarinas, as quais aparecem como tracos
nos demais Orgaos. Isso sera confirmado em analises quimiométricas discutidas
em itens afrente, usando espectrometria de massas e analises quimiométricas
supervisionadas (s-plot), o qual permite identificar os respectivos ions que mais
diferenciam nesses 6rgaos.

Esse grupo é subdividido em dois, correspondendo a amostras das raizes
deC. sinensis e C. limonia (em vermelho e preto, respectivamente Figura 4-8-B e
Figura 4-9-B). Isto também seria esperado, pois varias cumarinas sao identificadas
nas raizes das duas espécies, porem em diferentes concentracbes, o que sera
confirmado nas analises mais afrente. O segundo grupo € subdividido em dois,
correspondendo as amostras do caule e das folhas, cujos 6rgdos compartilham
alguns flavonoides, praticamente ausentes nas raizes. Os flavonoides sdo mais
abundantes em concentracdo e niumeros nas folhas, levando a sua separagédo do
grupo dos caules. O perfil quimico do Citrus permite essa explicacdo, a qual
também sera confirmada nas proximas discussdes. Dentro desses dois grupos
verifica-se uma subdivisdo separando as respectivas espécies, 0 que com certeza
ocorreu devido a diferenca na area das bandas correspondentes. Esses resultados
auxiliardo nas préximas analises via S-plot, permitindo prever o perfil quimico
distinto para as raizes, similares nos demais oOrgaos, diferenciando em
concentracao.

Os dendrogramas obtidos com os dados oriundos no modo positivo ou
negativo de ionizacdo sao similares na separacdo dos dois grupos e como estes
foram subdivididos. Contudo ao nivel de separacdo das respectivas espécies
notam-se algumas diferencas, por exemplo, no modo positivo de ionizacado FCSI1 e
FCSI3 compartilham alguns ions ndo comuns em FCSI2, enquanto observa-se 0
contrario no modo negativo, FCSil se separa de FCSi2 e FCSIi3 compartilham
alguns ions ndo comuns em FCSil. Ou seja, nota-se que ha algumas diferencas,
mas no geral pode-se dizer que o uso de ambas as ionizagdes podem levar a bons

resultados em analise envolvendo a identificacdo dos respectivos metabalitos.
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A importancia (peso) de cada variavel na descricdo dos eixos
(componentes) é apresentada no grafico de PCA de loadings. Nesse grafico além
dos circulos representando as amostras, tem-se também tridngulos que
representam diferentes ions detectados no experimento. Quanto mais préximo o
triangulo de um determinado grupo de amostras, mais esse ion € representativo
desse grupo. lons equidistantes entre 2 ou 3 grupos indicam que 0S mMesmos
apresentam abundancia semelhante nos diferentes grupos de amostras. NaFigura
4-10 e Figura 4-11, tem-se o gréfico de loandings com todos os 6rgdos estudados
em um unico grafico no modo positivo e negativo, respectivamente. Nesse grafico é
possivel verificar a existéncia de ions que sdo caracteristicos para cada parte da
planta. Apesar de mostrar quais sdo 0s ions que mais contribuem para a
diferenciacdo entre as amostras e diminuir 0 numero de ions que teria que ser
investigado na tentativa de identifica-lo, esse tratamento quimiométrico ndo faz
uma discriminacdo da confiabilidade e do quanto esses ions estdo variando nas
analises sendo, portanto, necessario uma analise mais refinada que diminuira a
dimensionalidade dos dados obtidos, por isso nessas analises de PCA de loadings
nédo foi discriminado aqui o numero de ion e quais séo eles.

Dessa maneira, as matrizes de cada 6rgdo foram novamente
reavaliadas separadamente em pares de 6rgao no qual se teve por objetivo avaliar

suas diferengas através das analises discriminantes de s-plot.
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Figura 4-10 Andlise de PCA: grafico de loadings da PC1 X PC2 das andlises
realizadas no modo positivo de ioniza¢do dos 6rgaos vegetais.
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4.3.5 Analises discriminantes dos biomarcadores via S-plot dos pés francos
das analises no modo positivo de ionizagao

O S-plot € um grafico de dispersdo que pode ser utilizada para
explicar a influéncia varidvel sobre o modelo. Através da combinacdo de
covariancia (eixo-X,) e perfis de correlacdo de loadings(eixo-y), o S-plotpode ser
utilizado para a selecdo de metabdlitosestatisticamente significativos e que séo de
maior relevancia no estudo. O quadrante superior direito de o S-plotmostra os
componentes (no caso dessa tese, as bandas cromatogréaficas) que estdo em
maior quantidade no grupo de controle, enquanto que o quadrante inferior
esquerdo mostra componentes que estdo em maior quantidadeno grupo tratado,
neste trabalho tais grupos inferiores e superiores no grafico sdo C. limoniaeC.
sinensis, respectivamente. Quanto mais longe ao longo do eixo-x maior sera a
contribuicdo para a variancia entre 0s grupos, ao passo que, quanto mais distante
do eixo-y maior a confiabilidade do resultado analitico. A grande vantagem do uso
dessa técnica é poder identificar os ions que sdo mais representativos. Portanto,

para esta técnica em especial, sera analisado cada 6rgdo separadamente.
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4.3.5.1 Andlises das raizes dos pés-francos no modo positivo de ionizacéo

No tratamento quimiométrico via s-plot(Figura 4-12) no modo positivo de

ionizagdodas raizes foi possivel evidenciar como mais significativos 13 bandas

cromatograficas (Figura 4-13eTabela 4-3 — pagina 90).
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Tme

As bandas cromatograficas 6 e 7com os t, de 8,15e 8,35 min.

apresentaram m/z 229,0869 referente a [M+H]", cuja massa monoisotopica neutra

€ de 228,0792 Da, referente a férmula molecular proposta C14H;,03.No banco de

dados feito para essa pesquisa essa massa monoisotopica foi correlacionada

aguelas das cumarinas Seselina e Xantiletina (Figura 4-16).Esses dois isdbmeros
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possuem massa monoisotopica de 228,0786 Da, apresentando uma diferenca de
apenas- 2,1 ppm da massa experimental, confirmando a identidade desses ions
como xantiletina ou seselina. Analisando os ions moleculares e ions produtos
dessas bandas cromatograficas, foi possivel observar para a banda com t; de
8,15min. o ion produto com pico base de m/z 213,0559 (Figura 4-14), no qual foi
utilizado por Soares(SOARES, 2011) (2011), como ion de transicdo (229—213)
para a quantificacdo da cumarina xantiletina em analises via CLAE-APCI-EM/EM
usando energia de colisdo de 25eV. Apesar da fonte de ionizagcéo ser diferente a
energia de colisdo utilizada foi a mesma podendo assim propor a identidade da
bandacom t; de 8,16min. como a cumarina xantiletina, pois trabalhos feito com
perfis de fragmentacdo de cumarinas por IE constatou que o ion m/z 213 em
cumarinas lineares sdo bem mais estaveis que em angulares devido a linearidade
da aromaticidade fornada nesse fragmento(VUL'FSON; GOLOVKINA,
1975).Segundo a andlise via S-plot (Tabela 4-3) a concentracdo da xantiletinaé

cerca de 1,50 vezes menor nas raizes de C. limonia em relagcédo as deC. sinensis.
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Figura 4-14:Espectro de massas para o ion m/z 229,0869no0 t,8,16 min.encontrado
nas raizes deC. limonia(ESI, modo positivo). Espectro de ions produtos (acima) e

espectro do ion molecular (abaixo).
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Figura 4-15:Espectro de massas para o ion m/z 229,0869t, de 8,35 min.encontrado
nas raizes deC. limonia(ESI, modo positivo). Espectro de ions produtos (acima) e
espectro do ion molecular (abaixo).
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Por sua vez, para banda com t; de 8,35min. foi proposta a estrutura
da cumarina seselina, o espectro do seu ion produto (Figura 4-15) apresentou o
fragmentom/z 175 (Esquema 4-3) que nas analises de Soares foi o ion utilizado
nos experimentos de MRM para quantificar a mesma cumarina. Apesar dele ndo
ser o0 ion mais estavel abundante no espectro de ion produto, este ion ndo aparece
no mesmo t,da banda cromatografica que foi caracterizada como sendo a cumarina
xantilentina (Figura 4-17), o que d4 mais embasamento para propor a identidade
da banda com t; de 8,35min. como sendo a seselina,além do fato da auséncia do
pico m/z 213 em detrimento da formacao do ion tropilio conjugado ao anel furanico
dem/z 131 que parece ser mais estavel em cumarinas 8-C alquil
substituidas.Segundo a andlise via S-plot (Tabela 4-3) a concentragdoda seselina
foi cerca de 1,04 vezes menor nas raizes de C. limonia em relacdo as deC.

sinensis.

H5;C

Figura 4-16:Estrutura quimica das cumarinas xantiletina e seselina.
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Esquema 4-3:Proposta de fragmentacao para a seselina (ESI, modo positivo).
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Figura 4-17:Cromatograma de massa das raizes de C. limonia: a -de m/z 213; b -
m/z 175; ¢ - m/z 229.

A banda cromatografica 1 com o t 542 min. apresentou ions
pseudomoleculares [M+H]" e [M+Na]'dem/z 263,0920 e m/z285,0731,
respectivamente, sendo referente a formula molecularC14H140s. A busca no banco
de dados da tese revelou quatro estruturas diferentes - buntansina B,
xantoarnol,kelactona e decursidinol(Figura 4-18), cujadiferenca de massa
monoisotopicacalculada e experimental foi de apenas -2,28 ppm.Apesar da
presenca da presenca do pico m/z 245 que é referente a perda de uma molécula
de &gua, a qual € comum as quatro estruturas proposta, a analise do espectro dos
ions produtos (Figura 4-19)ndo revelou nenhuma perda de 30 Da o que é tipico de
compostos metoxilados, logo a estrutura da buntansina B foi descartada.Devido ao
intenso pico m/z 203 e o pico basem/z 175 nos espectros de ion molecular e ions
produtos, respectivamente, a hipétese mais aceitavel para esse tipo de
fragmentacao seria para a estrutura do xantoarnol que permite uma perda inicial de
acetona seguida de CO, eliminando assim a possibilidade de serem as estruturas
decursinol e kelactona.O xantoarnol apresentou uma concentracdo de cerca 9,3
vezes maior nas raizes C. sinensis em relacdo as de C. limonia.

A proposta de fragmentacao do xantoarnol segue no Esquema 4-4, o
gual ja foi isolado pelo grupo de Produtos Naturais nas raizes de C. limonia como

porta-enxerto de C. sinensis.
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Figura 4-18: Estrutura das cumarinas de massa nheutra 262,0842 Da referente
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Figura 4-19: Espectro de massas para o ion m/z 263,0920 de t. de 5,42

min.encontrado nas raizes de C. sinensis (ESI, modo positivo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-4: Proposta de fragmentacao para o xantoarnol (ESI, modo positivo).

As bandas cromatograficas 2 e 8 com os t, de 5,68e 8,72min.
apresentaram m/z 259,0966 (e m/z 277,1069 de [M+Hs0]") e m/z 259,0973

referente a [M+H]", cuja massa monoisotopica neutra sdorespectivamente de

258,0887 Da e 258,0894 Da, referente a formula molecular proposta Ci5H1404. A

comparagcao pelo banco de dados levou a trés furanocumarinas - Xantoxiletina,
Luvangetina e 5-metoxiseselina (Figura 4-20) — no qual a diferenca de massa foi

de-2,70 ppm e0 ppm, respectivamente. O espectro de massas (Figura 4-21) do t,

de 5,68min. mostrou um pico base de m/z 189 referente a perda de 70 Da, onde

pela analise das estruturas dos isdbmeros das piranocumarinas a Unica provavel de

favorecer essa perda seria a piranocumarina angular 5-metoxiseselina como pode
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ser visto no mecanismo proposto no Esquema 4-5.No espectro de ions
produtos(Figura 4-21) foi observado apenas o pico m/z 131 que é proveniente do
fragmento m/z 189, o que reforca a identidade da banda 2 como sendo a 5-
metoxiseselina. Sua concentragdo nas matrizes das raizes deC. sinensis foi 4,03
vezes maior em comparacdo com as deC.limonia(Tabela 4-3).

A banda t; de 8,72 min.ndo apresentou os ionsm/z 257 e m/z 227,
caracteristico da perda de H; e subsequentemente de metoxilaquando se encontra
na posicdo C-7 da cumarina como pode ser visto no Esquema 4-6, logo foi
descartada a possibilidade de ser a luvangetina. Desta, forma a banda 8 foi
atribuida como sendo a piranocumarina linear xantoxiletina, onde seus ions
produtos e proposta de fragmentacdo encontra-se no Esquema 4-7e naFigura
4-22, respectivamente. A concentragdo dessa cumarina foi 4,28 vezes mais

expressa nas raizes de C. limonia(Tabela 4-3).
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Figura 4-20:Estrutura das piranocumarinas de massa neutra 258,0894Da referente
aom/z259,0973 e m/z 259,0966.
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Figura 4-21:Espectro de massas para o0 ion m/z 259,0966de t de
5,68min.encontrado nas raizes de C. sinensis (ESI, modo positivo). Espectro de

ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-5:Proposta de fragmentacdo para a 5-metoxiseselina (ESI, modo
positivo).

m'z 257 m/z 227

Esquema 4-6:Proposta de fragmentacdo para os ions ndo observados referentes a
luvangetina.
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Esquema 4-7:Proposta de fragmentacao para a xantoxiletina (ESI, modo positivo).
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Figura 4-22:Espectro de massas p"ara o ifon m/z 259,0973de t de
8,72min.encontrado nas raizes de C. sinensis (ESI, modo positivo). Espectro de
ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).

A banda cromatografica 3 com o t 6,57 min. apresentou ions
pseudomoleculares [M+H]'dem/z 245,0820, sendo referente a formula molecular
C14H1204. A busca no banco de dados da tese revelou quatro estruturas diferentes
— seselinol, 5-hidroxiseselina, ostenona e suberenona (Figura 4-23), cuja diferenca
de massa monoisotopica calculada e experimental foi de 2,44 ppm. A presenca do
pico m/z 213 (Figura 4-24) proveniente da perda de MeOH (Esquema 4-8),
permitiu excluir a cumarina 5-hidroxiseselina dentre as cumarinas.Através do pico
m/z 187 foi possivel propor a identidade da banda 3 como sendo a ostenona ou a
suberenona, ja que estas duas sdo as Unicas estruturas que possibilitam as
fragmentagdes via radicalar que levam a formacéo desse pico e por conseguinte o
pico basem/z 131conforme pode ser visto na proposta de fragmentagdo no
Esquema 4-8.Infelizmente néo foi possivel propor uma diferenciacdo entre essas
duas cumarinas.A concentracdo da banda 3 foi cerca de 5,27 vezes maior nas
raizes C. sinensis em relacao as de C. limonia(Tabela 4-3).
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Figura 4-23:Estrutura das piranocumarinas de massa heutra 244,0735 Da
referente aom/z245,0820 .
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Figura 4-24:Espectro de massas péra o fon m/z244,0820 de t de
6,57min.encontrado nas raizes de C. sinensis (ESI, modo positivo). Espectro de
ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-8: Proposta de fragmentacao para a suberenona (ESI, modo positivo).

A banda 4 com t; de 7,11min. Levou a um pico pseudomolecular de
m/z 245,1194 com apenas 1,92 ppm de diferenca experimental observada com a
massa teodrica das cumarinas suberenol, isomeranzina, meranzina, cedrelopsina e
tamarina (Figura 4-25). O perfil de fragmentacdo (Figura 4-26) revelou um pico
base m/z 203 caracteristico da perda de uma unidade de acetona, e nas estruturas
encontradas no banco de dados aulnicaque permite essa perda éo
suberenol(Esquema 4-9). Soares (2011), também observou esse pico base ao

analisar a cumarina suberenolpor CLAE-APCI-EM no modo positivo de ionizagao,
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enquanto para a tamarina o pico base observadofoi de m/z 191, reforcando a

proposta acima.Sua producdo foi de apenas 1,25 vezes a mais nas raizes de C.

limonia(Tabela 4-3).

CH,
Cl) S >
o HaC /L i
/L 3 \O o O HSC\O 0 0]
HO o7 °
0]
‘ (0]
H,C CH CH
HC™ ™CHy ’ ? e ?
Cedrelopsina Isomeranzina Meranzina
CH,
CH
HO_ [ SN
HaC - = H,C J\
OH =
HaC )\ o o 0
3 ~0 0 0] ‘
H;C
Suberenol Tamarina

Figura 4-25: Estrutura das cumarinas de massa neutra 260,1048 Da referente ao

m/z 261,1132.
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Figura 4-26: Espectro de massas para o

ion m/z261,1132 de

t, de

7,11min.encontrado nas raizes de C. sinensis (ESI, modo positivo). Espectro de

ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-9: Proposta de fragmentacao para o suberenol (ESI, modo positivo).

A banda 9 com t, de9,60min. forneceu um um pico molecular de m/z
245,1194 com -8,1 ppm de diferenca experimental observada com a massa tedrica
das cumarinas ostol e suberosina (Figura 4-27). O perfil de fragmentacao (Figura
4-28) nos ions produtos mostrou varios fragmentos que podem ser obtido para os
dois isbmeros, entretanto o pico base de m/z 131 tem se mostrado mais comuns
nas cumarinas 8-C alquil substituidas o que levou a propor a banda cromatogréfica
a cumarina ostol.Propde-se que a grande intensidade desse pico se deve a baixa
estabilidade do fragmento devido a nédo linearidade da conjugacdo do sistema
aromético formado, logo o fragmento tende a se fragmentar até formar o ion tropilio
conjugado ao anel furanico (Esquema 4-10). Sua producdo se deu 1,25 vezes a

mais nas raizes de C. limonia(Tabela 4-3).

T i
H.C /L
3 ED o o 0
H,C CH,4
Ostol Suberosina

Figura 4-27: Estrutura das cumarinas de massa neutra 244,1099Da referente

aom/z245,1194.
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Figura 4-28:Espectro de massas para 0 ion m/z245,1194 de t de

. , . . ..

9,60min.encontrado nas raizes de C. sinensis (ESI, modo positivo). Espectro de

ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-10: Proposta de fragmentacao para a ostol (ESI, modo positivo).

A banda 10 com t, del0,15min. levou a um pico molecular de m/z

313,1445 (assim como um aduto [M+Na]'m/z335,1257)com apenas -3,8 ppm

de

diferenca experimental observada com a massa tefrica para as cumarinas

citrusarina A, citrusarina B e nordentatina (Figura 4-29).Essas cumarinas possuem
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massa neutra 312,1361Da correspondendo ao m/z313,1445.0 perfil de
fragmentacdo (Figura 4-31) nos ions produtos mostrou varios fragmentos que
podem ser obtidos para os trés isémeros, ja que o padrao de substituicdo deles sao
— 5 e 7-0O substituidos e 6 e 8-C substituidos, possibilitando a abertura dos anéis
tanto piranicos quanto diifrofurdnicos e sua posterior ciclizagdo com a hidroxila
proxima levando a novos anéis piranicos ediidrofuranicos (Figura 4-32).0u seja, no
proprio processo de analise a nordentatina pode se converter na citrusarina A
(Figura 4-32).Contudo, devido ao fato de que as cumarinas citrusarina A e B n&o
terem sido isoladas nas raizes de C. limonia no laboratério de PN da UFSCar e na
literatura ter sido citada seu isolamento em apenas C. hassakueC.medica(CHAN et
al., 2010), propde-se que a banda 10 seja a cumarina Nordentatina.Esta foi isolada
por Soares (20011) e Abdelnur (2006), das raizes de C. limonia. Analisando com
detalhe o cromatograma de ions totais das raizes de C. limonia observa-se outra
banda em t, de 11,71 min (Figura 4-30) com a mesma massa acurada de m/z
313,1446 e seus ions produtos tem o mesmo perfil de fragmentos da banda 10,
entretanto seu pico base € de m/z 215, enquanto o da banda 10 é m/z 131 (Figura
4-31), podendo ser esta uma das duas citrumarinas.A area dessa banda é menor, o
gue explicaria o fato do Laboratorio de PN nunca ter isolado antes. A proposta de
fragmentacdo da Nordentatina segue no Esquema 4-11.A concentracdo da
nordentatina nas raizes de C. limonia foi 2,38 vezes que aquela C. sinensis(Tabela
4-3).

HiC

Citrusarina A Citrusarina B Nordentatina

Figura 4-29: Estrutura das cumarinas de massa neutra 312,1361 Da referente
aom/z 313,1445.

81



200000040
CC_RCL_ESipM 1. TOF MEE
550

100 ar

10 - 10,17 min t- 11,71 min

]
*
} 1243
war
[ m,ul'“ e 123
| 4
|| IlI 1.8 |I \ NI qips [‘ [
0 g
L i L 21
., 220 ;;3‘: J 59E | hazs e TR i N “E\_Efl”n\/ﬂ\
o, L ey P o8N i
[T (P \4‘-“”\,-\-..“... \a.r'ﬁ‘;._,{\'_nl "\k.\. A M e e et e e
O T T T SARRE ISR T T T T T T T T T T T T T T T T T Th
9.20 2.40 26D .50 10.00 1020 1040 1080 1REC 1100 1120 1140 11.60 1150 1200 12.20 1240

Figura 4-30: Cromatograma de ion totais das raizes de C. limonia(ESI, modo
positivo) evidenciando outra banda cromatografica com massa acurada de m/z

313,1445.
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Figura 4-31: Espectro de massas para o ion m/zm/z 313,1445 de t, de 10,15 min.
encontrado nas raizes de C. limonia(ESI, modo positivo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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CitrusarinaB

Figura 4-32:Proposta de quebra dos anéis e reciclizagdo destes nas cumarinas
nordentatina e citrusarinasdurante o processo de fragmentacéo.
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m/z 313,1445

encontrado nas raizes de C. limonia(ESI, modo positivo): a- t.11,71 min;b- 10,15

min. banda 10
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Esquema 4-11: Proposta de fragmentacdo para a nordentatina (ESI, modo

positivo).

A analise da banda cromatogréfica 11 de t.de 10,56 min. mostrou o

ion pseudomolecular m/z485,1960que apresentou uma diferenca de massa de -

0,61 ppm para as biscumarinas thamnosina e bisparasina (Figura 4-34). No

espectro de ions produtos (Figura 4-35) foi possivel observar um pico base de

m/z189 que é proveniente da clivagem da ligacdo 6-C alquil do esqueleto
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cumarinico com o resto da molécula, entretanto ele ndo forneceu informacéao
alguma quanto a identidade da cumarina, pois esse fragmento pode ser facilmente
formado nas duas estruturas. Esse ion provavelmente apresenta uma grande
estabilidade devido ao deslocamento de elétrons oxigénio do anel piranico do
esqueleto cumarinico, o qual se encontra em posicdo para ao carbocation
(Esquema 4-12).Logo nado foi possivel determinar a identidade da banda
11.Entretanto cabe ressalta que sua concentracao foi 33,27 vezes maior nas raizes
de C. sinensis o que explicaria o fato do grupo de Produtos Naturais da UFSCar
nunca ter isolada uma biscumarina, pois os trabalhos de isolamento realizados
sempre foram efetuados com espécies enxertadas de C. sinensissobreC.limonia e
as raizes desta ultima praticamente ndo produz essas biscumarinas como poder

ser observado no cromatograma (Figura 4-13).

Bisparasina Thamnosina

Figura 4-34: Estrutura das biscumarinas de massa neutra 484,1885Da referente
aom/z 485,1960.
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Figura 4-35: Espectro de massas para o ion m/z 485,1960de t; de 10,56 min.
encontrado nas raizes de C. sinensis (ESI, modo positivo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-12: Proposta de fragmentacdo para a thamnosina (ESI, modo
positivo).

A analise da banda cromatogréafica 13 de t.de 11,47 min. mostrou o
ion pseudomolecular m/z381,2061, como também o aduto de sédio de
m/z203,1877,0s quais possuem uma diferenca de massa de -0,52 ppm para as
cumarinas citrumedina B, ponfolina, clausarina e kinocumarin (Figura 4-36). O
espectro de ions produtos (Figura 4-37) teve como pico base m/z241,cuja
formacdo se daria apOs varias fragmentacbes em qualquer uma das quatro
cumarinas propostas. A formagdo do m/z241 é mostrada no Figura 4-32 usando a
clausarina.Contudoas estruturas mais provaveis para tais fragmentacdes foram a
citrumedina B e clausarina, sendo esta ultima sugerida como cumarina da referente
a banda 13, devido ao fato desta ter sido isolada no laboratorio, onde Soares
(2011), a detectou por CLAE-APCI-EM nas raizesC.limonia e unico relato na
literatura para citrumedina B ter sido na especie C.medica(CHAN et al., 2010).
Essa banda supondo ser a clausarina foi apenas 1,23 maior nas raizes de
C.limonia(Tabela 4-3).
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Citrumedina B Ponfolina Clausarina Kinocumarina

Figura 4-36: Estrutura das piranocumarinas de massa neutra 380,1987Da
referente aom/z 381,2061.
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Figura 4-37: Espectro de massas para o ion m/z 381,2061de t; de 11,47 min.
encontrado nas raizes de C.limonia(ESI, modo positivo). Espectro de ions produtos
(acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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m/z 269 m/z 241

m/z 311

Esquema 4-13: Proposta de fragmentacao para a clausarina (ESI, modo positivo).

A analise da banda cromatogréfica 5 de t, de 7,60 min.mostrou o ion
pseudomolecular m/z 515,2290, assim como adutos de sédio (m/z 537,2103),
HsO0"(m/z 532,2549) e [2M+Na]'(m/z 1051,4294),0s quais correspondem a uma
diferenca de massa de — 3,11 ppm para os limonoides nomilina e acetato de
limonila (Figura 4-38). O espectro de ions produtos (Figura 4-39) da banda
cromatografica ndo forneceu muitas informacdes devido a falta de fragmentos,
sendo observado apenas o picom/z 161. Logo a banda 5 pode ser anominila ou o
acetato de limonila, entretanto baseando-se no levanta mento bibliografico feito
para o banco de dados em que a nomilina é relatado em 13 espécies diferentes de
Citrus (sementes, raizes, caule e fruto), mas nenhuma delas sendo o C. limonia e 0

acetato de limonila tem seu relato em apenas trés espécies do qual uma delas é
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nas raizes do C. limonia, propde-se a banda 5 como o acetato de limonila. A area

dessa banda foi 2,39 vezes maior emC. limonia (Tabela 4-3).

CH, :

cH, :
o= :

e
G:(
0

Nomilina Acetato de Limonila

Figura 4-38 Estrutura dos limonoides de massa neutra 514,2202 Da referente
aom/z515,2290.
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Figura 4-39: Espectro de massas para 0 ion m/z 515,2290 de t, de 7,60 min.
encontrado nas raizes de C. sinensis (ESI, modo positivo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).

Por fim a banda 12 de t; de 10,80 min. mostrou o ion pseudomolecular
m/z327,1596. Infelizmente, ao consultar o levantamento bibliografico para
Citrus(Anexo CD) e os bancos dadas disponiveis onlinendo foi encontrado
nenhuma proposta para esse ion molecular. Esse € um fato interessante a se
retornar um estudo mais detalhado, pois pode ser algum metabdlito inédito. Essa

banda possui area 1,23 vezes maior nas raizes de C. limonia (Tabela 4-3).
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Tabela 4-3:Provaveismetabdlitos secundarios dasraizes dosCitrusevidenciados
pelo tratamento quimiométricoS-plot(ESlpositivo).

Banda | t (min) | [M+H]* Substancia PrI(\)/I(?liﬁ;réo Variago
1 5,42 263,0920 Xantoarnol C. sinensis 9,28
2 5,68 259,0966 5-Metoxiseselina C. sinensis 4,03
3 6,57 245,0820 23‘5;‘:;‘%2;‘ C. sinensis 5,30
4 7,11 245,1194 Suberenol C. limonia 1,45
5 7,60 515,2290 Acetato de limonila C. limonia 2,40
6 8,15 229,0869 Seselina C. sinensis 1,04
7 8,35 229,0869 Xantiletina C. sinensis 1,49
8 8,72 259,0973 Xantoxiletina C. limonia 4,28
9 9,60 245,1194 Ostol C. limonia 1,26
10 10,15 313,1445 Nordentatina C. limonia 2,31
11 1056 | 485,1960 Th;;“pr;‘?;isniﬁ;“ C.sinensis | 33,30
12 10,80 327,1596 Desconhecida C. limonia 1,48
13 11,47 381,2061 Clausarina C. limonia 1,23

4.3.5.2 Analises dos caules dos pés-francos no modo positivo de ionizacéo

No tratamento quimiométrico via s-plot(Figura 4-40) no modo positivo
de ionizacdo dos caules foi possivel evidenciar como mais significativos 7 bandas
cromatograficas (Figura 4-41).Asbandas cromatograficas 1, 3, 6 e 7 correspondem
aos metabolitos identificados nas raizes do C. limonia e discutidos no item anterior.
A denominagéo de cada uma e suas respectivas variagdes se encontram Tabela
4-4,
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S-Plot (Caule C sinensis = -1, Caule Climonia = 1)
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Figura 4-40: Grafico S-Plot dos caules de C. sinensis e C. limonia no modo positivo

de ionizacéo.
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Figura 4-41: Bandas cromatogréficas evidenciadas pelo grafico S-plotnas matrizes
de caule.

A analise da banda cromatogréfica 4 de t; de 8,28min.mostrou o ion
pseudomolecular m/z455,2076, assimcomo adutos de sodio (m/z 477,1893,2103) e
[2M+Na]"(m/z 931,3867),0 qual [M+H] corresponde auma diferenca de massa de -
2,85 ppm para os limonoides obacunona e deoxilimonina (Figura 4-42). O espectro
de ions produtos (Figura 4-43) dessa banda cromatografica ndo forneceu muitas
informacdes, sendo observado somentepicos deintensidades despreziveism/z 411,
m/z 427 e m/z 437,0s quais referem a perdas de CO,, CO e H,0, respectivamente,
0s quais ndo auxiliam na diferenciacdo entre os dois limonoides, os quais possuem

anéis lactonicos capazes de prover tais fragmentos. Logo a banda 4 pode ser
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aObacunona ou Deoxilimonina.A area dessa banda foi maior em 2,02 vezes maior

emC. limonia (Tabela 4-4).
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CH4
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Figura 4-42:Estrutura dos limonoides de massa neutra 454,1991 Da referente
aom/z455,2076.
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Figura 4-43: Espectro de massas para 0 ion m/z455,2076de t, de 8,28 min.
encontrado nos caules de C. limonia (ESI, modo positivo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).

A analise da banda cromatografica5 de t, de 8,91min.mostrou o ion
pseudomolecular m/z403,1393 e aduto de sédio m/z425,1216cujas diferencas de
massa foi de —1,71 ppmentre a massa experimental observada e a massa
tedricacalculadas para as flavonas hexametoxiladas nobiletina, quercetogetina e
3,5,7,8,3,4’-hexametoxiflavona (Figura 4-44).A técnica de ESI é mais branda que a
técnica de CG-EM, a qual utiliza 70 eV para fragmentar uma molécula, enquanto a
utilizada neste trabalho usou um gradiente de 25-35 eV. Com isto, ndo foram

observados ions produtos provenientes de RDA (Retro Diels-Alder) a partir do ion
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m/z 403 (Figura 4-45). Estes auxiliariam a posicionar os grupos metoxilicos nos
anéis A e B com facilidade. Contudo, foram observados fragmentos via RDA
oriundos dom/z 373que pode ter se formado pela perda de uma unidade H,C=0. A
RDA ocorrendo neste ion leva aos ions m/z 211 e m/z 163, este ultimo confirma o
anel B dimetoxilado e a auséncia de metoxila em C-3. Os ions m/z 211 e m/z 183
(oriundo do m/z 211 pela perda de CO) mostram que a perda do metanal no ion
[M+H]" para levar ao m/z373 ocorreu no anel A, confirmando o anel A totalmente
metoxilado (Esquema 4-14). Tais observacdes levam a propor a banda 5 como o
flavonoide Nobiletina que ja foi isolada antes pelo laboratério, como também
detectada via CLAE-APCI-EM e CLAE-ESI-EM em folhas e caules dessas mesmas
espécies de Citrus trabalhadas por Soares (2011) e Belleti (2013). A nobiletina teve

sua producao 1,21 vezes mais expressa nos caules de C. limonia.

Nobiletina Quercetogetina 3,5,7,8,3"4'-Hexametoxiflavona

Figura 4-44: Estrutura das flavonas polimetoxiladas de massa neutra 402,1314 Da
referente aom/z403,1393.
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Figura 4-45: Espectro de massas para o ion m/z403,1405de t, de 8,91min.
encontrado nos caules de C. limonia (ESI, modo positivo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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m/z 330

Esquema 4-14: Proposta de fragmentacao para a Nobiletina (ESI, modo positivo).

A banda 2 de t; de 7,62 min. que se mostrou relevante devido ao fato
de estar presente somente nos caules de C. sinensismostrou o0 ion
pseudomolecular m/z766,4235 e [M+Na]+ m/z788,4066,e até o dado momento ndo
pode ser identificado, ndo sendo encontrado metabdlitos com diferenca de massa
experimental e tedrica pequena que fizessem parte do perfil quimiotaxondmico
tipico do géneroCitrus. A Unica substancia com a menor diferenca de massa entre
a tedrica e a experimental (de 4,82 ppm) foi encontrada no banco de dados Metlin,
e se tratava do cetolideo Cetromicina, uma classe de metabdlito incomum na
familia Ruataceae (Figura 4-46), sendo descartada essa possibilidade para a
identidade da banda 2.

Figura 4-46: Estrutura do cetolideo Cetromicina métabolito incomum na familia
Rutaceae (765.4200 Da).
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Tabela 4-4:Provaveismetabdlitos secundarios dos caules do Citrus evidenciados
pelo tratamento quimiomeétricoS-plot (ESI positivo).

Banda t, (min) [M+H]" Substancia Prlz)/l(?liﬁ;réo Variagéo
1 515,2290 Acetato de limonila C. limonia 4,04
2 766,4235 Desconhecida C. sinensis DUE*
3 8,15 228,0792 Seselina C. sinensis 2,13
4 8,28 455,2076 Obacunona ou C. limonia 2,02
Deoxilimonina
5 8,91 403,1393 Nobiletina C. limonia 1,21
6 9,60 245,1194 Ostol C. sinensis 5,63
7 11,47 381,2061 Clausarina C. sinensis DUE*

*DUE — Detectado em uma Unica Espécie

4.3.5.3 Analises das folhas dos pés-francos no modo positivo de ionizagéo

No tratamento quimiométrico via s-plot(Figura 4-47) no modo positivo

de ionizacéo doas folhas foi possivel evidenciar como mais significativas 9 bandas

cromatograficas (Figura 4-48). Asbandas cromatograficos 3, 4, 5, 6 e 8 foram

sugeridos os metabdlitos secundarios que se encontram naTabela 4-5, os quais

foram identificados anteriormente nas raizes e caules de citros que foram

discutidos nos topicos anteriores:
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Figura 4-47: Grafico S-Plotdas folhas de C. sinensis e C. limonia no modo positivo

de ionizacéo.
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Figura 4-48: Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas matrizes
de folhas.
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A andlise da banda cromatografica 1t, de 6,85 min.mostrou o ion
pseudomolecular m/z207,0659,0 qual mostra uma diferenca de massa de apenas -
1,44 ppmem relacdo as cumarinas simples escoparona, citropteno, 7,8-
dimetoxicumarina e 6-hidroximetilherniarina (Figura 4-49). O espectro de ions
produtos (Figura 4-50) teve como pico base m/z149, se forma inicialmente pela
perda de H,CO seguida CO (Esquema 4-15).Infelizmente todas as cumarinas
provaveis podem apresentar esse perfil de fragmentagéo.Contudo a auséncia de
picos referentes a perda de H,O e o relato na literaturade 6-hidroximetilherniarina
somente em C. gradispermite descarta-la.Entretanto esse padrao de fragmentagao
pode ser assumido por qualquer uma das cumarinas
restantes,impossibilitandoatribuir uma delas a banda 1.Contudo,Soares (2011) em
seu trabalho de doutorado por técnica de CLAE-APCI-EM no modo positivo de
ionizacdo e monitorando o0 ion m/z207nas suas andlises de folhasde citros
observou apenas uma banda nestas matrizes, onde com a ajuda de CLAE-RMN
conseguia isola-la e identificar como sendo a cumarina Citropteno. Como esse
trabalho utilizou o mesmo material vegetal usado por Soares e também ao
monitorar, conclui-se que a banda 1 seja a cumarina citropteno.Ao monitorar o ion
m/z207 foi encontrada também uma banda cromatogréfica referente a esse ion no
mesmo tempo de retencdo 6,85 min (Figura 4-51). Considerando a bandal o

citropteno, este aparecel.82 vezes maior nas folhas de C. sinensis.
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Figura 4-49: Estrutura cumarinas simples de massa neutra 206,0584 Da referente
aom/z207,0659.
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Figura 4-50:Espectro de massas para o ion m/z207,0659de t, de 6,85min.
encontrado nas folhas de C. limonia (ESI, modo positivo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-15: Proposta de fragmentacao para o Citropteno (ESI, modo positivo)
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Figura 4-51: Cromatograma de massa m/z 207das folhas de C. limoniae C.
sinensis.

A analise da banda cromatografica 2 t, de 7,00 min. mostrou o ion
pseudomolecular m/z217,0504, o qual possue\ que teve uma diferenca de massa
de apenas -4,60 ppmem relacdo as furanocumarinas xantoxiletina e bergapteno
(Figura 4-52).0 espectro de ions produtos (Figura 4-53) teve como pico base
m/z174formado pela peda de CHgradicalar seguido de CO (Esquema
4-16).Contudo, tais perdas sdo muito comum nas duas furanocumarinas propostas,
e sem padrdes para comparacdo, foi feito uma busca na literatura sobre
fragmentacdes para esta estruturas a mais compativel corresponde ao bergapteno
mostrado na Figura 4-54. Vale ressaltar que 0s espectros de massas obtidos
nesse trabalho foi feito um “corte” em relagcdo aos ions a serem analisados no
espectrometro de massas, onde somente ions de m/zmaiores que 129 foram
detectados. Apesar disso foi possivel identificar com seguranca a banda e como a
cumarina bergapteno ja que a intensidade do pico m/z202 referente a cumarina
xantotoxina € menor que 10% em energias de colisdo de 40eV, enquanto que para
0 bergapteno essa intensidade e de cerca de 23% (SMITH et al., 2005) e o que foi
observado para nossas andlises foi uma intensidade de 32%, dando embasamento
a nossa proposta. O bergapteno apresentou uma producéo 2.16 vezes maior nas

folhas de C. sinensis.
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Figura 4-52: Estrutura das furanocumarinas de massa neutra 216,0422 Da
referente aom/z217,0504.
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Figura 4-53: Espectro
encontrado nas folhas
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-16: Proposta de fragmentacao para o Bergapteno(ESI, modo positivo)
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Figura 4-54: Perfis de fragmentacao das cumarinas Xantoxiletina e Bergapteno em
ESI-QTOF a 40eV no modo positivo obtidos na literatura(SMITH et al., 2005).

A andlise da banda cromatografica 7 de t; de 8,79 min.mostrou o ion
pseudomolecular m/z343,1188 com diferenca de massa de -3,78 ppmentre aquelas
tedricascalculadas para as flavonas tetrametoxiladas 6-Demetoxitangeretina e
5,6,7,4-Tetrametoxiflavona (Figura 4-55). O espectro de massas de ions(Figura
4-56) produtos do ion pseudomolecular m/z343,1188 n&do mostroupicos
caracteristicos de fragmentagbes do tipo RDA direto desse ion
pseudomolecular.Entretanto foram observados fragmentos de RDA em m/z 131 e
m/z 181, provenientes do pico base de m/z313 formado pela perda de metanal. O
pico de m/z181 indica ainda que a perda de metoxila do flavonoide se deu no anel
A, além do que esse pico leva ao m/z153 por perda de CO caracterizando o anel A
de ambas as flavonas propostas.Foi observado também picos referentes a perda
inicial de CH,4 que leva a formacdo do grupo metilenodiéxi e seus subsequentes
fragmentos, entretanto como as ambas as flavonas possuem metoxilas com
posicionamento proximos, ndo foi possivel diferencia-las por essa perda, como
pode ser visto na proposta de fragmentacdo da 6-Demetoxitangeretina no
Esquema 4-17.Com isso nao foi possivel propor qual das duas flavonas referem-se
a banda 7.Ambas as flavonas sdo encontradas nas folhas deC. sinensis segundo
nosso levantamento (Anexo CD), ndo contribuindo para a identificacdo da banda 7,

a qual aparece2,94 vezes maior nas folhas de C. limonia.
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Figura 4-55: Estrutura das flavonas tetrametoxilados de massa neutra 342,1103
Da referente aom/z343,1188.
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Figura 4-56: Espectro de massas para o ion m/z343,1188.de t; de 8,79 min.
encontrado nas folhas de C. limonia (ESI, modo positivo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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m/z 267 m'z 282

Esquema 4-17. Proposta de fragmentacdo para o 6-Demetoxitangeretina(ESI,
modo positivo)

A banda 9 de t. de 10,45 min. mostrou uma diferenca relevante de
concentragdo nas folhas de C. sinensis, sendo 7,64 vezes mais biossintetizada
nessa que em C. limonia.Oion pseudomolecular m/z277,2170 correspondente a
essa banda até o dado momento ndo pode ser identificado, ndo sendo encontrado
metabdlitos com diferenca de massa experimental e tedrica pequena que fizessem
parte do perfil quimiotaxonémico tipico do géneroCitrus. As substancias com
diferenca de massa entre a tedrica e a experimental pequenas eram acidos graxos
com duas ligacdes triplas em diferentes pontos de suas cadeias alquilicas, ndo
sendo cabivel de deteccédo nesse trabalho devido ao fato dos extratos trabalhados
serem hidroalcoolicos, e a fonte de ionizacdo de ESI néo ser eficiente na ionizagao
de compostos com baixo grau de polaridade, logo foi descartada essa possibilidade

para a identidade da banda 9.
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Tabela 4-5: Provaveis metabdlitos secundarios das folhas do Citrus evidenciados
pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI positivo).

. + ~ . |\/|ai0r Varia ao
Banda t, (min) [M+H] Substancia Produgao ¢
1 6,85 207,0659 Citropeteno C. sinensis 1,82
2 7,00 217,0504 Bergapteno C. sinensis 2,16
3 7,60 515,2290 Acetato de limonila C. sinensis 1,60
4 8,15 229,0869 Seselina C. limonia 4.61
5 8,28 455,2076 Obacunona ou C. sinensis 434
Deoxilimonina
6 8,35 229,0869 Xantiletina C. limonia 1,69
6-Demetoxitangeretina
7 8,79 343,1188 ou 5,6,7,4'- C. limonia 2,94
Tetrametoxiflavona
8 8,91 403,1393 Nobiletina C. limonia 1,13
9 10,45 277,2170 Desconhecida C. sinensis 7,64

4.3.6 Analises discriminantes dos biomarcadores via S-plot dos pés francos
das anélises no modo negativo de ionizacao

4.3.6.1 Analises das raizes dos pés-francos no modo negativo de ionizacéo

No tratamento quimiométrico via s-plot(Figura 4-57) no modo
negativo de ionizag&o das raizes dos pés francos foi possivel evidenciar como mais
significativas 15 bandas cromatograficas (Figura 4-58). As bandas
cromatograficas 10 e 15s80 as mesmas encontrados nas andlises feitas entre as
raizes dos pés francos no modo positivo, onde foram discutidos na secdo 4.3.5

(pagina 65) e os respectivos metabdlitos secundarios se encontram naTabela 4-6.

5-Plot (Raizes C limonia = -1, Raizes C sinensis = 1)

Pcorm) [P (Correladon)
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Figura 4-57: Grafico S-Plot das raizes de C. sinensis e C. limonia no modo
negativo de ionizacao.
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Figura 4-58: Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas matrizes
das raizes.
A analise da banda cromatogréfica 1de t; de 6,01min. mostrou o ion

pseudomolecular m/z247,0977,para o qual qual ndo foi encontrado metabdlito com
massa proxima no banco de dados feito para esse trabalho, contudo uma busca no
banco METLIN foi encontrado para esse ion o fenilpropanoide cafeoato de prenila,
0 qual apresentou um erro de -0,40 ppm entre a massa experimental observada e a
tedrica calculada (Figura 4-59). No espectro de massas de ions produtos (Figura
4-60) foi observado o aduto [M+Na-2H] de m/z269,0793 e picos intensos de
m/z203, oriundo da perda de diéxido de carbono, em/z 187 referente a perda de
metano a partir dom/z203 (Esquema 4-18). O cafeoato de prenila foi detectado
somente nas raizes de C. sinensise nao foi isolado anteriormente no laboratério de
PN da UFSCar, como também nao ha relatos dele em espécies de Citrus, contudo
como sendo um composto proveniente do acido cinAmico com uma unidade de
prenila que séo precursores basicos da maioria dos metabdlitos de Citrus a sua
deteccdo nas raizes dessa ndo seria um fato incomum, pois como foi discutido na
introducdo as espécies abrigadas na familia Rutaceae tem uma caracteristica
marcante em produzir metabdlitos com precursores de diferentes rotas

biossintéticas.
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Figura 4-59: Estrutura Cafeoato de prenila de massa neutra 248,1048Da referente
aom/z247,0977.
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Figura 4-60: Espectro de massas para 0 ion m/z247,0977de t, de 6,01 min.
encontrado nas raizes de C. sinensis (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-18: Proposta de fragmentacédo para o cafeoato de prenila(ESI, modo
negativo)
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A analise da banda cromatogréfica 2 de t; de 6,94min.mostrou o ion
pseudomolecular m/z316,0819,0 qual mostra uma diferenca de massa de apenas
2,53 ppm para os alcaloides acriddnicos citruscridona e citramina (Figura 4-61).
Tanto no espectro do ion molecular quanto no espectro de ions produtos (Figura
4-62) foi observado o pico m/z301, oriundo da perda do radical CHz da amina,
sendo esta comumente observado entre esses alcaloides.O radical formado pode
ser estabilizado por conjugacdo ao longo dos dois anéis aromaticos da molécula.
Outro pico presente nos dois espectros foi m/z286 proveniente da perda de
metanal referente a grupo metoxilico. A identidade das moléculas como alcaloides
acridonicosN-metiladosfoi evidenciada pela perda de HNCH; (29 Da) que foram
observadas através dos picos m/z287 e m/z257 (Esquema 4-19). Apesar de todas
essas observacfGes nao foi possivel identificar qual dos dois alcaloides seria a
banda 2, pois estes podem apresentar 0 mesmo padrédo de fragmentacédo.Nao foi
encontrado na literatura dados espectrométricos de fragmentacao via ESI negativo
e nem dispomos de padrdes, logo ndo foi possivel atribuir um desses dois
alcaloides a banda 2. Esta banda apresentou uma producédo 3,66 vezes maior nas

raizes de C. limonia(Tabela 4-6).
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0 OH
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"CH, 0.
CH,
N OH
| i HO r\|1 OH
OH CH,
"CH, CHa

C O

HaC™

Citruscridona Citramina

Figura 4-61: Estrutura do alcaloide acridénico de massa neutra 317,0899
Da referente aom/z316,0819.
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Figura 4-62: Espectro de massas para o ion m/z316,0819 de t, de 6,94 min.
encontrado nas raizes de C. limonia (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-19: Proposta de fragmentacao para a citramina(ESI, modo negativo)
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A analise da banda cromatogréfica 4de t, de 8,14min. mostrou o ion
pseudomolecular m/z242,1187,para o0 qual ndo foi encontrado metabdlito com
massa préxima no banco de dados feito para esse trabalho, contudo uma busca no
banco METLIN foi encontrado alguns alcaloides para esse ion, contudo o que mais
se adequava ao perfil quimiotaxonémico deCitrus foi o furanoquinolinico lemobilina,
que apresentou um erro de 0 ppm entre a massa experimental observada e a
massa teodrica calculada (Figura 4-63). No espectro de massas de ions produtos
(Figura 4-64) o pico base de m/z227 formado pela da perda comum do radical
CHs. Foi observado também o pico m/z187 proveniente da perda de 27 Da do
fragmento HCN,o qual corrobora com a proposta do alcaloide N-metilado
(Esquema 4-20)

0 CH,
CH,4
. | 0 CH4
eH,
Lemobilina

Figura 4-63: Estrutura do alcaloide furanoquinolinico de massa neutra 243,1259
Da referente aom/z 242,1187.
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Figura 4-64: Espectro de massas para o ion m/z 242,1187 de t, de 8,14 min.
encontrado nas raizes de C. limonia (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-20: Proposta de fragmentacéao para o lemobilina (ESI, modo negativo)

A andlise da banda cromatogréafica 5de t; de 8,21 min.mostrou o ion
pseudomolecular m/z300,0878, o qual mostra uma diferenca de massa de apenas
0 ppmpara os alcaloides acridénicos citpressina |, grandisina I, grandisina I, 5-
hidroxiaborinina, citrusina | e natsucitrina Il (Figura 4-65). Tanto no espectro do ion
molecular quanto no de ions produtos (Figura 4-66) foi observado o pico m/z286,
oriundo da perda do radical CH3 da amina. Outro pico presente nos dois espectros
foi m/z270 proveniente da perda de metanal referente ao grupo metoxilico da
molécula.A identidade das moléculas como alcaloides acridénicos N-metilados foi
evidenciada pela perda comum de 29 Da observadas através dos picos m/z271 e
m/z198 (Esquema 4-21).A perda de 29 Da eliminou a possibilidade de ser o
alcaloide natsucitrina Il como a substancia referente a banda 6. A auséncia de
picos referentes a perda de 16 Da (CH4), 0 que é muito comum em estruturas
guimicas que possuem dois grupos metoxilicos préximos, levando a formacédo do
grupo metilenodiéxi (no caso da citpressina | levaria a formacdo do metileno ligado
aos heteroatomos O e N) permite propor a identidade da banda 5 como sendo o
alcaloide Grandisina I.Este alcaloide apresentou uma producdo 3,17 vezes maior

nas raizes de C. limonia(Tabela 4-6).
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Figura 4-65: Estrutura dos alcaloides acridénicos de massa neutra 301,0950 Da
referente aom/z300,0878.
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Figura 4-66: Espectro de massas para o ion m/z 300, 0878 de t, de 8,21 min.
encontrado nas raizes de C. limonia (ESI, modo negativo). Espectro de ions

produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-21: Proposta de fragmentacao para a grandisina I(ESI, modo negativo)

A analise da banda cromatogréafica 7 de t; de 8,70min.mostrou o ion
pseudomolecular m/z229,0867,0 qual possui uma diferenca de massa de 1,30 ppm
para as cumarinas preniladas 7-demetoxisuberosina e ostenol (Figura 4-67). No
espectro de massas de ions produtos (Figura 4-68) foi observado a perda
deCHjda unidade C-5 levando ao m/z213, e este ultimo perdendo aleno neutro ou
radicalar levou aos ionsm/z173 e 174, respectivamente, apoés isso a perda de CO e
CO,também foi observado (Esquema 4-22). Essas perdas sdo comuns para as
duas cumarinas nao permitindo diferencia-las.Nao foi encontrado na literatura
dados de fragmentacdo para essas cumarinas por ESI no modo negativo, assim a
banda 7 ndo pode ser devidamente identificada. Uma dessas duas cumarinas foi
detectada com concentragfes 2,94 vezes maior nas raizes de C. limonia(Tabela
4-6).
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Figura 4-67. Estrutura as cumarinas preniladas de massa neutra 230,0942 Da
referente aom/z229,0867.
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Figura 4-68: Espectro de massas para o ion m/z229,0867 de t. de 8,70 min.
encontrado nas raizes de C. limonia (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-22: Proposta de fragmentacdo para a 7-Demetdxisuberosina(ESI,
modo negativo)
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A andlise da banda cromatografica 8 de t, de 9,34 min.mostrou o ion
pseudomolecular m/z338,1035,0 qual mostrou uma diferenca de massa de -0,29
ppmpara os alcaloides acridénicos citracridona Il e alcool 5-hidroxinoracrinocina
(Figura 4-69)cNo espectro de massas de ions produtos (Figura 4-70) foi
observado o pico base m/z308, oriundo da perda de o que sO6 podeocorrer no
alcaloide alcool 5-hidroxinoracrinocina (Esquema 4-23).0s picos m/z309 e m/z227
gue séo provenientes da perda de HCNH, e HCN, respectivamente, confirmando a
proposta do alcaloide acridonico N-metilado. Esta banda, ou seja, alcool 5-
hidréxinoracrinocina foi detectado4,89vezes mais nas raizes de C. limonia(Tabela
4-6).

Citracridona lll

Alcool 5-hidroxinoracrinocina

Figura 4-69: Estrutura do alcaloide acriddnico de massa neutra 339,1106 Da
referente aom/z 338,1035.
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Figura 4-70: Espectro de massas para o0 ion m/z 338,1035 de t; de 9,34 min.
encontrado nas raizes de C. limonia (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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7N HO = 0
C

m'z 280
Esquema  4-23: Proposta de fragmentacdo para o  alcool 5-
hidroxinoracrinocina(ESI, modo negativo)

A andlise da banda cromatografica 11de t, de 10,44min. mostrou o ion
pseudomolecular m/z339,1470,para o qual ndo foi encontradometabdlitode massa
proxima no banco de dados feito para esse trabalho, contudo uma busca no banco
METLIN foi encontrado para esse ion o alcaloide acridénico evoprenina,no qual
apresentou um erro de 0,59 ppm entre a massa experimental observada e a teérica
calculada (Figura 4-71). No espectro de massas de ions produtos (Figura 4-72) foi
observado o pico base m/z303, oriundo da perda de metanal.Os picos m/z309 e
m/z311 provenientes da perda de HCNH, e HCN (Esquema 4-24), respectivamente
reforcam a proposta de alcaloide. A evopronina foi detectada nas raizes de C.
sinensise nao foi ainda relatada na literatura em espécies de Citrus,ha relato deste
em cascas da espécie Euodia alata(=Evodia alata)(DIMENT; RITCHIE; TAYLOR,
1967), uma espécie pertencente a familia Rutaceae. Apesar de nunca ter sido
relatado no género Citrus, esse alcaloide é quimiotaxonomicamente possivel de ser
biossintetizados pelo género, o qualé proveniente do acido antranilico, precursor

dos alcaloides acridénicos, comum em Citrus.
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Figura 4-71: Estrutura do alcaloide acridénico de massa neutra 339,1470 Da

referente aom/z 338,1396.
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Figura 4-72: Espectro de massas para o ion m/z338,1396de t. de 10,44min.
encontrado nas raizes de C.sinensis (ESI, modo negativo). Espectro de ions

produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-24: Proposta de fragmentacao para a evoprenina(ESI, modo negativo)
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A analise da banda cromatografica 12de t; de 10,46min.mostrou o ion
pseudomolecularm/z335,0919, o qual mostrou ser referente a uma perda prévia de
H,O da molécula, o que foi confirmado pela presenca do pico m/z353 de baixa
intensidade. Na busca no banco de dados feito para esse trabalho esse pico foi
relacionado com o flavananol yukovanol que apresentou uma diferenca de massa
de -1,55 ppmentre a massa experimental [M-H,O-H] observada e a tedrica
calculada (Figura 4-73). A proposicao de que o pico m/z335,0919 era oriundo de
uma previa perda de agua foi embasada pela presenca do pico m/z311, tanto no
espectro de ion molecular quanto dos ions produtos (Figura 4-74), o que se forma
pela perda da unidade isopropil (42 Da) apos a abertura do anel pirano e retendo a
tendo a hidroxila em C-3.0s picos caracteristos da RDA foram observadossomente
apos a perda de agua, sendo eles m/z217 e m/z117. O pico de m/z217 confirmou a
posicdo do anel piranico no anel flavonico A, sendo também corroborada essa
proposta pela perda de COlevando ao fragmentom/z173 (Esquema 4-25 e
Esquema 4-26).Esse foi detectado apenas nas raizes C. limoniaevale ressaltar que
o laboratério de PN ja isolou esse flavonoide em sua forma de flavona, o que
levanta ao questionamento se o que foi isolado antes pelo grupo ndo seria um

artefato formado durante o processo de extragéao.

Yukovanol

Figura 4-73:Estrutura do flavonanol de massa neutra 354,1103 Da referente ao[M-
H,0-H] m/z335,09109.
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Figura 4-74: Espectro de massas para o ion m/z335,0919 de t, de 10,46 min.
encontrado nas raizes de C. limonia (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-25: Proposta de fragmentacao para o yukovanol(ESI, modo negativo)
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Esquema 4-26: Detalhes do mecanismo da perda de CO, a partir do pico m/z227

A analise da banda cromatografica 13 de t, de 10,57min.mostrou o ion
pseudomolecular m/z368,1508,0 qual mostrou uma diferenca de massa de — 1,08
ppm para um unico alcaloide acriddnico: grandisinina (Figura 4-75).No espectro de
massas de ions produtos (Figura 4-76) foi observado o pico base m/z338 oriundo
da perda de metanal.O picom/z399 que € proveniente da perda de
HCNHy(comumente  observado  em N-Me) e seus subsequentes
fragmentos(Esquema 4-27) reforcam a proposta do alcaloide grandisinina, o qual

foi detectadosomente nas raizes de C. sinensis(Tabela 4-6).

Grandisinina

Figura 4-75: Estrutura do alcaloide acridbnico de massa neutra 369,1576 Da
referente aom/z368,1508.
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Figura 4-76: Espectro de massas para o ion m/z368,1508 de t; de 10,57 min.
encontrado nas raizes de C. limonia (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).

mz213

mz 227
Esquema 4-27: Proposta de fragmentacdo para a grandisinina(ESI, modo
negativo)
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A analise da banda cromatografica 14de t; de 10,75min.mostrou o ion
pseudomolecularm/z407,1866,0 qualna busca no banco de dados feito para esse
trabalho foi relacionadoa flavanona lanchocarpol A,a qual mostra uma diferenca de
massa de — 0,49 ppm entre a experimental observada e a tedrica calculada (Figura
4-77). Noespectro de ions produtos o pico base m/z117 que refere-se com a
fragmentacdo via RDA, o qua € constituido pelo anel B possuindo um unico
substituinte, o grupo hidroxila.O segundo fragmento via RDA,m/z287 confirmou a
posicdo do dois grupos prenilas e duas hidroxilas no anel flavbnico A. A posigcéo
dos grupos prenilas no anel A foi corroborado ainda pela presenca dos picos
menos intensos de m/z219, m/z201 e m/z133formados como mostrado no
Esquema 4-28. Esse flavanona apresentou uma producado 7,02 vezes maior nas
raizes deC. limonia(Tabela 4-6).0 laborat6rio de PN da UFSCar isolou um derivado
de lanchocarpolA, a eritrilsenegalona (Pagina 19), em que o prenil da na posicéo 8

se encontra ciclizado com a hidroxila na posi¢cdo 7 formando uma anel furanico.

OH

CH, OH

Lanchocarpol A

Figura 4-77: Estrutura da flavanona de massa neutra 408,1936 Da referente
aom/z407,1866.
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Figura 4-78: Espectro de massas para o ion m/z407,1866 de t, de 10,75 min.
encontrado nas raizes de C. limonia (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-28: Proposta de fragmentacdo para o lanchocarpol A(ESI, modo
negativo)

As bandas 3, 6e 9ndo foram identificadas até o dado momento porque
as substancias com diferenca de massa teodrica e experimental pequena
encontradas nos bancos de dados da literatura ndo correspondiam ao perfil

guimiotaxondmico de espécies da familia Rutaceae.
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Tabela 4-6: Provaveis metabdlitos secundarios das raizesdo Citrus evidenciados
pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI negativo).

Banda | t, (min) [M-H] Substancia PrI(\)/Igliﬁ;réo Variagao
1 6,01 247,0977 Cafeoato de prenila C. sinensis DUE*
2 6,94 316,0819 Citruscridona ou C. limonia 3,66

Citramina

3 7,81 988,2899 Desconhecida C. limonia 2,69
4 8,14 242,1187 Lemobilina C. sinensis DUE*
5 8,21 300,0878 Grandisina | C. limonia 3,17
6 8,55 192,1017 Desconhecida C. limonia 3,80
7 8,70 2200867 | o O%CNOIOUT | ¢ jimonia 2,94
8 9,34 338,035 | . A%> | Cllimonia 4,89

9,49 339,11346 Desconhecida C. sinensis DUE*
10 10,15 311,1291 Nordentatina C. limonia 2,2
11 10,44 338,1396 Evoprenina C. sinensis DUE*
12 10,46 335,0919” Yukovanol C. limonia DUE*
13 10,57 368,1508 Grandisinina C. sinensis DUE*
14 10,75 407,1866 Lanchocarpol A C. limonia 7,02
15 11,47 379,1911 Clausarina C. limonia 1,19

*DUE — Detectado em uma Unica Espécie

** - Pico molecular [M-H,O-H]

4.3.6.2 Analises dos caules dos pés-francos no modo negativo de ionizacao

No tratamento quimiométrico via s-plot(Figura 4-79) no modo
negativo de ionizacdo dos caules dos pés francos foi possivel evidenciar como
mais significativas 13 bandas cromatograficas (Figura 4-80). As bandas
cromatograficas 3, 4, 6, 8, 9, 11 e 12 sdo as mesmas encontradas nas analises
feitas entre as raizes dos pés francos no modo positivo e negativo, onde foram
discutidos na secdo 4.3.5 e 4.3.6 (paginas65 e 103) cujos metabdlitos secundarios

encontram-se naTabela 4-7.
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Figura 4-79: Gréfico S-Plot dos caules de C. sinensis e C. limonia no modo
negativo de ionizagéo.
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Figura 4-80: Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas matrizes
dos caules.

A analise da banda cromatografica 1de t; de 3,83min.mostrou o0 ion
pseudomolecularm/z593,1506, o qual na busca no banco de dados feito para esse
trabalho foi relacionadoas flavonas glicosiladas vicenina-2; apigenina-3,6-di-C-
glucosideo; apigenina-3,8-di-C-glucosideo;luteolina-7-O-rutinosideo; luteolina-7-O-
neohesperidosideo; kaempferol-3-O-rutinosideoe kaempferol-7-O-rutinosideo, as
quais apresentaram uma diferenca de massa de 1,11 ppm entre a experimental
observada e a tedrica calculada (Figura 4-81).No espectro do ion molecular e no
de ions produtos (Figura 4-82) foramobservadas perdas de 120 e 90 Da

(Esquema 4-29) tipicas de flavonoides C-glicosilados. Estes normalmente néo
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sofrem a perda direta da unidade de agucar comoos

flavonoides (Figura 4-83).

Através dessa caracteristica de fragmentacdo foi descartada a possibilidade de

serem os flavonoides O-glicosilados para a banda 1

. Contudo, ndo foi possivel

propor entre os flavonoides C-glicosilados qual corresponderia & banda 1, pois ndo

foi

observado fragmentos de RDA que pudesse diferenciar a vicenina-2 das

apigeninas.Além das fragmentacdes caracteristicas de C-glicosil, foram observados
fragmentos formados pela perda de CO (Esquema 4-29).A producédo de um desses

flavonoides foi 4,69 vezes maiores nos caules de C. sinensis(Tabela 4-7).
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Figura 4-81:Estrutura das flavonas glicosiladas de massa neutra 594,1584 Da

referente aom/z593,1506.
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Figura 4-82: Espectro de massas para o ion m/z593,1506de t, de 3,83min.

encontrado nos caules de C. limonia (ESI,
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Figura 4-83FragmentacOes caracteristicas de flavonoides C-glicosilados e O-
glicosilados (BELLETE, 2014).
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Esquema 4-29 Proposta de fragmentacédo para a vicenina-2(ESI, modo negativo)

A andlise da banda cromatografica 2de t. de 6,27min.mostrou o ion
pseudomolecularm/z245,0819,0 qual na busca no banco de dados feito para esse
trabalho foi relacionadoas cumarinas hassanona, 7-demetilisotamarinae 7-hidréxi-

5-preniloxicumarina, as quais apresentaram uma diferenca de massa de 0,40 ppm
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entre a experimental observada e a teérica calculada (Figura 4-84).No espectro de
massas de ions produtos (Figura 4-85) nao foi observado picos referentes a perda
de 30 Da (metanal),oriundo de uma metoxila,oriundos do fragmento metanal, desta
maneira foi descartada a possibilidade de ser a cumarina hassanona. A presenca
do pico m/z227 oriundo da perda de agua levou a propor a identidade da banda 2
como sendo a cumarina 7-demetilisotamarina, pois esta é a U(nica com
possibilidade de perder 18Da inicialmente, como pode ser visto no(Esquema
4-30).Esta cumarina apresentou uma producdo 1,35vezes maior nas raizes de

C.sinensis(Tabela 4-7).
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3 HO 3 xo 0 0
OH
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HO O/LO H-C CH oL
3 2 CH3
7-Hidréxi-5-preniléxicumarina 7-Demetilisotamarina Hassanona

Figura 4-84:Estrutura da cumarina de massa neutra 246,0892 Da referente
aom/z245,0819.
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Figura 4-85: Espectro de massas para o ion m/z245,0819 de t, de 6,27 min.
encontrado nos caules de C. limonia (ESI, modo negativo). Espectro de ions

produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-30 Proposta de fragmentacédo para a 7-demetilisotamarina(ESI, modo
negativo)

A andlise da banda cromatografica 7de t, de 10,05min.mostrou o ion
pseudomolecularm/z423,1809,0 qual na busca no banco de dados feito para esse
trabalho foi relacionadoao Unico limonoide citriolideo-A, o qual mostrauma
diferenca de massa de 0,95 ppm entre a experimental observada e a teorica
calculada (Figura 4-86).0 espectro de ions produtos (Figura 4-87) dessa banda
cromatograficando forneceu muitas informacdes sobre a molécula devido falta de
fragmentos.Foram observados picos de intensidade muito baixa pra serem
atribuidos de forma segura provenientes do ion molecular. Assim, até o dado
momento sugere-se para a banda 7 o limonoide citriolideo-A,o0 qual foi detectado

somente nos caules de C.sinensis(Tabela 4-7).

Citriolideo A

Figura 4-86 Estrutura do limonoide de massa neutra 424,1885 Da referente
aom/z423,1809.
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Figura 4-87: Espectro de massas para o ion m/z423,1809 de t. de 10,05min.
encontrado nos caules de C. sinensis (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).

Para as bandas 5,e 13nao foi encontrada nenhuma proposta no
banco de dados correspondentes as suas respetivas massas de m/z820,4706 e
m/z946,6685. A banda 10possui a mesma massa acurada do Flavonoide
yukovanol, o qual foi discutido anteriormente, o que indica que ser um isémero
deste, entretanto seu padrdo de fragmentacdo ndo se assemelha ao deste
flavonoide. No banco de dados da literatura foi encontrada algumas estruturas de
lignanas que poderiam ser correlacionadas com essa banda, contudo até o
momento as fragmentac¢des possiveis para uma lignana ndo foram encontradas no

espectro de ion produtos.
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Tabela 4-7: Provaveis metabdlitos secundarios dos caules do Citrus evidenciados
pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI negativo).

Banda | t, (min) [M-H] Substancia PrI(\)/Igliﬁ;réo Variagao
1 3,83 593,1506 FCG*** C. sinensis 4,69
2 6,27 245,0819 Demetilis7o_tamarina C. sinensis 1,35
3 7,62 764,4077 Desconhecida C. sinensis DUE*
4 7,81 988,2899 Desconhecida C. limonia 2,22
5 8,91 820.4706 Desconhecida C. limonia DUE*
6 9,34 338,1035 | . dréxﬂg?;’(':ﬁéocina C. limonia DUE*
7 10,05 423,1809 Citriolideo-A C. sinensis DUE*
8 10,15 311,1291 Nordentatina C. sinensis 5,52
9 10,46 335,0919" Yukovanol C. limonia DUE*
10 10,60 407,1862 Desconhecida C. sinensis DUE*
11 10,75 407,1866 Lanchocarpol A C. limonia DUE*
12 11,47 379,1911 Clausarina C. sinensis 9,5
13 11,94 946,6685 Desconhecida C. sinensis DUE*

*DUE - Detectado em uma Unica Espécie

** - Pico molecular [M-H,0O-H]

FCG***(Flavonoide C-Glicosilado) - Vicenina-2; Apigenina-3,6-di-C-glucosideo; Apigenina-3,8-
di-C-glucosideo

4.3.6.3 Analises das folhas dos pés-francos no modo negativo de ionizagéo

No tratamento quimiométrico via s-plot(Figura 4-88) no modo
negativo de ionizacdo das folhas dos pés francos foi possivel evidenciar como mais
significativas 9 bandas cromatograficas(Figura 4-89). A banda cromatogréficas 1,
devido ao maior numero de fragmentos obtidos no modo positivo de ionizacao foi
discutida na secdo 4.3.10 (paginas 156) e a substancia proposta se encontra
naTabela 4-8.
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S-Plot (Folha Climonia = -1, Folha C sinensis = 1)
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Figura 4-88: Grafico S-Plot das folhas de C. sinensis e C. Ilmonla no modo
negativo de ionizagéo.
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Figura 4-89: Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas matrizes
das folhas.

A analise da banda cromatogréfica 2de t, de 7,67 min.mostrou o ion
pseudomolecularm/z531,2225,0 qualbusca no banco de dados feito para esse
trabalho foi relacionadoaos limonoides &cido nomilinico, citrusina e nomilinoato, os
guais possuem uma diferenca de massa de ppm entre a experimental observada e
a teodrica calculada (Figura 4-90).0 limonoide nomilinoato foi descartado como
sendo referente a banda 2, porque se trata de uma molécula instavel e seu
processo de extracdo eseparacdoutiliza protocolos com uso de solucdes
tamponadas com fosfato de potassio (pH=8), afim de evitar sua ciclizacdo no anel
A(ZUKAS et al, 2004).No espectro de ions produtos (Figura 4-91) dessa banda

131



cromatografica foi observado apenas perdas de acetona (58 Da), CO, (44 Da),

CH3COOH (60 Da) e de 42 Da que devido a estrutura da molécula poderia ser

CH,=C=CH, ou CH,=CO, os quais podem ocorrer em qualquer uma das moléculas

encontradas no banco de dados para esse pseudo ion molecular (Esquema

4-31).A producdo de um desses metabdlito referente a banda 2 foi 10,11 vezes

maior nas folhas de C. sinensis(Tabela 4-8).

HO

HC

CHz

Acido Nomilinico

Citrusina

Nomilinoato

Figura 4-90 Estrutura dos limonoides de massa neutra 532,2308 Da referente

aom/z531,2225.
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Figura 4-91: Espectro de massas para o ion m/z531,2225 de t, de 7,67 min.
encontrado nas folhas de C. sinensis (ESI, modo negativo). Espectro de ions

produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-31 Proposta de fragmentacdo para o Acido nomilinico (ESI, modo
negativo)

A andlise da banda cromatografica 3 de t, de 8,09min. mostrou o ion
pseudomolecularde m/z313,0717,0 qual na busca no banco de dados feito para
esse trabalho foi relacionadoas flavonas 5,4’-diidroxi-7,8-dimetoxiflavona e 3,6-
dimetoxi-5,7-diidroxiflavonaque mostram uma diferenca de0,31 ppm entre a
experimental observada e a massa teérica calculada (Figura 4-92). A analise do
espectro dos ions produtos (Figura 4-93) forneceu informacdes de que o Anel B se
encontrava monossubstituido pela formacdo do pico m/z117,derivado de pico
m/z269 eliminando, assim, a possibilidade de ser a flavona 3,6-Dimetoxi-5,7-
diidréxiflavona. Apesar de nao ter sido encontrado picos referentes a
fragmentacdes do tipo RDA, ficou evidente que o anel A se encontrada
trissubstituido pela formac&o do pico m/z163, o qual se formaatravés da clivagem
de retrocilizagdo do anel C,0 que é muito comum em flavonoides 4’-hidroxilados
(Esquema 4-32).A perda de CH,4 a partir do ion molecular forneceu evidencias de

gue o flavonoide possuia metoxilas em posi¢cdes vizinha. A producdo desse
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flavonoide foi mais pronunciada nas folhas de C. limoniasendo 4,37 vezes maior
nesta (Tabela 4-8).

O

OH

5,4’-Diidroxi-7,8-dimetoxiflavona 3,6-Dimetdxi-5,7-diidroxiflavona

Figura 4-92 Estrutura flavona de massa neutra 314,0790 Da referente
aom/z313,0717.
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Figura 4-93: Espectro de massas para o ion m/z313,0717 de t. de 8,09 min.
encontrado nas folhas de C. limonia(ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-32 Proposta de fragmentacéo para a 5,4’-diidréxi-7,8-dimetoxiflavona
(ESI, modo negativo)

A andlise da banda cromatografica 4 de t, de 8,65min. mostrou o ion
pseudomolecularde m/z343,0819, o qual na busca no banco de dados feito para
esse trabalho foi relacionadoaflavona xantomicrol que apresentou uma diferenca de
massa de 1,45 ppm entre a experimental observada e a tedrica calculada (Figura
4-94). Apesar de ter sido encontrada somente essa flavona no banco de dados
poderia haver a possibilidade de outro tipo posicionamento dos substituintes no
esqueleto flavénico, contudo a analise do espectro dos ions produtos (Figura
4-95)forneceu informacdes de que o Anel B se encontrava monossubstituido pela
formagdo do pico m/z117a partir do m/z299. Apesar de nao ter sido encontrado
picos referentes a fragmentagOes do tipo RDA, ficou evidente que o anel A se
encontrada todo substituido pela formacédo do pico m/z193 que foi formado pela
previa perda de metanalm/z313.A formacdo de m/z177 oriundo de m/z193 pela
perda de CH4(Esquema 4-33) forneceu evidencias de que o flavonoide possuia

metoxilas em posi¢des vizinhas que permitiram esse tipo de perda com a formacéao
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do grupo metilenodioxi. A producdo desse flavonoide foi mais pronunciada nas

folhas de C. sinensissendo 1,19 vezes maior nesta (Tabela 4-8).

O

OH

Xantomicrol

Figura 4-94Estrutura flavona polimetoxilada de massa neutra 344,0896 Da
referente aom/z343,08109.
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Figura 4-95: Espectro de massas para o ion m/z343,0819 de t. de 8,65 min.
encontrado nas folhas de C. sinensis (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-33 Proposta de fragmentacéo para o xantomicrol (ESI, modo negativo)

A andlise da banda cromatografica 5 de t; de 8,76min. mostrou o ion
pseudomolecularde m/z373,0923,0 qual na busca no banco de dados feito para
esse trabalho foi relacionadoas flavonas tymusina e isotymusina que apresentaram
uma diferenca de massa de 1,60 ppm entre a experimental observada e a tedrica
calculada (Figura 4-96). A analise do espectro dos ions produtos (Figura 4-97)
forneceu informacgBes de que o Anel B se encontrava dissubstituido pela formacéo
do pico m/z147 proveniente da fragmentacdo via RDA,o0 qual sofreu prévias perdas
de 15 e 30 Da (CHsz e H,CO). Também ficou evidente que o anel A era
tetrassubstituido a partir dessa mesma sequencia de fragmentacédo levando ao pico
m/z180, assim como pela presenca do pico m/z193formado pela clivagem de
retrociclizacdo do anel Ca partir do fragmento de m/z343 (Esquema 4-34). Essa
fragmentacdo de retrociclizagdo também forneceu evidencias da posicdo da

hidroxila no anel B, onde esse tipo de fragmentacao é favorecido em flavonoides 4’-
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substituidos com hidroxila, onde experimentos marcados com deutérios indicaram
que a ion anibnico para essa fragmentacgao € formado na hidroxila na posi¢éo 4’ do
anel B do flavonoide (MCNAB et al., 2009). Baseados nessas evidencias e
fragmentos propde-se que a banda 5 seja o flavonoide Isotymusina. A producao
desse flavonoide foi mais pronunciada nas folhas de C. sinensissendo 1,22 vezes

maior nesta (Tabela 4-8).

O
OH OH ©

Isotymusina Tymusina

Figura 4-96 Estrutura flavona polimetoxilada de massa neutra 374,1001 Da
referente aom/z373,0923.
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Figura 4-97: Espectro de massas para o ion m/z373,0923 de t. de 8,76 min.
encontrado nas folhas de C. sinensis (ESI, modo negativo). Espectro de ions
produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Es:quema 4-34: Proposta de fragmentacdo para o Isotymusina (ESI, modo
negativo)

As bandas de 6 a 9 que apresentaram baixa diferenca de massa entre
a tedrica e a experimental eram acidos graxos de baixa polaridade, ndo sendo
cabivel de deteccdo nesse estudo devido ao fato dos extratos trabalhados nesse
trabalho serem hidroalcdolicos e a fonte de ionizacdo de ESI ndo ser eficiente na

ionizacdo de compostos com baixo grau de polaridade.
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Tabela 4-8: Provaveis metabdlitos secundarios das folhas do Citrus evidenciados
pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI negativo).

Banda | t, (min) [M-H] Substancia PrI(\)/Igliﬁ;réo Variagao
1 5,42 609,1816 FOG* C. limonia 2,02
2 7,67 531,2225 ACidO(:r}t‘JrrlI‘si'iir]”;CO U | . sinensis 10,11
3 8,09 313,0717 o DICIOXT & C. limonia 4,37
4 8,65 343,0819 Xantomicrol C. sinensis 1,19
5 8,76 373,0923 Isotymusina C. sinensis 1,22
6 9,88 293,2118 Desconhecida C. sinensis 7,86
7 9,96 293,2118 Desconhecida C. sinensis 8,66
8 11,55 277,2172 Desconhecida C. sinensis 17,6
9 11,89 279,2328 Desconhecida C. sinensis 8,63

*FOG (Flavonoide O-Glicosilado)- Homoeridictiol-7-O-neohesperidose, Homoeriodictiol-7-O-
rutinose, Neohesperidina ou Hesperidina

4.3.7 Aspectos metabolicos no processo de resisténcia

De acordo com os metabdlitos que foram putativamente identificados
nas raizes (Figura 4-98), caules(Figura 4-99) e folhas (Figura 4-100) dos pés
francos percebe-se que a via metabdlica dominante nas espécies do género Citrus
se da pela rota do Chiquimato (Figura 4-101), onde o0s principais metabolitos
evidenciados pelo gréafico de s-plot nas analises via CLUE nos modos de ionizacéo
positivo e negativo foram as cumarinas, flavonoides e alcaloides acriddnicos, nos
guais sdo provenientes do &cido corismico e este do acido chiquimico, que da o
nome a via metabdlica.

Como ja de conhecimento comum na area da quimica de Produtos
Naturais, sabe-se que tanto os flavonoides quanto os alcaloides acridonico e
quinolinicossaooriundos da rota mista do Acetato com o Chiquimato, ou seja, para
a biossintese dessas classe de metabdlitos estdo envolvidas unidades de
precursores oriundas de ambas as rotas, onde para a biossintese dos flavonoides
ha a unido de do Acido cindmico (via Chiquimato) com unidades de Acetil-CoA (Via
Acetato), enquanto para a formacdo dos alcaloides acridonicos ¢ o Acido
antranilico (Via Chiquimato) com Acetil-CoA (Via Acetato).O que vale ressaltar
dessas observacdes € que na andlise geral dos metabdlitos, independente da
espécie em gue ele foi majoritario, € que a rota mista acetato/chiquimato favorece a

formacédo de alcaloides nas raizes enquanto nas folhas favorece a formacéao de
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flavonoides, como pode ser observado que nas raizes foram detectados seis
alcaloides nas raizes e nenhum nas folhas, enquanto nas folhas n&o foi
evidenciado nenhum alcaloide, mas seis flavonoides foram evidenciados.Outra
caracteristica marcante é a capacidade de insercdo de unidades C5, as prenilas,
nos metabolitos, onde o que se observa é que a tendéncia de prenilacdo se da nas
raizes e caules, sendo tal fato € embasado pelo numero de cumarinas (todas nas
raizes) e alcaloides (A2, A4-A6) terem unidades prenilas inseridas no seu
esqueleto ou o terem seu esqueletos parcialmente modificados pela a adicdo de
um anel piranico. Outro fato € que os unicos flavonoides (F9 e F10) evidenciados
nas raizes e caules tem unidade prenilas inseridas no seu esqueleto basico ou a
adicdo do anel furanico.Por sua vez, o0s caules possuem caracteristicas
metabdlicas que se assemelham tanto as raizes quanto as folhas, j4 que € o 6rgao

intermediario de transporte.
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Figura 4-98:Substancias putativamente identificadas (ESI + e ESI -) nas raizes dos
pés francos com seus respectivos codigos de identificacdo, espécie em que foi
mais produzida e classe. Classes:C = cumarina, A = alcaloide, L= limonoide, F=
flavonoide, FP = fenilpropanoide. Espécies La= laranja (C. sinensis), Li= liméo (C.
limonia).DUE = Detectado em uma Unica espeécie.
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Figura 4-99: Substancias putativamente identificadas (ESI + e ESI -) nos caules
dos pés francos com seus respectivos codigos de identificacdo, espécie em que foi
mais produzida e classe. Classes:C = cumarina, A = alcaloide, L= limonoide, F=
flavonoide. Espécies La= laranja (C. sinensis), Li= limdo (C. limonia). DUE =
Detectado em uma Unica espécie.
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Figura 4-100: Substancias putativamente identificadas (ESI + e ESI -) nas folhas
dos pés francos com seus respectivos codigos de identificacdo, espécie em que foi
mais produzida e classe. Classes:C = cumarina,L= limonoide, F= flavonoide.
Espécies La= laranja (C. sinensis), Li= liméo (C. limonia).
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Figura 4-101: Rota metabdlica resumida dos metabdlitos secundarios oriundos da
rota Chiquimato.

Essa caracteristica da capacidade de prenilagdo leva a outra
observacgéo importante que pode estar ligada ao grau de resisténcia da espécie C.
limonia em relacdo ao processo de infeccdo da bactériaX. fastidiosa.Como pode
ser visto Figura 4-102, as cumarinas seselina (C8) e xantiletina (C8) foram
detectadas em todos os 6rgdos e suas maiores concentracfes foram nas raizes
nas duas espécies, contudo o que vale ressaltar é que as maiores concentracdes
dessas cumarinas ao serem comparadas entre as espécies se deram na espécie
C. sinensis nas raizes e caules, e que nas folhas a concentracdo foi maior na
espécie C. limonia, sendo cerca de 4,61 e 1,69 vezes maiores para as cumarinas
seselina e xantiletina, respectivamente.O comportamento contrario € observado
para os limonoides como pode ser visto na Figura 4-103, onde nas folhas a
concentracdo dos limonoides € menor na espécieC. limonia, o que poderia explicar
porque na espécie C. sinensis as concentracdes das cumarinas seselina e
xantiletina sdo menores, ja que nesta as unidades prenilas, que podem ser
provenientes das rota mevalonato, necessarias para a formacédo do anel furanico
estdo sendo utilizadas para a biossintese desses limonoides, classe de metabdlito

na qual seu esqueleto basico é formado exclusivamente por unidades de prenilas.
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Figura 4-102: Variagdo das cumarinas (médias das éareas das bancas
cromatograficas) xantiletina e seselina nos érgaos de C. limonia e C. sinensis
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Figura 4-103: Variacdo dos limonoides (médias das areas das bancas
cromatograficas) nos 6rgéos de C. limonia e C. sinensis(cédigo de identificacdo dos
limonoides na Tabela 4-9)

O que leva a supor que essa maior quantidade de cumarinas nas
folhas estejam relacionadas com o0s aspectos quimicos no processo de resisténcia
contra o0 processo inicial de infeccdo dessas bactérias, pois pelo que se tem
relatado na literatura € que em espécies ou variedades resistentes de citros as
bactérias chegam a hospedar o organismo por um breve periodo de tempo, mas
nao sdo capazes de causar sintomas (COLETTA-FILHO et al., 2007) e os vetores

da propagagdo da bactéria, as cigarrinhas, alimentam-se preferencialmente da
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seiva das folhas, sendo o 6rgéo de inoculo inicial das bactérias (PAIVA et al., 1996;
DE MIRANDA et al., 2001; SERIKAWA et al., 2011).

O que se sabe até dado momento a respeito do processo de infecao
dessa bactéria € que o estagio inicial de adesdo na superficie dos vasos
xileméaticos € um fator importante para a colonizacdo e, por conseguinte a formacao
de biofilme e a colonizacdo dos vasos xilematicos adjacentes aumentando sua
densidade celular em varios vasos e causando assim a doenca (HOPKINS, 1989;
SIMPSON et al., 2000; NEWMAN et al., 2004; SOUZA et al., 2006). Analisando os
aspectos quimicos para a resisténcia do C. limonia, essa alta concentracdo de
cumarinas pode estar relacionada com a interrupcéao do desenvolvimento inicial das
bactérias 0 que impediria ela de ter sucesso no processo inicial de multiplicacao
celular e de adeséo que, por conseguinte impediria a formacdo e maturacdo do
biofilme, que confere vantagens na proliferacéo celular e sobrevivéncia da colonia,
assim como resisténcia no processo de detoxificacdo a agentes antimicrobianos
(COSTERTON et al., 1995; LEITEet al., 2001). Trabalhos publicados pelo grupo de
PN da UFSCar demonstraram que as cumarinas seselina e xantiletina n&o
apresentaram uma atividade bioldgica significativa nas avaliagdes de inibi¢éo total
do crescimento da bactéria in vitro, onde seus MIC foram de 6,1uM e 4,4uM,
respectivamente(RIBEIRO et al., 2008). O que leva a crer que esses metabdlitos
secundarios desempenham outra funcdo no processo de resisténcia, como o de
reducdo da formagdo do biofilme do agregado bacteriano, ja que trabalhos
realizados por Lee e colaboradores (2014), constataram que as cumarinas
Umbelioferona (2) e Cumarina (1)(Figura 4-104) apresentaram uma inibicdo de
mais de 80% da formacao do biofilme do agregado bacteriano E. coli com MIC de
0,30uM e 0,34uM, respectivamente, sem afetar o crescimento bacteriano.Eles
constataram também que juntamente com a reducdo da formacdo do biofiime foi
observada a reducédo da mobilidade das bactérias. Tais observa¢cdes do papel das
cumarinas também foram observadas por Yang e colaboradores (2016), ao
avaliarem o efeito de varias cumarinas na formacéo do biofilme e suas implicacdes
na mobilidade de colbnias de bactérias de espécie Ralstonia solanacearum,
obtendo uma inibicdo de mais de 95% da formacéao do biofilme 0,35uM, 1,08uM e
1,58uM para as cumarinas Dafinetin (3), Esculetina (4) e Umbelioferona (2) (Figura

4-104), respectivamente.
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Figura 4-104: Cumarinas citadas na literatura que apresentaram grande inibicdo na
formacéao de biofilmes em agregados bacterianos.

Devido a isso, pode-se supor que as bactérias ao ndo terem sucesso
no processo de formacao do biofilme, que além de garantir protecéo e eficiéncia no
processo de detoxificagcdo contra agentes microbianos, morrem devido a baixa
eficiéncia em capturar nutrientes dos vasos xilematicos, ja que o biofilme também
garante uma maior eficiéncia na captura destes. Outra proposicdo seria que outro
metabdlito agiria em conjunto com as cumarinas, onde esta ao ter sucesso em
impedir a formacéo do biofilme tornariam as células bacterianas vulneraveis a acao
deste outro metabdlito.Este metabolitopoderia ser os flavonoides, pois como pode
ser visto na Figura 4-1050s flavonoides que foram evidenciados pela a andlise
guimiométrica s-plot como mais significativos na variancia entre as espécies, quatro
deles apresentaram uma concentracdo maior nas folhas de C. limonia.Entre os
flavonoides que apresentaram uma concentragdo maior nas folhas de C. limonia o
F2, que até o dado momento ndo pode ser devidamente identificado sendo
proposta para sua identidade um dos quatro flavonoides O-glicosilados
demonstrado na Figura 4-100, um deles teve sua atividade frente a X. fastidiosa
avaliada, a Hesperidina. Este flavonoide foi avaliado no mesmo trabalho realizado
pelo grupo de PN da UFSCar que avaliou as cumarinas seselina e xantiletina, onde
sua atividade biolégica foi moderada (MIC3,3uM) e os autores do trabalho
concluiram que esse metabolito poderia atuar como barreira para o crescimento
daX. fastidiosa em col6nias pequenas em fase inicial de infec¢cdo (RIBEIRO et al.,
2008).Da Silva (2013), em seu trabalho de mestrado avaliou a Hesperidina e a
Naringenina em ensaios bioldgico in vitro e in vivo(enxertos deC. sinensis sobreC.
limonia) obteve MIC in vitro3,27uM e 7,30uM, respectivamente, e MIC in
vivol,8uMe 3,9uM, respectivamente, dando mais embasamento a proposicédo das
cumarinas estarem agindo em conjunto no processo de resisténcia a instalacdo
inicial das bactérias no xilema, j& que nos testes in vivo as cumarinas podem ser
um dos fatores que contribuiram para o MIC menor do que nos testes in vitro.Vale
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ressaltar que os outros flavonoides polimetoxilados F3, F6 que apresentaram uma
concentracdo 4,37 e 2,94 vezes maior nas folhas de C. limonia podem estar
envolvidos nesse processo de toxicidade frente a X. fastidiosa, entretanto ndo ha
relatos na literatura de atividade biolégicas desse tipo de flavonoides nessas
bactérias. Os flavonoides F9 e F10 podem ser biomarcadores de resisténcia nos
caules de C. limonia ja que esses foram encontrados somente nessa espécie,
contudo sem o seu isolamento e teste frente a X. fastidiosa ndo pode-se concluir

nada podendo ser apenas um biomarcador que o diferencia da espécie C. sinensis
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Figura 4-105 Variacdo dos flavonoides(médias das areas das bancas
cromatograficas) nas folhas de C. limonia e C. sinensis (cédigo de identificacdo dos
flavonoides na Tabela 4-9)
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Tabela 4-9Todas as substancias discriminadas pela ferramenta S-plotnos pés francos

T _ Orgéo Vegetal Modo de ionizagéo ~Cédigo de
' Substancia Classe identificacéo

5,42 Xantoarnol + - - + - Cumarina Ci1

5,68 5-Metoxiseselina + - - + - Cumarina Cc2

7- .
6,27 . . - + - - + Cumarina C3
Demetilisotamarina

6,85 Citropteno - - + + - Cumarina C5

7,00 Bergapteno - - + + - Cumarina C6

7,60 Acetato de limonila + + + + - Limonoide L1
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Acido
7,67 deacetilnomilinico - - + - + Limonoide L2
ou Citrusina

8,09 5’.4 -DIIdII'OXI-7,8- - - + - + Flavonoide F3
dimetoxiflavona

8,15 Seselina + + + + - Cumarina C8

Obacunona ou

8,28 . . - + + + - Limonoide L3
Deoxilimonina

8,55 Desconhecida + - - - + Desconhecida D3
8,70 Ostenol ou 7- + - - - + Cumarina C10

Demetoxisuberosina

8,76 Isotymusina - - + - + Flavonoide F5

8,91 Nobiletina - + + + - Flavonoide F7
9,34 Alcool 5- + + - ; + Alcaloide A4

hidréxinoracrinocina

9,60 Ostol + + - + - Cumarina C12
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9,96 Desconhecida - - + - + Desconhecida D7

10,15 Nordentatina + + - + + Cumarina C13

10,45 Desconhecida - - + + - Desconhecida D8

Thamnosina ou
Bisparasina

+ - - + - Cumarina Ci14

10,60 Desconhecida - + - - + Desconhecida D9

10,80 Desconhecida + - - + - Desconhecida D10

11,55 Desconhecida - - + - + Desconhecida D11

11,94 Desconhecida - - + - + Desconhecida D13
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4.3.8 Investigacdo do provavel mecanismo de defesa deC. sinensis
enxertado sobre C. limonia frente a CVC

Como foi discutido na introducdo, a producao citricula € realizada
sobre um porta enxerto que confere uma melhor produtividade da copa que se quer
propagar, desta maneira duas espécies vegetais sdo unidas para alcancar tal
objetivo e estas passam a existir como um s organismo vivendo simbioticamente.

A laranja doce produzida no Brasil geralmente provém do processo de
enxertia da espécie de C. sinensis sobreC. limonia, sendo assim nesse trabalho foi
realizado a separacdo dos 0Orgdos vegetais provenientes da copa e do porta
enxerto, totalizando quatro diferentes partes vegetais no intuito de se obter um
melhor entendimento de quais 0rgdos estdo mais envolvidas e como as rotas
metabdlicas foram afetadas ao longo de toda a espécie vegetal no processo de
combate a infeccdo causada pela bactéria X. fastidiosa.

4.3.9 PCA e HCA das amostras de enxertos infectadas e sadias

Na projecdo das amostras obtidas nas analises de PCA nos graficos
de scores no modo positivo e negativo de ionizagao(Figura 4-106-A e Figura
4-107-A) pode-se perceber que as amostras formam grupos de acordo com as
espécies as quais elas pertencem, onde 6rgdos oriundos da espécie C. sinensis
possuem pesos nhegativos e as que pertencem a espécie C. limonia tem peso
positivo na PC1l. No modo positivo de ionizagdo h& uma clara divisdo dos
agrupamentos de cada 6rgdo do enxerto nas PClx PC2, entretanto no modo
negativo de ionizacdo o que se observa € que as amostras oriundas da espécieC.
sinensis foram todas agrupadas na mesma regidao do hipercampo formado pelas
PC1X PC3, o qual sugere que apesar de estarem proximas o que as diferenciam
sdo as mesmas classes de metabdlitos que melhorionizam no modo negativo.
Cabe ressaltar aqui que a analise por PCA é uma técnica que tem por objetivo
reduzir a dimensionalidade dos dados, permitindo assim uma melhor visualizagao
de como as amostras variam entre si e como estao relacionadas com as suas
respectivas varidveis e que essas observagbes sdo feitas em um espaco n-
dimensional, onde muitos casos sdo necessarios mais de uma componente (mais
de duas dimensfes) para ter uma nocao total da variancia dos dados. No caso do

gréfico de scores no modo negativo ainda ndo o tinhamos em maos para ser
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demonstrado aqui sua projecdo com trés componentes (PC1lx PC3x PC5) que

melhor projetava a variancia que separava as amostras oriundas dos 6rgéos de C.

sinensis.
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Figura 4-106: Andlises quimiométricas no modo positivo de ionizagdo de todos os
orgaos vegetais dos enxertos sadios e infectadosA- PCA — gréafico de scores de
PC1xPC2 ; B- HCA- dendrograma de similaridade
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Figura 4-107: Analises qﬂimiométrica{dsmno modo negativo de ionizacédo de todos os
orgdos vegetais dos enxertos sadios e infectadosA- PCA — gréafico de scores de
PC1xPC3 ; B- HCA- dendrograma de similaridade

Os dendrogramas obtidos para o conjunto de amostras doentes e

sadias nos modos positivo e negativo de ionizacdo mostraram a formacéo de 4 e 6)

grupos(a partir do dois grandes grupos iniciais), porém sem uma correspondéncia

com os sintomas da doenca, em uma analise inconclusiva a primeira vista. No

entanto, no dendrograma do modo positivo (Figura 4-106-B) notou-se que dois

grupos correspondiam a amostras provenientes das folhas e caule superior e o
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outro dois grupos aqueles foram aqueles agrupados em raizes sadias com caules
inferiores infectados (detalhe em azul) e raizes infectadas com caules superiores
sadios (detalhe em verde) que foram confirmado com a sobreposicdo dos
cromatogramas tal similaridade (Figura 4-108 e Figura 4-109). Esses
agrupamentos de similaridade de oOrgaos distintosdos enxertos e em diferentes
fases de equilibrios fisiologicos pode indicar que esses metabolitos que foram
melhor ionizados no modo positivo no massas estejam se deslocando das raizes
para os caules durante o processo de infecdo das plantas pelo fitopatdgeno o que
explicaria o porqué do perfil quimico dos caules inferiores sadios se assemelharem
aos das raizes infectadas e o inverso, ja que 0s metabdlitos das raizes estdo sendo
deslocando para os caules inferiores ou a rota metabdlica das raizes estejam
sendo silenciadas em detrimentos do favorecimento de outras rotas que possam
estar associada a producao de metabolitos no combate contra o hospedeiro nocivo.
Isso sera confirmado em analises quimiométricas discutidas em itens afrente,
usando espectrometria de massas e analises quimiométricas supervisionadas (s-
plot), o qual permite identificar os respectivos ions que mais diferenciam nesses

orgaos.
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Figura 4-108:Cromatogramas (ESI positivo) sobrepostos do (-) ClSa — Caule
Inferior Sadio e ( -) RSi — Raiz Sintoma.No gréfico de HCA esta destacado em
verde
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Figura 4-109: Cromatogramas (ESI positivo) sobrepostos do (-) CISi — Caule
Inferior Sintoma e ( - ) RSa — Raiz Sadio.No gréafico de HCA esta destacado em
azul

Nas analises de HCA obtidas das analises cromatograficas realizadas
em modo negativo (Figura 4-107-B), também foram observados 2 grupos
correspondentes as amostras oriundas do caule superior e da raiz da planta,
entretanto o dado marcante desta andlise é o fato das amostras referentes as
folhas estarem separados em grupos de similaridades bem distantes (59 ligacdes
de distancia de similaridade) o que pode indicar que o principal processo de
resposta nos enxertos frente ao processo de infeccédo esta sendo nas folhas o que
€ sustentada essa hipotese ja que em trabalhos realizados no monitoramento das
colbnias da bactéria X. fastidiosaobstruindo os vasos xilematicos ao longo das
plantas infectadas com sintomas aparentes, percebeu-se que esse se da
principalmente nos xilemas dos peciolos seguido do limbo e caule, além do fato de
gue os metabdlitos mais citados envolvidos no processo de infeccdo de Citrus
serem os flavonoides glicosilados que sdo melhores ionizaveis no modo negativo o
gue explicaria o porqué dessa resposta nas analises de HCA ser sO evidenciada
neste modo (QUEIROZ-VOLTANet al., 2000;SOARES, 2011; ISIDORO, 2013;
BELLETE, 2014; SOARES et al., 2014).

A peso de cada variavel na descricdo das componentessao
apresentados no gréfico de PCA de loadingsnas Figura 4-110e Figura 4-111, e

assim como nas analises dos pés francos, a discriminacdo e a classificacdo da

154



confiabilidade dos ions que constituem a banda cromatografica foram feitos nas

analises de s-plot discutidas na proxima secao.
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Figura 4-110: Analise de PCA: gréfico de loadings da Componente 1 X
Componente 2 das analises realizadas no modo positivo de ionizagdo dos 6rgaos
vegetais.
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Figura 4-111: Analise de PCA: gréfico de loadings da Componente 1 X
Componente 3 das analises realizadas no modo negativo de ionizagcao dos 6rgaos
vegetais.
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4.3.10 Andlises discriminantes dos biomarcadores via S-plotdos enxertos das
anélises no modo positivo de ionizacéo

Nas andlises quimiométricas descriminantes dos enxertos sadios e
infectados via S-plotno grafico os grupos inferiores sdo os enxertos sadios e 0s
superiores sao 0s enxertos infectados elas foram feitas entre as folhas, caules
superiores - provenientes da espécieC. sinensis — caules inferiores e raizes -

provenientes da espécieC. limonia.

4.3.10.1 Andlises das raizes dos enxertos no modo positivo de ionizacéo

No tratamento quimiométrico via s-plot(Figura 4-112) no modo
positivo de ionizacdo da amostras das raizes dos enxertos foi possivel evidenciar
como mais significativas 13 bandas cromatograficas (Figura 4-113). As bandas
cromatograficas 3, 4, 5, 6, 7, 11, 12 e 13 correspondem a metabdlitos encontrados
nas analises feitas entre os pés francos discutidos na secdo 4.3.5 (pagina 65)
(Tabela 4-10).

S-Plot (Raiz sintoma = -1, Raiz sadia = 1)
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Figura 4-112: Grafico S-Plot das raizes dos enxertossadios e infectados no modo
positivo de ionizagao.
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Figura 4-113: Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas
matrizes das raizes dos enxertos.

A analise da banda cromatogréfica 1de t; de 1,15min. mostrou o ion
pseudomolecular m/z367,1864, para o qual ndo foi encontradometabdlitocom
massa proxima no banco de dados feito para esse trabalho, contudo no banco de
dados do METLIN foi encontrado para esse ion o alcaloide glicosilado bufotenina
O-glucosideo, oqual apresentou um erro de 0,6mDa entre a massa experimental
observada e a massa teorica calculada (Figura 4-114). No espectro de massas de
ions produtos (Figura 4-115) foi observado somente um fragmento m/z160,0762, o
gual é oriundo da perda da glucose e de dimetilamina(Esquema 4-35).Comparada
com a massa teodrica calculada para esse ion verifica-se apresenta um erro de
apenas 0,6mDa tornando seguro afirmar que a banda 1 se trata desse alcaloide,o
qgualfoi isolado anteriormente em folhas de C. unshiu(SMITH et al., 2005). Este
alcaloide esta sendo citado pela primeira vez no enxerto em estudo, e aparecendo
em intensidade maior nas raizes infectadas (1,67 vezes maior - Tabela 4-10). Se
esse alcaloide estivesse presente somente na planta sintomatica seria uma

fitoalexina. Ele n&o foi isolado anteriormente por estar em baixa quantidade.
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Figura 4-114: Estrutura do alcaloide glicosilado de massa neutra 366,1790 Da
referente aom/z367,1870.
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Figura 4-115: Espectro de massas para o ion m/z367,1870 de t, de 1,15min.
encontrado nas raizes dos enxertos infectados (ESI, modo positivo). Espectro de
ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-35: Proposta de fragmentacdo para o Bufotenina O-glucosideo(ESI,
modo positivo)
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A analise da banda cromatografica 2de t5,53min.mostrou o ion
pseudomolecular m/z263,0924 com diferenca de massa de 0,3mDacomparado com
as massas tedricascalculadas para as cumarinas - buntansina B,
xantoarnol,kelactona e decursidinol(Figura 4-18). Esse ion pseudomolecular ja foi
previamente identificado nos t5,42min.como sendo a cumarina Xantoranol nas
analises feitas entre os pés-francos. Nessas andlises entre o0s enxertos a
identidade da banda 2 foi proposta como sendo a cumarina decursinol ou
kelactona,pois as duas permitem o mesmo perfil de fragmentacdo. Contudo, nao foi
encontrado na literatura perfis de fragmentacdo dessas duas cumarinas em
ESInomodo positivo de ionizacdo. A eliminacdo da possibilidade de ser a
buntansina Bse deu devido a auséncia de perdas de 30 Da provenientes da perda
de metanal.A grande intensidade do pico m/z201 (Figura 4-116) que pode ser
formado da perda de CH4 H,O, CO e pode ser justificada pela estabilidade do ion
positivo por configuracdo até o oxigénio do anel furano (Esquema 4-36).Essas
cumarinas decursinol ou kelactona sdo encontradas em menor concentracdo nas
plantas infectadas, ou seja, a presenca da bactéria leva a uma reducdo em sua
concentracdo. Nas plantas sadias uma ou outra dessas cumarinas aparece 4,03
vezes a mais (Tabela 4-10).
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Figura 4-116: Espectro de massas para o ion m/z263,0924 de t, de 5,53 min.
encontrado nas raizes dos enxertos infectados (ESI, modo positivo). Espectro de
ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-36: Proposta de fragmentacao para odecursinol(ESI, modo positivo)

A andlise da banda cromatografica 10de t, de 9,16min.mostrou o ion
pseudomolecular m/z259,0974 com diferenca de massa de 0,1mDaem comparacao
a massa teérica calculada para as cumarinas xantoxiletina, luvangetina e 5-
metoxiseselina(Figura 4-20). Esse ion pseudomolecular ja foi previamente
identificado nos t; de 5,68 e 8,72 como sendo a cumarina 5-metoxiseselina e
xantoxiletina, respectivamente nas analises feitas entre os pés-francos. Nessas
analises entre os enxertos a identidade da banda 10 foi proposta como sendo a
cumarina luvangetina e essa proposicdo foi corroborada pela presenca do
picom/z227 (Figura 4-117),discutido anteriormente como caracteristico dessa
cumarina (Esquema 4-6 e Esquema 4-37).Desta forma, propde-se como sendo a
banda 10 a cumarina luvangetina, a qual teve uma diminuicdode sua concentracao

de cerca de 2,43 vezes nas raizes das plantas infectadas (Tabela 4-10).
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Figura 4-117: Espectro de massas para o ion m/z259,0974 de t, de 9,16 min.
encontrado nas raizesdos enxertos infectados (ESI, modo positivo). Espectro de
ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-37: Proposta de fragmentacao para a luvangetina(ESI, modo positivo)

As bandas 8,9ndo foram identificadas até o momento porque as

substancias com diferenca de massa tedrica e experimental pequenas eram acidos
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graxos nitrogenadose como foi explicado anteriormente ndo seria possivel devido

as condicdes de analises e extracao.

Tabela 4-10: Provaveis metabdlitos secundarios das raizes dos enxertossadios e
infectados evidenciados pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI positivo).

Banda t, (min) [M+H]* Substancia Prlt\)/lc?iu%réo Variagéo
1 1,15 367,1864 B;fﬁéi’;i%ae?' Infectada 1,67
2 5,53 263,0924 Kgfga?gﬁ(;’l“ Sadia 4,03
3 6,57 245,0820 23‘5:&?}%?; Sadia 2,18
4 7,11 245,1194 Suberenol Sadia 14,40
5 7,60 515,2290 Acetato de limonila Sadia 3,71
6 8,15 229,0869 Seselina Sadia 1,53
7 8,72 259,0974 Xantoxiletina Sadia 2,04
8 8,94 274,2752 Desconhecida Infectada 1,21
9 8,99 318,3014 Desconhecida Infectada 1,42
10 9,16 259,0974 Luvangetina Sadia 2,43
11 10,15 313,1445 Nordentatina Sadia 8,68
12 10,80 327,1596 Desconhecida Sadia 3,33
13 11,47 381,2061 Clausarina Sadia 6,51
4.3.10.2 Andlises dos caules inferiores dos enxertos no modo positivo de
ionizagao

No tratamento quimiométrico via s-plot(Figura 4-118) no modo
positivo de ionizacdo dos caules inferiores dos enxertos foi possivel evidenciar
como mais significativas 7 bandas cromatograficas (Figura 4-119). As bandas
cromatograficas 3 — 7 sdo as mesmas encontradas nas analises feitas entre os pés
francos discutidos na secdo 4.3.5 (pagina 65) cujos metabdlitos secundarios

correspondentes se encontram naTabela 4-11.
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Figura 4-118: Gréfico S-Plot dos caules inferiores dos enxertossadios e infectados
no modo positivo de ionizagao.
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Figura 4-119: Bandas cromatogréaficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas
matrizes dos caules inferiores dos enxertos.

A andlise da banda cromatogréafica 1de t; de 3,38min. mostrou o ion
pseudomolecular m/z274,1449, para o qualndo foi encontrado metabdlito com
massa préxima no banco de dados feito para esse trabalho, contudo uma busca no
banco METLIN(SMITH et al., 2005) foi localizado para esse ion o alcaloide
lunacrina,0 qual apresentou um erro de 1,1mDa entre a massa experimental
observada e a tedrica calculada (Figura 4-120). Esse alcaloide ndo foi isolado no
laboratério de PN da UFSCar em matrizes de espécies de Citrus.Entretanto ha
relatos na literatura do isolamento do alcaloide eskimianina das folhas e caules de
C. unshiu e C. aurantium(OHTA; MIYAZAKI; YAMAKAWA, 1959), sendo

biossinteticamente derivado da lunacrina (Esquema 4-38).No espectro de massas

163



de ions produtos (Figura 4-121) foi observadofragmentosque condizem com a
estrutura desse alcaloide, como perdasde CO e metanal, referente ao grupo
metoxila como pode ser observado na proposta de fragmentacdono Esquema
4-39. Esse alcaloide teve um surpreendente aumento de cerca de 5.10 vezes nos

caules infectados em relacdo aos sadios (Tabela 4-11).
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Figura 4-120: Estrutura do alcaloide glicosilado de massa neutra 273,1364Da
referente aom/z274,1449.
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Esquema 4-38: Lunacrina como precursora na biossintese do alcaloide
eskimianina(SEIGLER, 1998).
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Figura 4-121:Espectro de massas para 0 ion m/z274,1449de t, de 3,38 min.
encontrado nos caules inferiores dos enxertos infectados (ESI, modo positivo).
Espectro de ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-39: Proposta de fragmentacao para a Lunacrina(ESI, modo positivo)

A andlise da banda cromatogréafica 2 de t, de 6,86min.mostrou o ion
pseudomolecular m/z471,2017,adutos de sédio (m/z493,1828) e
[M+H30]"(m/z488,2272), os quais correspondem a uma diferenca de massa de 0,2
mDa para um unico limonoide: limonina (Figura 4-122). O espectro de ions
produtos (Figura 4-123) da banda cromatografica ndo forneceu fragmentos, sendo
observado somente picos de baixa intensidade param/z 161,m/z213 e m/z
425,cujas propostas de fragmentagcdo para sua formagcdo seguem no Esquema
4-40.A nado fragmentacdo dos limonoides nesse trabalho pode estar associada a
formacdo de adutos de sddios, sendo necesséria uma energia de colisdo maior,
pois a energia utilizada nesse estudo foi uma faixa de 25-35 eV. Na literatura ha
relatos de 6timas fragmentacdes alcancadas utilizando CLUE-ESI-QTOF, no modo
positivo de ionizacdoe com energia de colisdo de 35eVonde os autores
observaram varios fragmentos provenientes de [M+H]" nos limonoides limonina,
ichangina, &cido nomilinico, deacetilmomilina, nomilina e obacunona (AVULA et al.,
2016).Contudo os dados obtidos permitem confirmar a limonina para banda 2, o
gual foi encontrada numa concentragédo 1,72vezes menor na planta doente (Tabela
4-11).
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Limonina

Figura 4-122: Unica estrutura encontrada no banco de dados de massa neutra
470,1940 Da referente aom/z471,2017.
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Flgura 4- 123 Espectro de massas para 0 ion m/z471 2017 de t, de 6,86min.

encontrado nos caules inferiores dos enxertos infectados (ESI,

modo positivo).

Espectro de ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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m/z 213
Esquema 4-40:Proposta de fragmentacao para a limonina(ESI, modo positivo)

Tabela 4-11: Provaveis metabdlitos secundarios dos caules inferiores dos
enxertossadios e infectados evidenciados pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI
positivo).

Banda | t, (min) [M+H]" Substancia PrI(\)/Igijograo Variagéo

1 3,38 274,1452 Lunacrina Infectada 5,10

2 6,86 471,2017 Limonina Sadia 1,72

3 7,60 515,2290 Acetato de limonila Infectada 2,40

4 8,15 229,0869 Seselina Infectada 7,42

5 8,35 229,0869 Xantiletina Infectada 4,57

6 10,15 313,1445 Nordentatina Infectada 6,12

7 11,47 381,2061 Clausarina Infectada 6,85
4.3.10.3 Andlises dos caules superiores dos enxertos no modo positivo

de ionizacao

No tratamento quimiométrico via s-plot(Figura 4-124) no modo
positivo de ionizacdo dos caules superiores dos enxertos foi possivel evidenciar
como mais significativas 9 bandas cromatogréficas (Figura 4-125). As bandas
cromatograficas 1, 2, 4, 5, 7, 8 e 9 sdo as mesmas encontradas nas analises feitas
entre os pés francos discutidos na secdo 4.3.5 (pagina 65) cujos metabdlitos
secundarios correspondentes se encontram naTabela 4-12.

167
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Figura 4-124: Gréafico S-Plot dos caules superiores dos enxertossadlos e
infectados no modo positivo de ionizacao.
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Figura 4-125: Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas
matrizes dos caules superiores dos enxertos.

A analise da banda cromatogréfica 3 de t; de 7,47min.mostrou o ion
pseudomolecular m/z728,3976 e aduto de sédio (m/z750,3976),0s quais possuem
uma diferenca de massa de 0,7 mDa para os ciclopeptideos citrusinalll e citrusina
XI (Figura 4-126). No espectro de ions produtos (Figura 4-127) néo foi observada
fragmentacdes que justificassem a presenca de um dos dois ciclopeptideos. Na
literatura foi relatado o isolamento e caracterizacao total da citrusina XI de cascas
dos fruto de C. unshiu, onde o autor fez experimento de massas de alta resolucéo e
obteve um valor de massa acurada experimental de m/z728,3976 (NOH et al.,
2015), a identidade do m/z728,3976 obtido para a banda 3 com esse para a

citrusina Xl, permite sugerir a presenca desse peptideo, contudo, os dados ndo séo
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sélidos para confirma-lo.Esse ciclopeptideo ja foi isolado das cascas de frutos de
C. sinensisassim como em outras espécies do género (MATSUBARA et al., 1991;
MORITA et al.,, 2007; KUROYANAGI et al., 2008; WEN-WEN et al., 2014), nos

levando a acreditar que a citrusina Xl deve corresponder a banda 3.

CH,
H-C
CHa
HC. cH,0 CH% oHC
- HaC
NH 0. _NH NH
0 \ 0
e
I 0 MNH
HO 0
NH 0
o -
- /<<0 " /(@
N
HONH H [?]7\_____N
0 = H 0
OH HO~
Citrusina lll Citrusina Xl

Figura 4-126: Estrutura dos ciclopeptideos de massa neutra 727,3904Da referente
aom/z728,3976.
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Figura 4-127: Espectro de massas para o ion m/z728,3976 de t; de 7,47 min.

encontrado nos caules superiores dos enxertos infectados (ESI, modo positivo).
Espectro de ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).

A analise da banda cromatogréfica 6de t, de 8,29 min.mostrou o ion

pseudomolecular m/z373,1286e [M+Na]" (m/z395,1110),0s quais possuem uma
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diferenca de massa de 0,2 mDaentre as massas teoricascalculadas para as
flavonas  pentametoxiladas  sinensetina, tangeretina, aurantenina, 5-
demetoxinobiletina e 6-demetoxinobiletina (Figura 4-128). O espectro de massas
de ions produtos (Figura 4-129) do ion pseudomolecular m/z373,1286,n&o
forneceu picos caracteristicos de fragmentacfes do tipo RDA direto desse ion,
entretanto foram constatados fragmentos de RDA de m/z 163 e m/z 181
provenientes do ion m/z 343formado do ion precursor por perda de metanal
(Esquema 4-41). O pico de m/z181 indica ainda que a perda da metoxila do
flavonoide se deu no anel A.O pico m/z153 derivado desse anterior pela perda de
CO reforca essa proposta. A formacédo desses ions podem ocorrer em todas as
flavonas propostas, exceto na tangeretina a qual possui somente uma metoxila no
anel B e ndo permitindo a formacdo do m/z 163. Foi observado também picos
referentes & perdas de CH,e posterior formacdo de metilenodidéxi e de uma
segunda perda de CH,, formando outro grupo metilenodiéxi,m/z357em/z311, o que
levou a descartar a aurantenina para a banda 6, pois esta ndo possue dois pares
de metoxilas préximos para a formacdo dessa grupo(Esquema 4-41).0 pico
m/z358 de baixa intensidade, oriundo da perda de um radical CH3 do ion molecular,
sugere ser esta em C-5 levando a ion radicalar estabilizado pela carbonila
protonada em C-4. Considerando essa explicacdo aceitavel, a flavona 5-
demetoxinobiletina também seria descartada. Assim a banda 6 poderia

corresponder a sinensetina ou 6-demetoxinobiletina. Uma dessas duas flavonas

aparece em uma concentracdo (1,84 vezes) maior no caule inferior infectado
(Tabela 4-12).

-~
HaC
6-Demetoxinobileteina

Tangeretina Aurantenina
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Figura 4-128: Estrutura das flavonas pentametoxiladas de massa neutra 372,1209
Da referente aom/z373,1286.
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Figura 4-129: Espectro de massas para o ion m/z373,1286 de t; de 8,29 min.
encontrado nos caules superiores dos enxertos infectados (ESI, modo positivo).
Espectro de ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-41: Proposta de fragmentacdo para a 6-Demetoxinobiletina (ESI, modo

positivo)




Figura 4-130: Proposta de estabilizagéo do radical formado referente ao pico m/z
3580observado.

Tabela 4-12: Provaveis metabdlitos secundarios dos caules superiores dos
enxertossadios e infectados evidenciados pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI
positivo).

i + ANCi Maior Variag&o
Banda t, (min) [M+H] Substancia Produgéo ¢
1 3,38 274,1452 Lunacrina Infectada 2,85
2 6,86 471,2017 Limonina Sadia 1,04
Citrusinalll ou .
3 7,47 728,3976 Citrusina XI Sadia 1,36
4 7,60 515,2290 Acetato de limonila Infectada 2,64
5 8,15 229,0869 Seselina Infectada DUE*
6 8,29 3731286 | S-Demetoxinobiletina Infectada 1,84
ou Sinensetina
7 8,35 229,0869 Xantiletina Infectada 1,42
6-Demetoxitangeretina
8 8,79 343,1188 ou5,6,7,4- Sadia 1,11
Tetrametoxiflavona
9 8,94 274,2752 Desconhecida Infectada 1.29
*DUE — Detectado em uma Unico Enxerto
4.3.10.4 Andlises das folhas dos enxertos no modo positivo de ionizacao

No tratamento quimiométrico via s-plot(Figura 4-131) no modo
positivo de ionizagcdo das folhas dos enxertos foi possivel evidenciar como mais
significativas 10 bandas cromatograficas (Figura 4-132). As bandas
cromatograficas 1, 2, 4, 5, 6, 8, 9 e 10 sdo as mesmas encontradas nas analises
feitas entre os pés francos discutidos na secédo 4.3.5 (pagina 65), como também
nas analises nos outros orgaos dos enxertos discutidos anteriormente, cujos

metabodlitos secundarios se encontram naTabela 4-13.

172



5-Plot (Folha Sadia=1 , Folha com sintoma = -1)
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Figura 4-131: Grafico S-Plot das folhas dos enxertossadios e infectados no modo
positivo de ionizagéo.
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Figura 4-132: Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas
matrizes das folhas dos enxertos.

A analise da banda cromatografica 3de t, de 5,41min.mostrou o ion
pseudomolecular m/z611,1970e [M+Na]® (m/z633,1793) o0s quais possuem
umadiferengca de massa de 0,6 mDaem relagdo as massas tedricascalculadas para
as flavanonas glicosiladas homoeridictiol-7-o0-neohesperidose, homoeriodictiol-7-0-
rutinose, neohesperidina, hesperidinae  3,5-diidroxi-3’-metoxiflavanona-7-o-
neohesperidose (Figura 4-133),as quais possuem formula molecularC,gHz4015.NO
espectro do ion molecular (Figura 4-134) é observado o ion m/z303 referente a
perda de 308 Da, correspondente aneohesperidose ou rutinose, coum em
flavonoides glicosilados com dissacairdeos. O fragmento m/z449 é referente a

perda de 162 Da do acucar rhamnose, reforcando apresenca da rutinose no qual a
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rhamnose estd ligada a glucose em uma relcao 1—6 (Figura 4-135).Na literatura
ha relatos de diferenciacdo desses dois tipos de dissacarideos em flavonoides,
contudo para tal € necessario trabalhar com baixas energias, ja que os flavonoides
O-glicosilados, possuem ligagBes glicosidicas instaveis que podem sofrer
fragmentacdes e rearranjo mesmo durante o processo de ionizacdo.(CUYCKENS,;
CLAEYS, 2004). Foi observado também fragmento proveniente de
RDA(m/z153)(Esquema 4-42) apds a prévia perda do dissacarideo, entretanto ndo
foi possivel obter uma diferenciagdo entre os flavonoides j& citados, poisa metoxila
se encontra no anel B em todos eles, contudo néo foi observado nenhuma perdade
agua, fragmento aglicona menos 18 Da ou ion pseudomlolecular [M-H,O —H]",
levando a eliminar o flavananol3,5-Diidroxi-3’-metoxiflavanona-7-O-neohesperidose
de ser um dos flavonoides referente abanda 3.Ainda assim, essa banda ndo pode
ser proposta a um unico desses quatro flavonoides.Contudo, em estudos de
interacdo Citrus e patdégeno a flavanona hesperidina estava presente como
substancia que mais variava em concentracdo, como foi observado nos trabalhos
de Soare (2011; 2014), Bellete,(2014) e Isidoro,(2013).Essa informacao nos leva a
inferir qua a banda 10 tem grande possibilidade de ser a hesperidina, pois nesse
trabalho ela aparece numa concentracdo (1,13 vezes) maior nas folhas doentes
(Tabela 4-13Tabela 4-13: Provaveis metabdlitos secundarios das folhas dos
enxertossadios e infectados evidenciados pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI

positivo).
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Neohesperidina OH
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Figura 4-133: Estrutura das flavanonas glicosiladas de massa neutra 610,1897Da
referente aom/z611,1970.
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Figura 4-134: Espectro de massas para o ion m/z611,1970 de t, de 5,41min.
encontrado nas folhas dos enxertos infectados (ESI, modo positivo). Espectro de
fons produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Figura 4-135: Estrutura dos dissacarideos rutinose e neohesperidosee posi¢ao das
suas ligacdes interglicosidicas

A andlise da banda cromatogréafica 7de t; de 8,10 min.mostrou o ion
pseudomolecular m/z373,1288e [M+Na]" (m/z395,1099) 0s quais
possuemdiferenca de massa de 0,3 mDaentre as massas teoricascalculadas para
as flavonas pentametoxiladas sinensetina, tangeretina, aurantenina, 5-
demetoxinobiletina e 6-demetoxinobiletina (Figura 4-128). O espectro de massas
de ions produtos (Figura 4-136) do ion pseudomolecular m/z373,1286,forneceu
picos correspondendo a fragmentacao similares aquelas propostas para a banda 6.
Por exemplo, os fragmentos RDA de m/z167 e m/z181 neste experimento também
permite descartar a tangeretina. Contudo, para a banda 7 observou-se somente um
pico referente a perda de CH, e posterior formacao de metilenodioxila em m/z357,
0 que levou a descartar a sinensetina, 5-demetoxinobiletina e 6-demetoxinobiletina.
Assim, pode-se atribuir a banda 7 ao flavonoide aurantenina, o qual permite
explicar as fragmentagdes obtidas (Esquema 4-43). Este flavonoide aumenta 1,58

vezes nas folhas infectadas (Tabela 4-13)
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Figura 4-136: Espectro de massas para o ion m/z373,1288 de t; de 8,10 min.

encontrado nas folhas dos enxertos infectados (ESI, modo positivo). Espectro de
ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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Esquema 4-43: Proposta de fragmentacao para a Aurantenina (ESI, modo positivo)
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Tabela 4-13: Provaveis metabdlitos secundéarios das folhas dos enxertossadios e
infectados evidenciados pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI positivo).

Banda t, (min) [M+H]" Substancia Maior Variagéo
Producao
Bufotenina O- .
1 1,15 367,1864 glucosideo Sadia 1,06
2 3,38 274,1452 Lunacrina Infectada 4,02
3 5,42 611,1970 FOG** Infectada 1,13
4 7,00 217,0504 Bergapteno Infectada DUE*
Citrusinalll ou .
5 7,47 728,3976 Citrusina X| Sadia 1,11
6 7,60 515,2290 Acetato de limonila Sadia 1,63
7 8,10 373,1288 Aurantenina Infectada 1,58
8 8,15 229,0869 Seselina Infectada DUE*
6-Demetoxitangeretina
9 8,79 343,1188 ou 5,6,7,4'- Sadia 1,06
Tetrametoxiflavona
10 8,91 403,1393 Nobiletina Infectada 1,47

*DUE - Detectado em um Unico Enxerto
*EOG (Flavonoide O-Glicosilado)- Homoeridictiol-7-O-neohesperidose, Homoeriodictiol-7-O-
rutinose, Neohesperidina ou Hesperidina

4.3.11 Andlises discriminantes dos biomarcadores via S-plotdos enxertosdas
anélises no modo negativo de ionizagao

43.11.1 Andlises das raizes dos enxertos no modo negativo de ionizacao

No tratamento quimiométrico via s-plot(Figura 4-137) no modo
negativoo de ionizacdo das raizes dos enxertos foi possivel evidenciar como mais
significativas 9 bandas cromatogréficas (Figura 4-138). As bandas cromatograficas
2 -4 e 6 — 9 sao as mesmo encontradas nas analises feitas entre os pés francos
discutidos na secado 4.3.5e 4.3.6(pagina 65 e 103) cujos metabdlitos secundarios

encontram-se na Tabela 4-14.
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5-Plot (Folha sadia = -1, Folha com sintomas = 1)
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Figura 4-137: Grafico S-Plot das raizes dos enxertossadios e infectados no modo
negativode ionizagéo.
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Figura 4-138: Bandas cromatogréaficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas
matrizes das raizes dos enxertos.

A analise da banda cromatogréfica 1 de t; de 7,70min.mostrou o ion
pseudomolecular m/z229,0862, o qual mostrouuma diferenca de massa de 0,1
mDa para as cumarinas preniladas 7-Demethoxisuberosina e Ostenol (Figura
4-67). Essas duas cumarinas foram a banda 3, sugerindo tratar aqui de outro
isbmero.No espectro de massas de ions produtos (Figura 4-139) foi observado as
mesmas fragmentacGes discutidas (Esquema 4-22).Essas perdas sao comuns
para as duas cumarinas e nao foi constatado fragmento algum que pudesse
diferencia-las, como também n&o foi encontrado na literatura dados de
fragmentacao dessas cumarinas por ESI no modo negativo, sendo assim a banda 1

e 3ndo puderam ser devidamente identificada,a cumarina da banda 1 foi 3,83
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vezes menor nas raizes infectadas e a 3 néo foi sequer detectada apds o processo

de infeccdo do enxerto (Tabela 4-14).
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Figura 4-139: Espectro de massas para 0 ion m/z229 encontrado nos t, de
7,70min. e t; de 8,70encontrado nas raizes dos enxertos infectados (ESI, modo
negativo).

As bandas de 5, 8 e 9 que apresentaram baixa diferenca de massa
entre a tedrica e a experimental e eram acidos graxos de baixa polaridade, nao
sendo cabivel de deteccdo nesse estudo devido ao fato dos extratos trabalhados
nesse trabalho serem hidroalcoolicos e a fonte de ionizagdo de ESI ndo ser

eficiente na ionizacdo de compostos com baixo grau de polaridade.

Tabela 4-14: Provaveis metabdlitos secundarios das raizes dos enxertossadios e
infectados evidenciados pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI negativo).

Maior

i _H1 AN i Variacao
Banda t, (min) [M-H] Substancia Producao ¢

1 7.70 229, 0863 Ostenol ou 7- Sadia 3,83
Demetoxisuberosina

2 7,81 988,2899 Desconhecida Infectada 2,00

3 8,70 229,0867 Ostenol ou 7-. Sadia DUE*
Demetoxisuberosina

4 10,15 311,1291 Nordentatina Sadia 4,02

5 10,35 295.2275 Desconhecida Infectada 1,16

6 10,75 407,1866 Lanchocarpol A Sadia 4,36

7 11,47 379,1911 Clausarina Sadia 3,69

8 11,55 277,2172 Desconhecida Infectada 1,58

9 11,89 279,2328 Desconhecida Infectada 5,82

*DUE — Detectado em um Unico Enxerto
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.4.3.'11.2 Analises dos caules inferiores dos enxertos no modo negativo de
ionizacao

No tratamento quimiométrico via s-plot(Figura 4-140) no modo
negativo de ionizagdo dos caules inferiores dos enxertos foi possivel evidenciar
como mais significativas 8 bandas cromatograficas (Figura 4-141). As bandas
cromatograficas 1 — 4 e 6 — 8 sdo as mesmo encontradas nas analises feitas entre
os pés francos discutidos na secdo 4.3.5 e 4.3.6 (pagina 65 e 103) cujos

metabdlitos secundarios encontram-sena Tabela 4-15Tabela 4-10.

S-Plot (Caule inf sadio = -1, Caule inf com sintormas = 1)
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Figura 4-140: Gréfico S-Plot dos caules inferiores dos enxertossadios e infectados
no modo negativo de ionizagao.
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Figura 4-141. Bandas cromatograficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas
matrizes dos caules inferiores dos enxertos
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A andlise da banda cromatografica 5 de t, de 10,30min.mostrou o ion
pseudomolecular m/z322,1081que apresentou uma diferenca de massa de
0,53mDa para um Uunico alcaloide acridonico:5-Hidroxinoracronicina (Figura
4-142).0 espectro de massas de ions produtos (Figura 4-143) foi observado o pico
base m/z307 que é oriundo da perda do radical CH3;, também foi constatado a
perda de 29 Da que é proveniente da perda de HCNH,(comumente observado
esse tipo de perda nos alcaloides N-metilado) Esquema 4-44reforcando a proposta
do alcaloide 5-Hidroxinoracronicina, na qual foi 5,36 vezes mais produzido nos

caules inferiores infectados.

5-Hidréxinoracronicina

Figura 4-142: Estrutura do alcaloide acridonico de massa neutra 323,1157Da
referente aom/z322,1081.
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Figura 4-143: Espectro de massas para o ion m/z322,1081 de t, de 10,30 min.
encontrado nos caules inferiores dos enxertos infectados (ESI, modo negativo).

Espectro de ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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m/z 277
Esquema 4-44: Proposta de fragmentacdo para o 5-Hidréxinoracronicina (ESI,
modo negativo)

As bandas de 3 e 8 que apresentaram baixa diferenca de massa entre
a tedrica e a experimental eram acidos graxos de baixa polaridade assim como nos

outros 6rgaos.

Tabela 4-15: Provaveis metabdlitos secundéarios doscaules inferiores dos
enxertossadios e infectados evidenciados pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI
negativo).

. . A Maior Variacdo

Banda t, (min) [M-H] Substancia Produgao ¢

1 6,27 245,0819 N Infectada 255

Demetilisotamarina
Alcool 5-

2 9,34 338,1035 hidréxinoracrinocina Infectada 9,80

3 9,96 293,2118 Desconhecida Infectada 3,87

4 10,15 311,1291 Nordentatina Infectada 4,25

5_

5 10,30 323,1157 . Infectada 5,36

6 10,75 407,1866 Lanchocarpol A Infectada 1,70

7 11,47 379,1911 Clausarina Infectada 4,34

8 11,89 279,2328 Desconhecida Sadia 2,05
4.3.11.3 Andlises dos caules superiores dos enxertos no modo negativo

de ionizacao

No tratamento quimiométrico via s-plot(Figura 4-144) no modo
negativo de ionizacdo dos caules superiores dos enxertos foi possivel evidenciar
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como mais significativas 7 bandas cromatograficas (Figura 4-145). As bandas
cromatograficas 2 — 5 e 7 sdo as mesmo encontradas nas analises feitas entre os
pés francos discutidos na secdo 4.3.5 e 4.3.6 (pagina 65 e 103) sugeridos o0s
seguintes metabdlitos secundarios que se encontram na Tabela 4-16Tabela 4-10.

5-Plot (Caule sup sadio = -1, Caule sup com sintomas = 1)
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Figura 4-144: Grafico S-Plot dos caules superiores dos enxertossadios e
infectados no modo negativo de ionizacao.
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Figura 4-145:Bandas cromatograficas evidenciadas pelo gréfico S-plot nas
matrizes dos caules superiores dos enxertos

As bandas de 3 6 e 8 que apresentaram baixa diferenca de massa
entre a teodrica e a experimental eram acidos graxos de baixa polaridade assim

COmMo Nnos outros 6rgéos.

184



Tabela 4-16: Provaveis metabdlitos secundarios dos caules superiores dos
enxertossadios e infectados evidenciados pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI
negativo).

Banda | t (min) [M-H] Substancia Maior Variagéo
Producéo
1 3,75 487.1959 Desconhecida Sadia DUE*
2 5,42 609,1816 FOG** Infectada 1.14
3 6.27 245,0819 e Infectada DUE*
Demetilisotamarina
4 6,86 469,1865 Limonina Sadia 1.06
Citrusina Ill ou .
5 7,47 726,3823 Citrusina XI Sadia 2.23
6 8,35 778.4239 Desconhecida Sadia DUE*
7 10,35 295.2275 Desconhecida Infectada 2.87

*DUE — Detectado em um Unico Enxerto
*EQOG (Flavonoide O-Glicosilado)- Homoeridictiol-7-O-neohesperidose, Homoeriodictiol-7-O-
rutinose, Neohesperidina ou Hesperidina

4.3.11.4 Anédlises das folhas dos enxertos no modo negativo de ionizacao

No tratamento quimiométrico via s-plot(Figura 4-146) no modo
negativo de ionizacdo das folhs dos enxertos foi possivel evidenciar como mais
significativas 6 bandas cromatogréficas (Figura 4-147). As bandas cromatograficas
3, 5 e 6 sdo as mesmo encontradas nas analises feitas entre os pés francos
discutidos na secdo 4.3.5 e 4.3.6 (pagina 65 e 103) sugeridos 0s seguintes

metabdlitos secundarios que se encontram na Tabela 4-17Tabela 4-10.

S-Plot (Folha comn sintomas = -1, Folha sadia = 1)
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Figura 4-146: Gréfico S-Plot das folhas dos enxertossadios e infectados no modo
negativo de ionizacao.
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Figura 4-147: Bandas cromatogréaficas evidenciadas pelo grafico S-plot nas
matrizes das folhas dos enxertos

A andlise da banda cromatografica 1 de t. de 5,08min. mostrou o ion
pseudomolecular m/z461,1088que na busca no banco de dados feito para esse
trabalho foi relacionado esse pico com flavonoides C-glicosiladosDiosmina-8-C-
glucosideo e Diosmina-6-C-glucosideo que apresentaram uma diferenca de massa
de 0,5 mDa entre a massa experimental observada e a massa teorica calculada
(Figura 4-148).Tanto no espectro do ion molecular quanto no espectro de massas
de ions produtos (Figura 4-149) foi observado perdas de 120 e 90 Da (Esquema
4-45) que condizem com a proposta de flavonoides. De acordo com
Cuyckens(2004), é muito comum perdas de agua, tanto no modo positivo quanto
no negativo de ionizagdo,nos flavonoides 6-C-glicosilados devido a proximidade da
2”-hidroxila da acglucar com as hidroxilas nas posi¢cbes 5 e 7 do flavonoide que
favorecem duas vezes mais essa perda (Figura 4-150), enquanto que para
flavonoides 8-C-glicosilados essa perda é menor ou ausente devido a proximidade
da hidroxilada da unidade do acUcar estar proximo apenas de um grupo hidroxilico
do flavonoide. Como néo foi observado o pico m/z443, referente a perda de agua,
em uma intensidade intensa sugere-se que o flavonoide em questdo seja a

Diosmina-8-C-glucosideo, onde este foi 3,48 vezes maior nas folhas infectadas

186



O

OH
Diosmetina-8-C-glucosideo

Diosmetina-6-C-glucosideo

Figura 4-148 Estrutura dos flavonoides glicosilados de massa neutra 462,1162Da
referente aom/z461,1088.
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Figura 4-149 Espectro de massas para o ion m/z461,1088de t; de 5,08min.
encontrado nas folhas dos enxertos infectados (ESI, modo negativo). Espectro de
ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).

m/z 371 m'z 461 miz 341

Esquema 4-45Proposta de fragmentacdo para a Diosmina-8-C-glucosideo(ESI,
modo negativo).
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Figura 4-150 Perda de agua observada em flavonoides 6-C-glicosilados
envolvendo o grupo 2”-hidroxilico do residuo de aglcar com os grupos hidroxilicos
5 ou 7 do flavonoide (CUYCKENS; CLAEYS, 2004).

A andlise da banda cromatografica 2 de t, de 5,21min. mostrou o ion
pseudomolecular m/z609,1459que na busca no banco de dados feito para esse
trabalho foi relacionado esse pico com flavonoides glicosiladas Lucenina-2;
Quercetina-7-O-rutinosideo, Rutina e  Luteolina-7-O-sophorosideo  que
apresentaram uma diferenca de massa de 0,5 mDa entre a massa experimental
observada e a massa tedrica calculada (Figura 4-151).Tanto no espectro do ion
molecular quanto no espectro de massas de ions produtos (Figura 4-152) foi
observado perda de 308 Da (Esquema 4-46) que séo perdas tipicas de flavonoides
O-diglicosilados, eliminando assim a possibilidade de ser o flavonoide C-glicosilado
Lucenina-2 que como foi abordado anteriormente esse tipo de flavonoide possui
fragmentacdes diferentes para suas unidades glicosidicas. A perda de 308 Da
permitiu também eliminar a flavona Luteolina-7-O-sophorosideo como sendo
referente a banda 2, pois a perda de sua unidade glicosidica seria de 324 Da, ja
gue seu diglicosideo é formado por duas unidades de glucose, diferentemente do
fragmento perdido (308 Da) que normalmente em Citrus representa um rutinosideo
ou neohesperidosideoque sédo formados por uma unidade de glucose e outra de
rhamnose. O fragmento m/z 463 corroborou com essa proposicado ja que ele
representa a perda do fragmento de rhamnose. O pico base de m/z 300 é referente
a uma fragmentacdo homolitica e de acordo com Cuyckens (2004), o
favorecimento dessa clivagem em detrimento da clivagem heterolitica indica
flavonoides 3-O-glicosilados, onde a formacdo do radical formado parece ser
estabilizado pela ligagcdo dupla do anel C vizinha ao grupo carbonila, e que o
inverso ocorre com os flavonoides 7-O-glicosilados, onde a clivagem heterolitica €
favorecida. Baseado nesses dados prople-se que a banda 2seja o flavonoide

Rutina que nas mudas infectadas teve um aumento de cerca de 2,69 vezes.
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Rutina

Quercetina-7-O-rutinosideo

Figura 4-151 Estrutura dos flavonoides glicosilados de massa neutra 610,1533Da

referente ao m/z 609,1459.
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Figura 4-152 Espectro de massas para o ion m/z609,1459 de t, de 5,21 min.
encontrado nas folhas dos enxertos infectados (ESI, modo negativo). Espectro de
ions produtos (acima) e espectro do ion molecular (abaixo).
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m/z 463
Esquema 4-46: Proposta de fragmentacao para o Rutina (ESI, modo negativo)

A banda 4 nao foi encontrado nada tanto no banco de dados feito
nesse trabalho quanto no banco de dados online ndo sendo capaz de estimar pelo

menos uma classe de metabolito para ela.

Tabela 4-17: Provaveis metabodlitos secundarios das folhas dos enxertossadios e
infectados evidenciados pelo tratamento quimiométricoS-plot (ESI negativo).

Banda | t, (min) [M-H] Substancia PrI(\)/IgiJ%rao Variagao
1 5,08 461,1088 Dgigg?&gf' Infectada 3,48
2 5,21 609,1459 Rutina Infectada 2,69
3 5,42 609,1816 FOG** Infectada 1,12
4 7,56 214,0421 Desconhecida Infectada DUE*
5 8,00 313,0717 o DICOX TS Infectada 1,26
6 8,76 373,0923 Isotymusina Infectada 2,52

*DUE - Detectado em um Unico Enxerto
*EQOG (Flavonoide O-Glicosilado)- Homoeridictiol-7-O-neohesperidose, Homoeriodictiol-7-O-
rutinose, Neohesperidina ou Hesperidina

4.3.12 Aspectos metabdlicosem resposta ao processo de infeccdo da X.
fastidiosa

De acordo com os metabdlitos que foram putativamente identificados
nas raizes (Figura 4-153), caules inferiores (Figura 4-154), caules superiores
(Figura 4-155) e folhas (Figura 4-156) dos pés francos percebe-se que a via
metabdlica dominante como resposta ao processo de infecdo da bactéria X.
fastidiosa se dar pela rota do Chiquimato (Figura 4-101), onde o0s principais
metabdlitos evidenciados pelo grafico de s-plot nas andlises via CLUE nos modos

190



de ionizacdo positivo e negativo foram as cumarinas, flavonoides e alcaloides
acridonicos.

Diferentemente do que foi discutido nos aspectosmetabdlicosdos pés
francos, onde a discussdo se baseava no processo de infecdo natural do
hospedeiro pelas cigarrinhas que se alimentam da seiva das folhas, logo o
processo de inoculacdo da bactéria na planta e as respostas iniciais observaveis
seriam nela, o que levou a fazer a proposi¢des discutidas naquele topico quase que
exclusivamente em relacdo as folhas. Entretanto esta parte do trabalho envolve ja a
planta totalmente infectada e com sintomas expressos, ou seja, com a bactéria ja
instalada com sucesso no hospedeiro, o que leva a avaliar como todos os 0rgaos
do enxerto responderam a esse processo infeccioso na tentativa de conte-lo ou
combate-lo.
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Figura 4-153: Substancias putativamente identificadas (ESI + e ESI -) nas raizes
dos enxertos com seus respectivos cédigos de identificacdo, enxerto em que foi
mais produzida e classe. Classes:C = cumarina, A = alcaloide, L= limonoide, F=
flavonoide. Espécies Sad= Sadia, Inf= Infectado. DUE = Detectado em uma Unica
espécie.
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Figura 4-154 Substancias putativamente identificadas (ESI + e ESI -) nos caules
inferiores dos enxertos com seus respectivos codigos de identificacdo, enxerto em
que foi mais produzida e classe. Classes:C = cumarina, A = alcaloide, L=
limonoide, F= flavonoide. Espécies Sad= Sadia, Inf= Infectado.
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Figura 4-155 Substancias putativamente identificadas (ESI + e ESI -) nos caules
superiores dos enxertos com seus respectivos cédigos de identificacdo, enxerto em
que foi mais produzida e classe. Classes:C = cumarina, A = alcaloide, L=

limonoide, F= flavonoide, Cic= ciclopeptideo. Espécies Sad= Sadia, Inf= Infectado.
DUE = Detectado em uma Unica espécie.
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Figura 4-156 Substancias putativamente identificadas (ESI + e ESI -) nas folhas
dos enxertos com seus respectivos codigos de identificacdo, enxerto em que foi
mais produzida e classe. Classes:C = cumarina, A = alcaloide, L= limonoide, F=
flavonoide, Cic= ciclopeptideo. Espécies Sad= Sadia, Inf= Infectado. DUE =
Detectado em uma Unica espécie.

As observacoes iniciais nas analises quimiométricas de HCA (4.3.9
pagina 151) onde se constatou pelo dendrograma que as raizes sadias eram
semelhantes aos caules inferiores infectados e devido a isso foi proposto que
poderia estar havendo uma translocacao dos metabolitos das raizes para as partes
aéreas das plantas foram confirmadas nas analises da variacdo dos metabdlitos
evidenciados pelo tratamento quimiométrico de s-plot. Como pode ser visto nas
Figura 4-153 e Figura 4-154 e no gréafico da Figura 4-157, as medias das areas
dos metabolitos encontrados na raiz sadia se assemelha ao dos caules inferiores
infectados e queha uma clara diferenca na quantidade desses metabolitos quando
se compra a raiz infectada com os caules infectados, onde fica claro que os
metabolitos produzidos nas raizes estdo sendo transcolados para os caules
inferiores ou as raizes cessam a producdo desses metabolitos para que o0s
precursores sejam utilizados nos caules para a producdo desses metabolitos
secundarios que aumentaram para que eles contenham ou combatam o processo
infeccioso. O que estaria de acordo com as observagOes feitas por He e
colaboradores (2000), no qual observou raros casos de X. fastidiosa sendo
encontradas emporta-enxertos mais utilizados, como o limédo Cravo (C. limonia) e o
citrumelo Swingle, quando estavam sob laranjeiras doces com CVC, levando os
autores a descartarem a transmissdo da bactéria via enxertia natural pelas
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raizes.Sendo assim esse aumento de metabolitos nos caules inferiores seria uma
forma de conter o avanco da doencga até as raizes como também uma forma envia-
los até a regido de maior colonizacdo da bactéria. Entretanto esses mesmos
metabdlitos que foram evidenciados nas raizes e caules (oriundosC. limonia)
inferiores como 0s mais variantes entre 0os enxertos sadios e infectados néo foram
discriminados nos caules superiores e folhas que séo 6rgdos oriundos doC.
sinensis. O que leva a levantar questbes do porqué esses metabdlitos ndo terem
sucesso em chegar até o foco infeccioso, ja que pela observacdes dos perfis
metabolicos dos érgédos realizados nesse trabalho e do levantamento bibliografico
para a criacdo do banco trabalho esta claro que cumarinas e alcaloides sé&o
produzidos mais eficientemente nos orgaos inferiores e os flavonoides nas folhas e

frutos.
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Figura 4-157 Variacdo dos metabdlitos secundarios (médias das areas das bancas
cromatograficas) nos caules inferiores e raizes dos enxertos sadios e
infectados(cédigo de identificacdo dos metabdlitos naTabela 4-18)

Outro fato que foi averiguado foi a alta variacdo na producdo de
alcaloides (A2-A4) nos caules inferiores com variagdes que iam da faixa de 5 a 9,8
vezes entre os enxertos sadios e infectados (Figura 4-158) e que eles seguem o
mesmo comportamento dos outros metabolitos discutidos no paragrafo anterior, o

de provavel transporte deles das raizes para os caules inferiores.
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Figura 4-158 Variacdo dos alcaloides (médias das é&reas das bancas
cromatograficas) nos o6rgdos dos enxertos sadios e infectados(codigo de
identificacdo dos metabdlitos na Tabela 4-18)

Apesar da gama de trabalhos publicados a respeito das diversas
atividades biologicas dos diversos tipos de alcaloides, ha poucos trabalhos
avaliando a atividade de alcaloides acridonicos frente a culturas de bactérias.
Foutosa e colaboradores (2013)(FOUOTSA et al., 2013), avaliou a inibicdo de
crescimentode alguns alcaloides acridénicos in vitro frente a culturas de E. coli,
Enterobacter aerogenese Mycobacterium tuberculosis, onde ele obteve os
seguintes MIC’s para os alcaloides Evoxantine — 1 (0,45uMpara E. coli, E.
aerogenese M. tuberculosis), Norevoxantine -2 (0,47uMparaE. colie0,95uM parak.
aerogenes),1-Hidroxi-2,3-dimetoxi-10-metillacridona - 3 (0,22uMparakE.
colie0,45uMparaE.aerogenese M. tuberculosis) e 1,3-dimetdxi-10-metilacridona — 4
(0,47uMparaE. colie0,95uM para E. aerogenes) - Figura 4-159.0 que leva a
acreditar que esses alcaloides que tenham aumentando durante o processo
infeccioso tenha algum papel no combate a X. fastidiosa, contudo parece que sua
producao e transporte se restringe aos 6rgdo oriundos doC. limonia, ja que o Unico
alcaloide que aumentou sua producao durante a instalacdo e desenvolvimento da
bactéria no caule superior foi o alcaloide quinolinicos Lunacrina (A2).0O que sugere
gue as enzimas acridona sintetase sdo menos expressas nos 6rgao oriundo deC.

sinensis durante o processo infeccioso, dando lugar para a expressao das enzimas
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chalcona sintase o que explicaria o maior numero de flavonoides evidenciados nos
orgao superiores (caule superior e folhas) (Figura 4-155eFigura 4-156) e porque
s6 o alcaloide A2 é produzido, ja que sua producao parece nao ser dependente

destas enzimas.
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Figura 4-159: Alcaloides acridonicos avaliados no trabalho de Foutosa e
colaboradores (2013) (FOUOTSA et al.,, 2013), frente a diferentes espécies de
bactérias.

Como foi discutido nos pés francos, os flavonoides parecem
desempenhar um papel importante no combate ao desenvolvimento daX. fastidiosa
nos vasos xileméticos, jA& que das 14 bandas cromatogréficas que foram
evidenciadas no tratamento s-plot das folhas, oito eram flavonoides e sete deles
tiveram sua concentracdo aumentada durante a infeccdo, entretanto apenas dois
deles tiveram sua atividade frente a bactéria avaliada, a hesperidina
(provavelmente o flavonoide F3) e a rutina (F2). Até o dado momento nao foi
encontrado relatos da atividade biolégica de flavonoides polimetoxilados e C-
glicosilados frente ao desenvolvimento do biofilme ou do crescimento da X.
fastidiosa. O gque se sabe até o dado momento é que eles parecem ter um papel
importante no combate a invasdo de qualguer organismo nocivo onde nos
trabalhos realizados pelo grupo de PN da UFSCar eles foram os metabdlitos que
mais variaram nas folhas de plantas infectadas por bactérias Candidatus
Liberibacter(BELLETE, 2014) e X. fastidiosa(SOARES, 2011; SOARES et al., 2014)
e fungo Alternaria alternata. Além de agir como fitolexinas eles podem também
estar associado como mecanismo de defesa das plantas devido as suas
propriedades antioxidantes contra os peroxidos e superéxidos que sao ativados
pela propria planta durante o processo de infeccdona tentativa de combater os
microrganismos invasores.

As cumarinas seselina (C7) e xantiletina (C8) ao que parece tem sua
producdo diminuida durante o processo de enxertia (Figura 4-160), onde suas

concentragbes sdo menores que nos pés francos de C. limonia, estando em
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concordancia com a proposicdo de que as cumarinas parecem representar um
papel importante na inibicdo do desenvolvimento inicial do biofilme que garante ao
primeiro instante a adesdo das bactérias nos vasos xilematicos que é o primeiro
passo para o sucesso da colonizagdo. Como pode ser visto na o aumento da
producdo desta nao representa nem 50% do que € produzido nos pés francos de

C. limonia.
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Figura 4-160 Variagdo das cumarinas seselina e xantiletina (médias das areas das
bancas cromatogréficas) nos 6rgdos dos enxertos sadios e infectados e nos pés
francos de C. limonia e C. sinensis
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Tabela 4-18 Todas as substancias discriminadas pela ferramenta S-plot nos enxertos
Org&o Vegetal Modo de ionizagéo Cddigo de

T, Substancia

3,75 Desconhecida - - + - - + Desconhecida D1

Diosmina-8-C-
5,08 . - - - + - + Flavonoide F1
glucosideo

Homoeridictiol-7-O-
neohesperidose ou
Homoeriodictiol-7-O-

42 i - - + + + + i
> rutinose ou Flavonoide F3
Neohesperidina ou
Hesperidina
7- .
6,27 - + + - - + Cumarina c2

Demetilisotamarina

6,86 Limonina - + + - + + Limonoide L1

7,11 Suberenol + - - - + - Cumarina C5

7,56 Desconhecida - - - + - + Desconhecida D2
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nol ou 7- .
7,70 Oste.o ° . + - - - - + Cumarina C6
Demetoxisuberosina

5,4’-Diidr6xi-7,8-

8,09 . . - - - + - + Flavonoide F4
dimetoxiflavona

8,15 Seselina + + + + + - Cumarina Cc7

8,35 Desconhecida - - + - - + Desconhecida D4

8,70 Ostenol ou 7- + - - - - + Cumarina c9
Demetoxisuberosina

8,76 Isotymusina - - - + - + Flavonoide F7

8,91 Nobiletina - - - + + - Flavonoide F9

8,99 Desconhecida + - - - + - Desconhecida D6

9,34 . ,AICOOIE.’- ) - + - - - + Alcaloide A3
hidréxinoracrinocina

10,15 Nordentatina + + - - + + Cumarina Ci12
10,35 Desconhecida + - + - - + Desconhecida D8
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5 CONCLUSOES

A aplicacdo de ferramentas quimiomeétricas aos dados obtidos via
CLUE-ESI-QTOf permitiu de modo rapido, simples e eficiente, a separacdo das
amostras de acordo as suas similaridades e diferencas indicando que esta técnica
poder ser aplicada para o estudo de diferenciagdo dos extratos analisados,
apresentando resultados confiaveis e reprodutiveis. As analises de HCA através
dos agrupamentos de similaridade permitiu prever que poderia estar havendo a
translocacao dos metabolitos secundarios das raizes para os caules inferiores
durante o processo de infecdo, sendo confirmado através da identificacdo dos
metabolitos evidenciados pelo s-plot. Nos graficos de PCA onde foi realizada a
analise das diferentes partes do citros separadamente tanto para os pés francos
de C. sinensis eC . limonia quanto para os enxertos sadios e infectados, verificou-
se em todos os casos sempre 2 ha o agrupamento de dois grupos — 0rgaos
oriundos de C. sinensis e 6rgaos oriundos de C . limonia, podendo ser uma
ferramaenta utilizada para diferenciar diferentes tipos de porta enxertos
desconhecidos sob copas C. sinensis. A ferramenta quimiométrica S-plot se
mostrou uma técnica extremamente eficiente em discriminaras bandas
cromatograficas de diferentes tratamentos e a caracterizar as que mais contribuem
para essa diferenciacdo com um alto grau de confiabilidade, poupando tempo em
ter que discrimina-los de forma visual, além de auxiliar na identificacdo de
provaveis biomarcadores.

A criagdo do banco de dados de Citrus foi uma Otima aliada na
identificacdo dos compostos que foram evidenciados pela ferramentas-plot, onde
através dela foi possivel determinar putativamente a identidade de 33 composto
nos pés francos e 28 compostos nos enxertos, tendo apenas 4 composto sendo
encontrado nos bancos de dadosonline (Lunacrina, Bufotenina-O-glicosideo,
Lemobilina e Cafeoato de prenila), sendo todos eles com um erro menor que
1,0mDa.

O uso de CLUE-ESI-TOF mostrou ser um equipamento de extrema
eficiéncia provendo analises rapidas e com a deteccao de massas de alta acuidade

0 que permitiu a identificacdo dos compostos com mais seguranca, apesar deles
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nao terem sido 100% confirmados. Sendo importante ressaltar que as analises em
ambos os modos de ionizacédo (ESI- e ESI+) se mostraram um requisito importante
em estudos metabondémicos nao-direcionados, ja que como pode ser visto na Erro!
Fonte de referéncia ndo encontrada. foram detectados 19 composto somente no
ESI + e 28somente no ESI - para os pés francos e 18ESI- e 19ESI + para os
enxertos (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.), ndo sendo um tempo de
maquina mal dispendido nesses tipos de trabalhos.

As andlises dos aspectos metabdlicos em ambas os tratamentos (pés
francos e enxertos) indicaram uma alta expressao de enzimas do tipo acridona
sintase nas raizes e caules o que indicaria o alto numero de alcaloides acridénicos
detectados nessas matrizes bioldgicas e uma alta expresséo das enzimas chalcona
sintase nas folhas o que explicaria o grande numero de flavonoides detectados em
tais matrizes. O que se averiguou também é que a rota do chiquimato € altamente
favorecida nas espécies de Citrus independente do tratamento ja que a grande
maioria dos metabolitos putativamente identificados provem do Acido Chiquimico.

Em relacdo aos aspectos quimicos relacionados a resisténcia do C .
limonia o que parece € que a alta concentracdo das cumarinas xantiletina e
seselina nas folhas, o6rgdo de inéculo inicial, desempenham este papel de
resistencia ao atuarem como inibidores da fromacdo do biofiime das bacterias
impedindo a sua adesao inicial que é o aspecto fundamental para o sucesso da
colonizagdo das bacterias no hospedeiros e os flavonoides como a hesperidina
desempenham a atividade antimicrobiana frente as bacterias.

No caso dos enxertos percebe-se que nas folhas ha um aumento na
producdo das cumarinas seselina e bergapteno, indicando que esses metabolitos
possam fazer parte no combate do processo infeccioso, entretanto sua pequena
producdo ndo chegar ser a minima necessaria para surtir algum efeito. O que se
nota € que € as enzimas da familia policetideo sintase sdo altamente expressas,
onde a chacona sintase é mais expressa nas folhas aumentando a producdo de
flavonoides e a acridona sintase nos caules tendo um aumento muito grande, o que
leva a prop0s a criagdo de mutantes que pudessem expressar mais essas enzimas
responsaveis pela biossintese desses alcaloides nas folhas a fim de avaliar o
aumento a resisténcia a esse fitopatogeno. Ou mutante que produzisse mais

seselina, 7-Demetilisotamarina e bergapteno nas folhas, j& que esses foram ou
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anicos detectados nos tratamentos doentes, podendo ser biomarcadores de
combate ao processo infeccioso.

As perspectivas a respeito desse trabalho a fazer anélises no CLAE-
QTOF do Prof Dr Massuo Kato da USP S&o Paulo a fim de obter os devido tempos
de retencdo dos compostos que nao tiveram suas identidade confirmadas ou nao
foram identificados e tentar isola-los nos CLAE-RMN do Departamento de Quimica
da UFSCar, como também tentar isolar ou comprar padrdes desses compostos

para serem testados frente Xylella fastidiosa.
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ANEXO



Banco de Dados dos
Metabolitos Secundarios
Isolados do Género Citrus
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Espécie de . Formula Massa
Estrutura/Nome Citrus Extraido molecular monoisotdpica
Monoterpenos
H3C¢ 0
C. grandis Pericarpol[1] C10H160 152,2334
/-\
H,C” XCH,
cis-(+)-Limonene oxide
: Casca do fruto
OH C. junos
HsC, ’ [21,[3]
C. unshiu Casca do fruto [2]
CH
2 HO
O OH
O OH Cohassaky  CASRAONUO  Ci0; 3323803
HLC ’
3 OH
(2E,6R)-2,6-dimethyl-2,7-octadien-6-o0l-1-O- (3-D-
glucopyranoside
C. sinensis Casca do fruto [2],

[3]
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Casca do fruto

CH C. junos
Hom 3 | -
HO O,
OH C. unshiu Casca do fruto [2]
C16H260 314,3740
Casca do fruto 16771266 :
C. hassaku
[2],[3]
H,C \CHZ C. sinensis Casca d[%]fruto 2],
Trans-carveol 6-O-B-D-glucopyranoside
CH,
HO
C.sinensis ~ ~2sc@ d[%]fr“to 2l M0 316,3899
X O OH
0 or
OH
H,C CH,

a-terpineol 8-O-B-D-glucopyranoside
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OH
QO C. sudachi Casca do fruto [2] C16H2607 330,3734
H3C/\CH3
(4S,6S)-6-O-B-D-glucopyranosyl-p-menth-1-em-3-one
H,C
C. unshiu Casca do fruto [2] C16H2807 332,3893
(1S,4R,6S)-1,3,3-trimethyl-2-oxobicyclo [2.2.2] octan-6-O--
D-glucopyranoside
Sesquiterpeno
CH,
o C.nobilis Cascadaraiz [4
RN CH, iz [4]
H3C CH3 C15H280 224,3822
HO CH, CH, C. sinensis Casca da raiz [5]
Elemol
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CH, C. hystrix Casca do fruto [6] C1sH280> 240,3816

"\ H KOH

H3C OH CH3
(+)-4-epi-cryptomeridiol

Diterpeno
C. sinensis x
Poncirus Raiz [7] C21H3004 346,4605
trifoliata
H3C CHs
Carnosic acid-11-methylether
Esteroides
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B-Sitosterol

C. sinensis

C. limonia

C. medica

C. paradisi

C. hystrix

C. kinokuni

C.jambhiri

C. sinensis x
Poncirus
trifoliata

Folhas [8],[9];
casca do fruto [10]
e 6leo da casca do

fruto [11]

Raiz [9]

Cascaraiz e
casca do caule
[12]

Casca do fruto [13]
e 6leo da casca do
fruto [11],[14]

Folhas [6]

Casca do fruto [15]

Casca do fruto [16]

Raiz [7]

C29Hs500

414,7067
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Folhas [9] e casca

C. sinensis do fruto [10]
C. limonia Raiz [9]
Cascaraiz e
C. medica casca do caule C29H430 412,6908
[12]
C. paradisi Casca do fruto [13]
Stigmasterol C.jambhiri Casca do fruto [17]
HsC CH,
C. sinensis Folhas [9] e casca
CH :
3 CH, do fruto [10]
HsC C. limonia Raiz [9
e ' L CasHas0 398,6642
C. paradisi Casca do fruto [13]
HO
Campesterol
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HO

H;C

CHgj
CHgj

H-C
CHs 3 C. sinensis

Cholesterol

Casca do fruto [10]

Co7H460

386,6535

C. sinensis

Isofucosterol

Casca do fruto [10]

C2oH40

412,6908
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C. limonia Casca do fruto [18] C28H440 396,6483
Ergosterol
HaC, Chs C. sinensi Folha [8] e caule
- . sinensis
CH, [9]
CHy
C. hystrix Casca do fruto [6]
C35Hs006 576,8473
OH C. nobilis Semente [19]
HO 0]
HO O
OH C. pyriformis Casca do fruto [17]

3B-0O- B-glucopyranosylsitosterol

229




C. reticulata Casca do fruto [20] Cs5Hg07 871,3624
Triterpenos
Casca do fruto [13]
C. paradisi e Oleo da casca do
fruto [11]

C30H500 426,7174

: : Oleo da casca do

C. sinensis

CHy
Citrostadienol (24-Ethylidene lophenol)

fruto [11]

230




24-Methylene lophenol
CH,

C. paradisi Casca do fruto [13] C29H480

412,6908

HsC,

HO
Cycloeucalenol

C. paradisi Casca do fruto [13] C30H500

426,7174
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HsC  CHs

24-Methylene cycloartenol

C. paradisi

Casca do fruto [13]

Cs1Hs20

440,7439

HSC CH3

Cycloartenol

C. paradisi

Casca do fruto [13]

C3oHs500

426,7174
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C. medica

Casca do caule

[12]
C3oHs00 426,7174
C. sinensis x
Poncirus Raiz [7]
3 trifoliata
HC'  CHj
C. reticulata Folha[21] C30H1503 456,7003

H3C

-
-

CH,

Butulinic acid
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Caule [9] e Oleo

C. sinensis da casca do fruto
[11]
C. unshiu Folha [22] CsoHs500 426,7174
C. paradisi Oleo da casca do
CHs3 P fruto [14]
CHj
Friedelin
HaC,
CHg
o C.reticulata  Cascado fruto [20]  CsgH10007 885,389

OH H3C ”CH3
Citruslanosteroside
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OH

OH
0%

o) C. reticulata Casca do fruto [20] C4sHes015 885,0445

OH

HO 0]
HO © o
OH HO O
OH HeC CHs
Reticulataursenoside
Limonoides
HO
@)

C. sudachi Sementes [23] C24H3009 462,4896

Sudachinoid B
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HO

Ichangensin

C. sudachi Sementes [23] C25H3209 476,5161
. Sementes
C. sudachi 23], [24]
C. junos Sementes [24]
C. ichangensis Sementes
' [25],[26]
C24H3007 430,4908

C. bergamia

C. reticulata

C. sphaerocarpa

Sementes [27]

Sementes [28]

Sementes [24]
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CHj

1-O-Methylichangensin

C. sudachi

Sementes [23]

Cas5H3207

444,5173

Citrobilin

(@]
W\

OH

C. nobilis

Sementes [19]

CagH34011

546,5629

237




C. ichangensis

Sementes [25]

Ca6H3208 472,5274

Casca do fruto

C. sudachi [29] e sementes

[23]
Isoobacunoic acid
:/ C. bergamia Sementes [27]
HsC—g CHs :
%
© C27H340s5 486,5540
~0
C. reticulata Sementes [28]

HsC

CHj
Methyl isoobacunoate
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z C. bergamia Sementes [27]
HsC—( CHj :
O//
X0 C27H3209 500,5375
: Sementes
C. reticulata [28],[30]
H3C
CH;  HO
Methyl isoobacunoate diosphenol
/ O
C. reticulata Sementes [28] C27H3409 502,5534

H3C

CHy ©
Cyclocalamin
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C. ichangensis

C. reticulata

Sementes [31]

Sementes [25]

H5;C

C26H3209 488,5268

C. aurantium Sementes

' [31],[32]
C. paradisi Sementes [31]
Isolimonic acid
0]
N—o0
C. reticulata Sementes [33] Co7H32010 516,5369

CHj
Isolimonexic acid methyl ester
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A
C. grandis Pericarpo [34]

XN OH
C. hyStriX Raiz [35] Cs6H30010 502,5104
C. nobilis Sementes [19]

Limonexin
HO
C. hystrix Raiz [35]
C26H30010 502,5104

C. medica Casca do caule

Limonexic acid

[12]
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C. paradisi

Sementes [36]

C26H3207 456,5280
C. reticulata Sementes [28]
"¢ CH;
C. paradisi Sementes [36]
Ca6H3007 4545122
C. reticulata Sementes [28]

Deoxylimonin
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C. paradisi

Sementes [36]

Ca6H3208 472,5274

C. reticulata Sementes [28]

H5C
CHs

C. paradisi Sementes [36]

C. reticulata Sementes [28]
CagH3409 514,5641

Limonyl acetate C. limonia Raiz [9]
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Limonin

C. reticulata

C. hystrix

C. limon

C. grandis

C. ichangensis

C. paradisi

C. medica

C. limettioides

C. aurantium

C. sinensis

C. bergamia

244

Semente
[28],[30],[33].,[37
]; folha [21];
tronco [38] e
casca do galho
[21]

Raiz [35]
Semente
[30],[37]
Pericarpo [34],
semente [37] e
casca do tronco
[39]
Semente [25]
Semente
[36],[37],[40]
Semente [37], C26H300s

casca do caule
e casca daraiz
[12]

Semente [37]

Semente
[31],[37]

Semente [37] e
folha [9]

Semente [27]

470,5116




C. unshiu

Folhas [22] e

Limonoate A-ring lactone

melaco [41]
Casca do fruto
C. sudachi [29] e semente
[23]
C. pvriformis Casca do fruto
- PY [17]
C. limonia Raiz [9]
C. nobilis Semente [19]
C. grandis Muda [42]
C. sinensis Fruto [43] C26H3200 488,5268
C. paradisi Fruto [43]
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Casca do fruto

C. sinensis 28]
C26H3009 486,511

O

C. limonia Semente [28]

H,C
*7 CH,
17-Dehydrolimonoate A-ring lactone
HO
O
C. aurantium Semente [32] C26H32011 520,5256

Ichanex acid
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C. ichangensis Semente [25]

- Semente
C. paradisi [31],[36]
C. reticulata Semente
' [28],[33] Ca26H3209 488,5268
C. aurantium Semente [31]
C. bergamia Semente [27]
Ichangin
HO
O
C. sudachi Cascadofruto o 1 0, 5786048

[29]

3-O-methyl-21,23-dihydroxy-23-hydroxy-21-oxonomilic acid
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z C. ichangensis Semente [25]
CosH36010 532,5794
) Casca do fruto
C. sudachi 29]
Nomilic acid
Semente [25] Ca6H3409 490,5427

C. ichangensis

Deacetylnomilinic acid
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C. ichangensis Semente [25] CysH3,0g 4725274
H-,C
37 CH,
Obacunoic acid
C. bergamia Sementes [27]
. Sementes
C. reticulata [28],[30]

C,7H3609 504,5693

C. limon Sementes [30]

C. sudachi Casca do fruto

Methyl deacetylnomilinate

[29]
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C. bergamia

Sementes [27]

Cy7H36010 520,5687
. Sementes
C. reticulata [28],[30]
Calamin
) Sementes
C. reticulata [28],[30] Cy4H300g 462,4896

Retrocalamin
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HO

C. sudachi

CH
HaC 3

21,23-dihydro-23-hydroxy-21-oxodeacetylnomilin

Casca do fruto
[29]

C26H32010

504,5262

C. sudachi

Sudachinoid C

Semente [23]

C26H3009

486,511
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HO

0
\ <0
CHa CHs : C. grandis Pericarpo [34]
CasH36010 532,5794
C. medica Casca do caule
CHs [12]
HsC
Ctrusin
C. bergamia Semente [27]
@)
C. ichangensis Semente [25]
/
CHj H Poncirus trifoliata
J\ : X (C. sinensis x Fruto [36]
o~ 0 C. paradisi)
Semente [37];
C. medica cascadaraiz e C2gH3409 514,5641
casca do caule
[12]
. Semente
C. limon [30],[37],[44]
C. limettioides Semente [37]

Nomilin

C. aurantium

252

Semente [37]




H3C

CHs;

Deacetylnomilin

C. sinensis Semente [37]
: Semente
C. reticulata [28].[30],[37]
C. grandis Semente [37]
- Semente
C. paradisi [37],[40]
C. nobilis Semente [19]
C. unshiu Melaco [41]
C. medica Semente [37]
C. limon Semente [37]

C. limettioides
C. aurantium

C. sinensis
C. reticulata

C. grandis
C. paradisi

C. nobilis
C. ichangensis
C. bergamia

C. pyriformis

Semente [37]
Semente
[37],[31]

Semente [37]
Semente

[28],[30],[33].,[37
]

Semente [37]

Semente [36],
[37],[40]

Semente [19]

Semente [25]

Semente [27]

Casca do fruto
[17]

C26H320s

472,5274
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C. medica
C. limon

C. limettioides

Semente [37]
Semente
[30],[37],[44]
Semente [37]

C. aurantium Semente [37]
C. sinensis Semente [37]
Semente
C. reticulata [28],[30],[33],[37 Co6H3007 454,5122
]
C. grandis Semente [37]
- Semente [36],
C. paradisi [37],[40]
C. nobilis Semente [19]
C. ichangensis Semente [25]
Obacunone C SUdaCh| Semente [23]
C. paradisi Semente [36]
C26H3207 456,5280
C. reticulata Semente [28]

7a-Obacunol
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Poncirus trifoliata

CHj

HsC
Namilinoate A-ring lactone

X (C. sinensis x Fruto [36] CogH340g 498,5647
C. paradisi)
C. grandis Mudas [42] C28H36010 532,5794
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_/ Poncirus trifoliata
H X (C. sinensis x Fruto [36]
C;:H?’ C. paradisi)
C26H3009 486,511
: Casca da raiz
C. medica [12]
1-(10—19) Abeo-7a-acetoxy-10B-hydroxyiso-obacunoic acid
3,10-lactone

Poncirus trifoliata
x (C. sinensis x Fruto [36] CogH3503 496, 5488

C. paradisi)

CHj OJ\

HsC CHs
1-(10—19) Abeo-obacun-9(11)-em-7a-yl acetate
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=
CHg =
O .
O— C. reticulata Semente [45] CosH0506 424,4862
HyC  CHg S
Citriolide-A
C. junos Semente [24]
OH
OH
C31H440 624,6732
C. sudachi Semente [24] SR

CHj
Ichangensin-17-O-B3-D-glucopyranoside

C. sphaerocarpa

Semente [24]
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OH
C. paradisi Semente [46] C32H44014 652,6833
Isoobacunoic acid 17-O--D-glucopyranoside
OH
OH
C. paradisi Semente [46] C32H44014 652,6833

H5;C

CHj
Epiisoobacunoic acid 17-O-B-D-glucopyranoside
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Casca do fruto

C. limonetta [47]
C. paradisi Semente [40]
C32H420 650,6678
C. junos Semente [24] sz
C. sudachi Semente [24]
Limonin-17-O-B-D-glucopyranoside C. sphaerocarpa Semente [24]
C. limon Casca de frutos
[2]
OH
OH
C32H44015 668,6827
C.unshiu Casca de frutos

CHj
Ichangin17-O-B-D-glucopyranoside

[2]
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C. junos

C. sudachi

Semente [24]

Semente [24]

Deacetylnomilic acid 17-O-B-D-glucopyranoside

OH C. sphaerocarpa Semente [24]
OH
C. limonetta Cascrac;? fruto C34H45016 712,7353
. Casca do fruto
C. limon
[2]
C. unshiu Casca do fruto
[2]
.- Semente [46],
C. paradisi [48]
C. junos Semente [24]
C. sudachi Semente [24]
OH
OH
C32H46015 670,6986

C. sphaerocarpa

C. paradisi

Semente [24]

Semente [46]
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OH

OH
C. paradisi Semente [46] C32H44014 652,6833
Obacunoic acid 17-O-B-D-glucopyranoside
OH
o C32H440
C. paradisi Semente [46] 327 laatr14 652,6833

trans-Obacunoic acid 17-O-B-D-glucopyranoside
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C. unshiu Melaco [41]

C. junos Semente [24]
C. sudachi Semente [24]
C34H46015 694,7200
C. sphaerocarpa Semente [24]
C. paradisi Seme[2t8? [40],
_ Nomilin- C i " Casca do fruto
17-O-B-D-glucopyranoside - limonetta [47]
C. junos Semente [24]
C. sudachi Semente [24]
OH
OH
C32H44014 652,6833
C. sphaerocarpa Semente [24]
CHjy
H3C C. paradisi Semente [40]

Deacetylnomilin-17-O-B-D-glucopyranoside
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Casca do fruto

C. limonetta [47]
C. junos Semente [24]
OH
OH C. sudachi Semente [24]
C32H42013 634,6680
C. sphaerocarpa Semente [24]
C. paradisi Semente [40]
HsC _ C. reticulata Semente [45]
Obacunone-17-O-3-D-glucopyranoside
Carotenoides
. . Suco [49],[50] e
C. sinensis flavedo [51],[52]
C. reticulata Flavedo [51],[52]
C. latifolia Flavedo [51]
C. limettioides Flavedo [51]
C. nobilis Flavedo [51]
C. unshiu Flavedo [51]
C. yatsushiro Flavedo [51] CaoHea 44,9361
C. keraji Flavedo [51]
Phytoene C. limon Flavedo [51]
C. limonia Flavedo [51]
C. grandis Flavedo [51]
C. paradisi Flavedo [51]

C. glaberrima
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Flavedo [51]




C. intermedia
C.hassaku
C. tengu
C. natsudaidai
C. rugulosa
C. rokuyatsu
C. canaliculata

Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]

C. tankan Flavedo [51]
C.iyo Flavedo [51]
C. tamurana Flavedo [51]
C. iyukitso Flavedo [51]
C. aurea Flavedo [51]
C. kinokuni Flavedo [51]
C. reshni Flavedo [51]
C. depressa Flavedo [51]
C. shukokan Flavedo [51]
C. junos Flavedo [51]
C e Faveso o
C. deliciosa Flavedo [51]
C. tangerina Flavedo [51]
C. tachibana Flavedo [51]
C. sinensis Flavedo [51],[52] e
casca do fruto [53]
Flavedo
C. reticulata [51],[52],[54] e CaoHe2 542,9202
suco [54]

C. latifolia Flavedo [51]

C. limettioides
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Flavedo [51]




= =

HeC  CHy

Phytofluene

C. nobilis
C. unshiu
C. yatsushiro
C. kerayji
C. limon
C. limonia
C. grandis
C. paradisi
C. glaberrima
C. intermedia
C.hassaku
C. tengu

C. natsudaidai

C. rugulosa
C. rokuyatsu

C. canaliculata

C. tankan
C. iyo
C. tamurana
C. iyukitso
C. aurea
C. kinokuni
C. reshni
C. depressa
C. shukokan
C. junos

C. pseudo-
aurantium

C. deliciosa
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Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]

Flavedo [51]
Flavedo [51]




(-carotene

C. tangerina Flavedo [51]
C. tachibana Flavedo [51]
: . Flav 1],[52
C. sinensis asjg(? [[5?0]][’5[2]] €
C. reticulata Flavi%%£5[l5]4554] €
C. latifolia Flavedo [51]
C. limettioides Flavedo [51]
C. nobilis Flavedo [51]
C. unshiu Flavedo [51]
C. yatsushiro Flavedo [51]
C. keraji Flavedo [51]
C. limon Flavedo [51]
C. limonia Flavedo [51]
C. grandis Flavedo [51] CuaoHso 540,9044
C. paradisi Flavedo [51],[52]

C. glaberrima
C. intermedia
C.hassaku
C. tengu
C. natsudaidai
C. rugulosa
C. rokuyatsu
C. canaliculata
C. tankan
C.iyo
C. tamurana
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Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]




C. iyukitso

Flavedo [51]

C. aurea Flavedo [51]
C. kinokuni Flavedo [51]
C. reshni Flavedo [51]
C. depressa Flavedo [51]
C. shukokan Flavedo [51]
C. junos Flavedo [51]
(;u fjﬁtll‘fr?] Flavedo [51]
C. deliciosa Flavedo [51]
C. tangerina Flavedo [51]
C. tachibana Flavedo [51]
[Fortunella
margarita x
(Poncirus Flavedo [1]
trifoliata x C.
sinenis)]
C. sinensis Flavedo [52]
C. paradisi Flavedo [52]
[Fortunella
margarita x CaoHsg 538,8885
(Poncirus Flavedo [1]
trifoliata x C.
sinenis)]
C. sinensis Flavedo [52]
C. paradisi Flavedo [52] CaoHss 536,8726
C. reticulata Flavedo e suco

Lycopene

[54]
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[Fortunella

margarita x
(Poncirus Flavedo [1]
trifoliata x C.
sinenis)]
CaoHss 538,8885
C. sinensis Suco [56]
C. paradisi Flavedo [52]
[Fortunella
margarita x
(Poncirus Flavedo [1]
trifoliata x C.
sinenis)] CuoHs6 536,8726
C. sinensis Flavedo [52] e
' suco [50]
C. paradisi Flavedo [52]
. Flavedo e suco
C. reticulata [54] CaoHs6 536,8726
C. sinensis Suco [50] C40Hs560 552,8720

Rubixanthin
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[Fortunella

margarita x
(Poncirus Flavedo [1] CaoHs0 540,9044
trifoliata x C.
sinenis)]
n-Carotene
Flavedo [51];
C. sinensis casca do fruto [53]
e suco [50],[55]
C. reticulata Flavedo [51],[54] e
suco [54]
C. latifolia Flavedo [51]
C. limettioides Flavedo [51]
C. nobilis Flavedo [51]
C. unshiu Flavedo [51]
C. yatsushiro Flavedo [51]
C. keraji Flavedo [51]
C. limon Flavedo [51]
C. limonia Flavedo [51] CaoHs6 536,8726
C. grandis Flavedo [51]
a-Carotene C. paradisi Flavedo [51]

C. glaberrima
C. intermedia
C.hassaku
C. tengu
C. natsudaidai
C. rugulosa
C. rokuyatsu
C. canaliculata
C. tankan
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Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]




C.iyo

Flavedo [51]

C. tamurana Flavedo [51]
C. iyukitso Flavedo [51]
C. aurea Flavedo [51]
C. kinokuni Flavedo [51]
C. reshni Flavedo [51]
C. depressa Flavedo [51]
C. shukokan Flavedo [51]
C. junos Flavedo [51]
C e Faveao s
C. deliciosa Flavedo [51]
C. tangerina Flavedo [51]
C. tachibana Flavedo [51]
[Fortunella
margarita x
(Poncirus Flavedo [1]
trifoliata x C.
sinenis)]
C. sinensis Flavedo [51],[52]
C. reticulata Flavedo [51],[54] e
suco [54]
C. latifolia Flavedo [51]
C. limettioides Flavedo [51]
C. nobilis Flavedo [51] CuoHss 536,8726
C. unshiu Flavedo [51]
C. yatsushiro Flavedo [51]
B-Carotene C. keraji Flavedo [51]
C. limon Flavedo [51]
C. limonia Flavedo [51]
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C. grandis
C. paradisi
C. glaberrima
C. intermedia
C.hassaku
C. tengu
C. natsudaidai
C. rugulosa
C. rokuyatsu
C. canaliculata
C. tankan
C.iyo
C. tamurana
C. iyukitso
C. aurea
C. kinokuni
C. reshni
C. depressa
C. shukokan
C. junos
C. pseudo-
aurantium
C. deliciosa
C. tangerina
C. tachibana
[Fortunella
margarita x
(Poncirus
trifoliata x C.
sinenis)]

Flavedo [51]

Flavedo [51],[52]

Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]

Flavedo [51]

Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]

Flavedo [1]
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C. sinensis Suco [55] CaoHse 536,8726

C. sinensis Suco [55] CaoHs6 536,8726
. Flavedo e suco
C. reticulata [54] C40H560 552,8720
C. sinensis Suco [55] C4oHs60 552,8720
. . Suco [55],[49] e
C. sinensis casca do fruto [53]
C. reticulata Flavedo e suco
' [54]
[Fortunella C4oHs560 552,8720
margarita x
. (Poncirus Flavedo [1]
B-Cryptoxanthin trifoliata x C.
sinenis)]
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C. sinensis Suco [55] C4oHs60 552,8720
13-cis- B-Cryptoxanthin
. : Flav 1
C. sinensis sﬁcoe(E5065?[ 4]9]e
C. reticulata Flavedo [51]
C. latifolia Flavedo [51]
C. limettioides Flavedo [51]
C. nobilis Flavedo [51]
C. unshiu Flavedo [51]
C. yatsushiro Flavedo [51]
C. keraji Flavedo [51]
C. limon Flavedo [51]
C. limonia Flavedo [51]
C. grandis Flavedo [51]
C. paradisi Flavedo [51] Cs2H7602 7351745

B-Cryptoxanthin laurate

C. glaberrima
C. intermedia
C.hassaku
C. tengu
C. natsudaidai
C. rugulosa
C. rokuyatsu
C. canaliculata
C. tankan
C.iyo
C. tamurana
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Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]




C. iyukitso

Flavedo [51]

C. aurea Flavedo [51]
C. kinokuni Flavedo [51]
C. reshni Flavedo [51]
C. depressa Flavedo [51]
C. shukokan Flavedo [51]
C. junos Flavedo [51]
C. pseudo- Flavedo [51]
aurantium
C. deliciosa Flavedo [51]
C. tangerina Flavedo [51]
C. tachibana Flavedo [51]
o C. sinensis Suco [56],[49] Cs4Hg202 763,2276
Hﬁ%o
CHg
o C. sinensis Suco [56],[49] Cs6HgsO2 791,2808
g
B-Cryptoxanthin palmitate
Flavedo [51],
. . casco do fruto [53]
C. sinensis
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e suco
[49],[50],[55]




Lutein

WOH

C. reticulata

C. latifolia
C. limettioides
C. nobilis
C. unshiu
C. yatsushiro
C. kerayji
C. limon
C. limonia
C. grandis
C. paradisi
C. glaberrima
C. intermedia
C.hassaku
C. tengu
C. natsudaidai
C. rugulosa
C. rokuyatsu
C. canaliculata
C. tankan
C. iyo
C. tamurana
C. iyukitso
C. aurea
C. kinokuni
C. reshni
C. depressa
C. shukokan

275

Flavedo [51], [54]
e suco [54]

Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]

CaoHs602

568,8714




Zeaxanthin

C. junos Flavedo [51]
e Favedolsa
C. deliciosa Flavedo [51]
C. tangerina Flavedo [51]
C. tachibana Flavedo [51]
, , Flavedo [51] e
C. sinensis SUCO [5051[5]5]
C. reticulata Fla\éesdlj)c([J5[15],4][54]
C. latifolia Flavedo [51]
C. limettioides Flavedo [51]
C. nobilis Flavedo [51]
C. unshiu Flavedo [51]
C. yatsushiro Flavedo [51]
C. keraji Flavedo [51]
C. limon Flavedo [51]
C. limonia Flavedo [51] CuoHecO5 568,8714
C. grandis Flavedo [51]
C. paradisi Flavedo [51]

C. glaberrima
C. intermedia
C.hassaku
C. tengu
C. natsudaidai
C. rugulosa
C. rokuyatsu
C. canaliculata
C. tankan
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Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]




C.iyo

Flavedo [51]

Cryptoxanthin-5’,6’-epoxide

C. tamurana Flavedo [51]
C. iyukitso Flavedo [51]
C. aurea Flavedo [51]
C. kinokuni Flavedo [51]
C. reshni Flavedo [51]
C. depressa Flavedo [51]
C. shukokan Flavedo [51]
C. junos Flavedo [51]
e Paveao
C. deliciosa Flavedo [51]
C. tangerina Flavedo [51]
C. tachibana Flavedo [51]
[Fortunella
margarita x
(Poncirus Flavedo [1]
trifoliata x C.
sinenis)]
C. reticulata F'a"e?&‘]ﬂ suco CaHssO2  568,8448
C. reticulata Flavedo e suco CaHssO2  568,8448

[54]
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Lutein 5,6-epoxide

WOH

C. sinensis
C. reticulata
C. latifolia
C. limettioides
C. nobilis
C. unshiu
C. yatsushiro
C. keraji
C. limon
C. limonia
C. grandis
C. paradisi
C. glaberrima
C. intermedia
C.hassaku
C. tengu
C. natsudaidai
C. rugulosa
C. rokuyatsu
C. canaliculata
C. tankan
C.iyo
C. tamurana
C. iyukitso
C. aurea
C. kinokuni
C. reshni
C. depressa
C. shukokan
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Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]




C. junos

Flavedo [51]

e Favedolsa
C. deliciosa Flavedo [51]
C. tangerina Flavedo [51]
C. tachibana Flavedo [51]
Flavedo [51],

C. sinensis casca do fruto [53]

e suco [49],[50]

C. reticulata Fla\éesduoc([)5[15],4][54]
C. latifolia Flavedo [51]
C. limettioides Flavedo [51]
C. nobilis Flavedo [51]
C. unshiu Flavedo [51]
C. yatsushiro Flavedo [51]
C. keraji Flavedo [51]
C. limon Flavedo [51]

C. limonia Flavedo [51] C40H5603 584,8708

C. grandis Flavedo [51]
Antheraxanthin C. paradisi Flavedo [51]

C. glaberrima
C. intermedia
C.hassaku
C. tengu
C. natsudaidai
C. rugulosa
C. rokuyatsu
C. canaliculata
C. tankan
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Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]




C.iyo

Flavedo [51]

C. tamurana Flavedo [51]
C. iyukitso Flavedo [51]
C. aurea Flavedo [51]
C. kinokuni Flavedo [51]
C. reshni Flavedo [51]
C. depressa Flavedo [51]
C. shukokan Flavedo [51]
C. junos Flavedo [51]
C. pseudo-
aurantium Flavedo [51]
C. deliciosa Flavedo [51]
C. tangerina Flavedo [51]
C. tachibana Flavedo [51]
C. sinensis Suco [55] CaoHs603 584,8708
C. sinensis Casca do fruto [53] CaoHs603 584,8708
Flavedo [51],
C. sinensis casca do fruto [53]
e suco [50]
. Flavedo [51], [54] ~ C#oHse0a  600,8702
C. reticulata
e suco [54]
Violaxanthin C. latifolia Flavedo [51]
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C. limettioides
C. nobilis
C. unshiu

C. yatsushiro
C. keraji
C. limon
C. limonia
C. grandis
C. paradisi

C. glaberrima

C. intermedia
C.hassaku
C. tengu

C. natsudaidai

C. rugulosa

C. rokuyatsu

C. canaliculata
C. tankan

C.iyo
C. tamurana
C. iyukitso
C. aurea
C. kinokuni
C. reshni
C. depressa

C. shukokan

C. junos

C. pseudo-
aurantium
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Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]

Flavedo [51]




C. deliciosa

Flavedo [51]

C. tangerina Flavedo [51]

C. tachibana Flavedo [51]

C. sinensis Casca do fruto [53] C40Hs5604 600,8702
C. sinensis Casca do fruto [53] C40Hs5604 600,8702
C. sinensis Suco [56] CsoH7405 755,1195
C. sinensis Suco [56] Cs2H7805 783,1727
C. sinensis Suco [56] Cs4Hg205 811,2258

Violaxanthin myristate
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cH C. sinensis Suco [50] CaoH5603 584,8708
3
HO l CHg
Cryptoxanthin 5,6-epoxide-5’,8'-furanoxide
C. sinensis Suco [50]
. Flavedo e suco
C. reticulata [54]
[Fortunelia CaoHss0 552,8720
margarita x
(Poncirus Flavedo [1]
Mutatochrome trifoliata x C.
sinenis)]
: : Suco [50] e casca
C. sinensis do fruto [53] CaoH560: 568,8714
C. sinensis Suco [49],[50],[55]
C4oHs5603 584,8708
. Flavedo e suco
C. reticulata [54]
C. sinensis Suco [50] CaoHs603 584,878

Chrysanthemazanthin
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Auroxanthin

C. sinensis Suco [49],[50]
CaoHs604 600,8702
. Flavedo e suco
C. reticulata [54]
C. sinensis Suco [56] CsoHo206 909,3688
C. sinensis Suco [56] Ce4H1000s6 965,4752
C. sinensis Suco [50] C4oHs603 584,8708
C. sinensis Suco [50],[55] C40Hs5604 600,8702

284




C. sinensis Suco [49] Cs6Hsg605 839,2790
C. sinensis Suco [57],[58]
C4oHs505 618,8855
, Flavedo e suco
C. reticulata [54]
C. sinensis Suco [50],[58]
CaoHs804 602,8861
C. reticulata Flave(EIé) 47 suco
Trollixanthin
: : Flavedo [51] e
C. sinensis suco [55],[50]
C. reticulata Flavedo [51], [54]
e suco [54]
C. latifolia Flavedo [51]
C. limettioides Flavedo [51]
C. nobilis Flavedo [51]
C. unshiu Flavedo [51]
C. yatsushiro Flavedo [51]
C. keraji Flavedo [51]
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Neoxanthin

C. limon
C. limonia
C. grandis
C. paradisi

C. glaberrima
C. intermedia
C.hassaku
C. tengu
C. natsudaidai
C. rugulosa
C. rokuyatsu
C. canaliculata
C. tankan
C.iyo
C. tamurana
C. iyukitso

C. aurea
C. kinokuni
C. reshni

C. depressa
C. shukokan
C. junos

C. pseudo-
aurantium

C. deliciosa
C. tangerina
C. tachibana

Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]

Flavedo [51]

Flavedo [51]
Flavedo [51]
Flavedo [51]

Ca0Hs804

602,8861
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C. reticulata

Flavedo e suco

[54] Ca0H5804

602,8861

[Fortunella
margarita x
(Poncirus
trifoliata x C.
sinenis)]

Flavedo [1] e

casca do fruto [59] CasHaaO

456,708

[Fortunella
margarita x
(Poncirus
trifoliata x C.
sinenis)]

Flavedo [1] e

casca do fruto [60] CasHasO2

474,7171

[Fortunella
margarita x
(Poncirus
trifoliata x C.
sinenis)]

C. sinensis

Flavedo [1]

C32H420

Suco [50]

442,6752

Sintaxanthin

[Fortunella
margarita x
(Poncirus
trifoliata x C.
sinenis)]
C. sinensis

Flavedo [1] CatHarO

Suco [50]

430,6645
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[Fortunella
margarita x
(Poncirus Flavedo [1]
trifoliata x C.
sinenis)]
Flavedo e suco Ca0H100 416,638

C. reticulata [54]

C. sinensis Casca do fruto [53]

[Fortunella
margarita x

(Poncirus Flavedo [1]

trifoliata x C.
sinenis)] CasH1402 472,7012

Reticulaxanthin C. reticulata x

C. sinensis Casca do fruto [61]

[Fortunella
margarita x
(Poncirus Flavedo [1] CazH4603 490,7165
trifoliata x C.
sinenis)]

[Fortunella
margarita x

(Poncirus Flavedo [1] C31H4202 446,6639
trifoliata x C.

3-Hydroxysintaxanthin sinenis)]

288



[Fortunella

Apo-10’-violaxanthal

margarita x
(Poncirus Flavedo [1]
trifoliata x C.
sinenis)] C30H400> 432,6374
C. sinensis Casca do fruto [53]
' e suco [50],[58]
. Flavedo e suco
C. reticulata [54]
. Flavedo e suco
C. reticulata [54]
C. tangelo x C. Frutos [62] CaoHa20 418,6538
clementina
C. sinensis Casca do fruto [53] C30H4003 448,6368
C. sinensis Casca do fruto [53] C27H3603 408,5729
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C. sinensis Suco [50] Ca7H3503 410,5888
C. sinensis Casca do fruto [53] CosH3403 382,5356
C. sinensis Suco [58] C30H4003 448,6368
Hydroxy-5,8-epoxy-5,8-dihydro-8’-apo- [3-caroten-8’-al
Hie, Hs CHg HaC
OH
C. sinensis Suco [58] Ca7H3503 410,5888
HO CHs 5,8-
Epoxy-5,8-dihydro-10’-apo- B-caroten-3,10’-diol
H3C  CHj H,;C
C. unshiu Melago [41] Ci15H2004 264,3169

Abscisic acid
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HO @)
HO
OH :
C. limonetta Casca do fruto [47] C21H30010 442,4569
8’-Hydroxy- abscisic acid 3-D-O-glucoside
H3C CH3 ch
HO
0O OH C. junos Casca do fruto [63] C,1H3009 426,4575
OH
OH
Abscisic acid 3-D-glucopyranosyl ester
OH
o C. junos Casc[g]otg]fruto
HO ’
C. unshiu Casca do fruto [2]
C19H3008 386,4367
Casca do fruto
C. hassaku
[2],[3]
C. sinensis Casca do fruto [2],

Vomifoliol 9-O- B-D-glucopyranoside

[3]
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OH

HO OH C. junos

Casca do fruto [3]

C. unshiu Casca do fruto [2]
C19H3007 370,4373
Casca do fruto
C. hassaku
[2],[3]
(6R,7E,9R)-9-Hydroxymegastigma-4,7-dien-3-one-9- O- B-D- C. sinensis Casca do fruto [2],
glucopyranoside [3]
C. unshiu Folhas [22] C19oH300s 386,4367

Citroside A
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=, C. unshiu Folhas [22] C19H300s3 386,4367
HO e HO
\O%\
OH H
o’
Citroside B
Isocumarina
e
@)
X 4CH,
. Casca do galho
0 C. reticulata 21] C15H1804 262,3010
I
(@)
OH
8-Hydroxy-6-methoxy-pentylisocoumarin
Derivados Fendlicos
OH , Casca da raiz
C. grandis [64],[65]
C. nobilis Casca da raiz [4] CsHeO2 110,1106
HO C. sinensis Casca daraiz [5]

p-Hidroquinone
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HO OH

C. grandis Pericarpo [34] CesHsO3 126,1100
OH
Phloroglucin
(|3| c disi
. paradisi x ]
H C. tangerine Raiz [66]
C7HeO2 122,1213
HO C. reticulata Folha [21]
p-Hydroxybenzaldehyde
@)
HO !
H
H C/\ 0O C. reticulata Casca do fruto [67] C10H1204 196,1998
3
@)
HaC”
Reticulatal
@) c disi
|| C. paradisi x Raiz [66]
. tangerine
OH
C7HsO3 138,1207
HO C. reticulata Casca[zdf] galho

p-Hydroxybenzoic acid
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OH
C. reticulata Casca[gf] galho C/HeO4 154,1201
HO
OH
3,4-Dihydroxy benzoic acid
O
I
OH C. hystrix Raiz [35]
HO CgHgO4 168,1467
/O C. sudachi Casca do fruto [29]
H5;C
Vanilic acid
O
||
OH
H3C c : .
o . grandis Pericarpo [34] CoH1004 182,1733
O
7~
H,C

Veratric acid
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OH

@)
I
CH,
H.C C. hystrix Raiz [35] C10H1204 196,1998
3¥
7 1
CH,
Xanthoxylim
C. paradisi x .
O C. tangerine Raiz [66]
1 C. hystrix Raiz [35]
CH OH : : Raiz e casca da
3
)\/\ C. sinensis raiz [68] CioHiOs 206,237
X o Raiz e casca da
H3C 0 C. natsudaidai raiz [68]
Valencic acid C. tamurana X Raiz e casca da
C. kinokuni raiz [68]
OH
CHj
. Raiz e casca da
)\/\ C. medica raiz [68] Ci3H1502 206,2808
H,C @
Etrogol
O CH,
CH, \||/Y
O CH C. hystrix Raiz [35] CigHsOs  290,3972
NN 3
H;C O

Hystroxene-|
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X

Raiz e casca da

o? C. medica raiz [12] CoHgO3 164,1580
HO OH
Cis-p-coumaric acid
O
]
X OH C. limon Fruto [69]
HO C10H1004 194,184
/O C. sudachi Casca do fruto [29]
H,C
Ferulic acid
O
]
OH
HO C. limonetta Casca do fruto [47] C1oH1204 196,1998
@)
7~
H,C

Dehydroferulic acid
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o~
HO C. sudachi Casca do fruto [29] C11H1404 210,2264
@)
HaC”
Methyl ferulate
CH,
C|) ]
OH
C. limon Frutos [69] C11H1405 226,2258
HO
@)
HaC”
Sinapic acid
CH,
]
NN : .
H,C X C. sinensis Casca do fruto [70] CraHicOs 16,2756
HO
3-[4-hydroxy-3-(3-metyl-2-butenyl)-phenyl]-2-(E)-propenal
C. paradisi Casca do fruto [70]
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o H3C \\OH 0
I : I
HO e} C. limonetta Casca do fruto [47] CooHo6012 482,4344
o)
HaC™
[1,4’-O-di-(3-Hydroxyl-3-methylglutaryl- dehydroferulate
OH
O
|1
X O C. reticulata Tronco [38] C17H1604 284,3065
HO
p-Hydroxyphenyl-ethyl-p-coumarate
1l H C. sinensis Raiz [71]
N\ C13H15NO3 233,2631
NN OH (c. unshiux C.
sinensis) x C. aiz
H3C O i .') C Raiz [71]

iyo
Citaldoxime
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CH;
707\,0/
HO=>,
) @]
PP
L 0
XX (@) : C. sudachi
OH

Casca do fruto [29] C17H18019 382,3188
HO
O
HaC”
Mucid acid 1,4-lactone methyl ester 3-O-ferulate
O~ O\
0
X 0 7O C. meyeri A'bedo[fz‘i'a"edo CiH140s  334,2775
/7 O
HO ©
Meyerin
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HO
O (@)
: I X
HO @)
HO HO

C. limon Fruto [69] Ci16H180s 338,3093
4-p-Coumaroylquinic acid
HO C. limon Fruto [69]
O OH C. sinensis Fruto [69]
HO C. reticulata Fruto [69] C16H1809 354,3087
HO O
AN o
I C. aurantifolia Fruto [69]
@)
3-O-Caffeoylquinic acid C. paradisi Fruto [69]
O C. limon Fruto [69]
HO A '
O C. sinensis Fruto [69]
O OH C16H1809 354,3087
HO | C. reticulata Fruto [69]
HO
HO HO C. aurantifolia Fruto [69]
5-O-Caffeoylquinic acid C. paradisi Fruto [69]

301




HO

Q OH OH
HO
o) C. sinensis Fruto [69] C17H22019 386,3505
HO
I O
O |
OH CH33_O_
Feruloylquinic acid hydrated *
CHj OH
| O
0O Ll
O
o) OH C. paradisi Fruto [69] C17H22010 386,3505
HO I
HO
HO HO
5-O-Feruloylquinic acid hydrated
OH
0
AN
OH - C. sinensis Fruto [69] Ca6H26012 530,4774
o 0o OH
" \/\/@i
o)
HO i1 \ OH
o 3-O-Caffeoyl-

4-O-feruloylquinic acid
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CH,

0O \ L
@)
@) OH OH
HO HO ' C. reticulata Fruto [69] Co7H28012 544,5040
@)
HO
I \ O
0 |
CHj
3,5-Diferuloylquinic acid
OH
CH
| 3 o OH
o) o OH .
o C. grandis Pericarpo [34] C14H200g 316,3038
H.C
3
~o
3,4-Dimethoxyphenol-O--D-glucopyranoside
OH
o OH
O OH .
C. unshiu Folha [22] C14H20056 284,305
HO

2-Phenylethyl O-B-D-glucopyranoside
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OH

HO
OH
o) CH,

O

o C. unshiu Folha [22] C50H30010 430,4462

OH

O OH
HO
2-Phenylethyl O-B-D-rutinoside
OH
O OH
Ze) OH
HO C. unshiu Casca do fruto [2] Ci6H220s 342,3410
HO
oL

CH3
Citrusin D
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X O
@) OH C. limonetta Casca do fruto [47] C15H180s 326,2986
HO
HO OH
HO
Coumaroyl-6’-O-glucoside ester
OH
I O OH
\ O OH
HO C. limonetta Casca do fruto [47] C15H1809 342,2980
HO
OH
Caffeoyl-O-glucoside
O
|1
X O
HO O OH C. limonetta Casca do fruto [47] C16H2009¢ 356,3246
HO OH
o HO
HaC™

Feruloyl-6’-O-glucoside ester
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OH

CHj
S I o OH
X o) OH
HO C. limonetta Casca do fruto [47] C17H22010 386,3505
HO
@]
HaC™
Synapoyl-O-glucoside
OH
CHj
0 I o OH
9) OH
HO C. limonetta Casca do fruto [47] C17H24010 388,3664
HO
@)
HaC~
Dehydro-synapoyl-O-glucoside
C. hassaku Casca do fruto [2]
HO
C. junos Casca do fruto [2]
@)
HO 0 . .
HO C. sinensis Casca do fruto [2] C16H2207 326,3416
OH O
\CH3 C. natsudaidai ~ Casca do fruto [2]
Citrusin C _
C. limon Casca do fruto [73]
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HO OH
HO
HO

C. sinensis

C. paradisi

C. paradisis x
C. reticulata

C. natsudaidai

Casca do fruto
[2],[74]
Casca do fruto [74]

Casca do fruto [74]

Casca do fruto [2]
Casca do fruto [2],

C. limon (73]
C. unshiu Caésﬁqae?;;glfﬁ][z] C16H2208 342,3410
C. junos Casca do fruto [2]
H3 C. sudachi Casca do fruto [2]
Coniterin C. grandis Casca do fruto [2]
C. hassaku Casca do fruto [2]
C.iyo Casca do fruto [2]
CH C. natsudaidai ~ Casca do fruto [2]
C. limon Casca do fruto
HO on | [21,[73]
C. unshiu Casca do fruto [2]
C. junos Casca do fruto [2]
HO C. sudachi Casca do fruto [2] C17H2400 372,3670
HO C. grandis Casca do fruto [2]
C. hassaku Casca do fruto [2]
3 C.iyo Casca do fruto [2]
Syringin C. sinensis Casca do fruto [2]
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HO o~
O . Casca do fruto
HO C. limon C17H-»,0 372,3670
HO (@) [2]’[73] 1771249
OH 9)
“CH;
Citrusin E
HO
HO
HO o) 0
o N _CHg
(@)
OH
C. limon Casca do fruto CosHisOw  534,5076
o) [2],[73]
HO o
HO
OH 9]
CH,
Citrusin F
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O/
OH
C. hystrix Raiz [35]
C22H260s3 418,4370
C. medica Casca daraiz [12]
C. junos Casca do fruto [2]
C. sinensis Casca do fruto [2]
C. limon Casca c[i;)Sf]ruto [2],
C26H32011 520,5256
C. hassaku Casca do fruto [2]

OH

C. natsudaidai

Dehydrodiconiferylalcohol 4-O-8-D-glucopyranoside

Casca do fruto [2]
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C. junos Casca do fruto [2]
C. sinensis Casca do fruto [2]
HO CH . Casca do fruto
=3 C. limon
o ° [21,[73]
Hﬂo o) OH C. hassaku Casca do fruto [2]
OH C. natsudaidai Casca do fruto [2] CoHuO 538 £400
o = OH C. grandis Casca do fruto [2] 26118412 ’
C. sudachi Casca do fruto [2]
OH O _
CHy C.iyo Casca do fruto [2]
Citrusin A
C. unshiu Casca do fruto [2]
C. junos Casca do fruto [2]
C. sinensis Casca do fruto [2]
C. limon Casca do fruto
HO __CH, ' [2].[73]
o 0 ?H3 C. hassaku Casca do fruto [2]
H%O o HO 0 C. natsudaidai  Casca do fruto [2]
OH C. grandis Casca do fruto [2]
Cu7H360 568,5669
o = o C. sudachi Casca do fruto [2] 27TISes
OH o)
CH,
Citrusin B C.iyo Casca do fruto [2]
C. unshiu Casca do fruto [2]
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CHj

| O
o) l
i C.reticulata ~ ©@sc@dogalho CogHisOr  486,5971
5 [21]
HO
CH,
Depcitrus A
HO CH,
CHj
O @) OH
) I C. reticulata Casca do galho CaoH200s  404,3674
H [21]
HO O
@) CH
I 3
| o)
CHs  CHs Atronorin
Cumarinas
C. limon Casca do fruto [75]
C. paradisi Casca do fruto [75]
C. bergamia Casca do fruto [75]
X Casca da raiz
C. grandis [64],[76] e tronco CoH-O 162.1421
QO [77] arlg\J3 ’
HO (@) C. nobilis Casca da raiz [4]
Umbellioferone C. hystrix Raiz [35]
C. paradisi x .
C. tangerina Raiz [66]
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Casca do caule

X C. medica [12]
C10HgO3 176,1687
H3C_ 0 ) _
O @) o Oleo essencial
C. aurantifolia 78
7-Methoxycoumarin (Herniarin) [78]
C. paradisi x .
CHS C. tangerina Raiz [66]
Cl) C. hystrix Raiz [35]
, Casca da raiz [76]
AN C. grandis e tronco [77] C1oHeOx 192,1681
- C. limonia Raiz [9]
HO o ~0 C. kinokuni Raiz [15] .
Scopoletin C. reticulata Casca do galho
[21]
HO C. limonia Raiz [9]
X
H.C < C10HgO4 192,1681
3¥ ~0 C. paradisis x .
O O C. tangerina Raiz [66]
Isoscopoletin
X
QO C. paradisis x .
HO O ¢ tangerina Raiz [66] CioHgO:  192,1681
@)
7
H,C
Hydrangetin
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C. paradisi x

CHg C. tangerina Raiz [66]
C|) C. kinokuni Raiz [15]
N C. hystrix Raiz [35]
c. medica Casca do caule C11H1004 206,1947
H,C X ' [12]
~0 o~ O (C. tamurana x
Scoparone C. sinensis) x Raiz [79]
C. tamurana
Casca do fruto [75]
C. limon e Oleo essencial
[80],[78]
CH :
0 - 3 C. clementina  Casca do fruto [75]
Casca do fruto [75]
C. bergamia e Oleo essencial
X g 78] CuHig0s  206,1947
H.C X C. sinensis Casca do fruto [75]
¥ o o ~0 C. grandis Casca do fruto [75]
5,7-Dimethoxycoumarin (Limettin, Citropten) C. paradisi Casca do frut9 [75]
. Frutos [81] 6leo
C. aurantifolia :
essencial [78]
. Casca do caule
C. medica [12]
X
0 o C. medica Casca[fzci caule CuH0Os  206,1947
O
7~
H5C

7,8-Dimethoxycoumarin
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OH

X
C. grandis Casca[gg]”o”co CuHigOs  206,1947
H,C N
3 ~
~0 o @
6-Hydroxymethylherniarin
H
C. paradisis X .
ok AN C. tangerina Raiz [66]
C10Hs04 190,1522
S0
HO _ O . Raiz e casca da
6-Formylumbellioferone C. medica raiz [82]
C. sinensis Casca da raiz [5]
H Casca da raiz [64]
C. grandis e casca do tronco
P [77]
o X C. hystrix Raiz [35] O 204,1788
C. nobilis Casca da raiz [4] 1tiea
H3C_ <0 C. limonia Raiz e caule [9]
O _ _ O C. paradisis X ]
Crenulatin (Angelical) C. tangerina Raiz [66]
C. reticulata Folha [21]
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C. paradisi x .
H.C C. tangerine Raiz [66]
3 <
\O O O C11HgOq4 204,1788
(C. tamurana x
0O~ C. sinensis) x Raiz [79]
H ) . C. tamurana
7-methoxy-8-formylcoumarin (Paniculal)
OH C. limonia Raiz [9]
~
o~ X
C. paradisi x ' C11HsO 220,1782
C. tangerina Raiz [66] e ’
O O C. arandis Casca do tronco
Buntansin A -9 [39], [77]
AN
H.C N
3~ ~ .
@) @) O (C. unshiu x C.
sinensis) x C. Raiz [83] C12H1004 218,2054
iyo
Oy Y
H
Kiyomal

315




CH,
O/
AN
H,C N
3 \O o @)
OH

Casca do caule

C. medica [12] C11H1005 222,1941
Leptodactylone
CH,
=
O/\)\CH:;
C. reticulata Folha [21] C14H1404 246,2585
AN
<
HO o~ ©
5-(2-Enyl-3-methylbut)oxy-7-hydroxycoumarin
CH si
3 (é parad|§| X Raiz [66]
. tangerina
e N X
3 C. limonia Raiz [9] C14H1403 230,2591
S0
HO O C. medica Casca daraiz [12]

7-Demethoxysuberosin
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AN C. hystrix Raiz [35]
SN C. paradisi x .
HO © C. tangerina Raiz [66]
(C. tamurana x C14H1403 230,2591
C. sinensis) x Raiz [79]
C. tamurana
H3C CHs C. medica Casca daraiz [12]
Osthenol
C. grandis Casca da raiz [64]
C. sinensis Casca da raiz [5]
C. depressa Casca da raiz [84]
C. nobilis Casca da raiz [4]
C. hystrix Raiz [35] C15H1603 244,2857
C. limonia Raiz e caule [9]
(C. tamurana x
C. sinensis) x Raiz [79]
C. tamurana
AN Casca da raiz [64];
C. grandis pericarpo [34] e
casca do fruto [75]
O @) C. sinensis Casca do fruto [75]
Ci5H160 244,2857
C. limon Casca do fruto [75] 1576
C. paradisi Casca do fruto [75]
H,C CH, .
C. bergamia Casca do fruto [75]
Osthol
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CH,

@)
X
<
HO o~ 0 . ,
C. grandis Casca daraiz C15H1604 260,2851
H3C CH3
Cedrelopsin
Casca da raiz [64]
C. grandis e casca do tronco C15H1403 242,2698
[77]
CH (C. tamurana x
3 C. sinensis) x Raiz [79]
C. tamurana
C. paradisi x Raiz [66]
C. tangerina C15H1604 260,2851
C. sinensis Casca da raiz [5]
C. limonia Raiz [9]
(E)-Suberenol C. nobilis Casca da raiz [4]
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(C. tamurana x

(2)-Suberesol

C. sinensis) x Raiz [79] C16H1804 274,3117
C. tamurana
C. sinensis Casca da raiz [5] C17H2004 288,3383
C. limonia Raiz [9] Ci5H1604 260,2851
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HC™ N
- g paradlisi x Raiz [66] C15H1605 276,2845
o . tangerina
O O
|
H;C
Lophopterol
. Oleo essencial
X C.aurantium — 12g1'6 flavedo [85]
HyC Lo Oleo essencial
o o) C. paradisi [78],[86] e flavedo
[85] CisHisOs  260,2851
O Casca do fruto [87]
C. grandis
e flavedo [85]
H3C CH3
Meranzin
Oleo essencial
N C. aurantium L78]; casca do
' fruto [88] e flavedo
H.C \ [85]
3 ~N
- Oleo essencial C1cHqeO 260,2851
o C.paradist 1761 ¢ flavedo [85] pe ’
~
. Pericarpo [34] e
H,C CH, C. grandis flavedo [85]
Isomeranzin
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OH

X
HBC\O o S0
C. grandis Pericarpo [34] C15H1605 276,2845
~0
H,C CH,

5-Hydroxyisomeranzin
C. paradisi x .
C. tangerina Raiz [66]

(C. tamurana x
C. sinensis) x Raiz [79] C15H1404 274,2686
C. tamurana
C. hystrix Raiz [35]
(+)-Hopeyhopin
CHj4
HO
HsC X
: Casca do tronco
OH QO C. grandis [(39],[77] Ci15H180s 278,3004
(@) O
CH,
Ulopterol
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H-.C N
3 ~0 o O
C. paradisi x Raiz [66] CiHis0 74,3117
X C. tangerina 1677184 ’
C. sulcata Raiz [89] C16H1804 274,3117
cis-Casegravol
C. aurantium Casca do fruto [88]
X ' e flavedo [85]
H.C SN
3 ~0 o @)
- Oleo essencial
OH C. paradisi [86] e flavedo [85] C15H1505 278,3004
H,C CH
3 OH T 3 : Casca do fruto [87]
C. grandis

Meranzin hydrate

e flavedo [85]
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CH, OH

HO
. Casca do tronco
C. grandis [39]
H,C AN
OH 5 C15H18056 294,2999
0 o~ O
C. paradisi x .
(I:H3 C. tangerina Raiz [66]
Buntansin C (Citrusol)
X
<
HO o~ 0
OH (é'_ f:‘rzgg'rf:];‘ Raiz [66] C14H1404 246,2585
NS
H,Cc” XCH,
7-Hydroxy-8-(2’-hydroxy-3’-methyl-but-3’-enyl) coumarin
CH,
” C. hystrix Raiz [35]
H4C X
OH o g f:r:gg'rf:];‘ Raiz [66] CisHisOs  260,2851
@) O
l
H3C C. limonia Raiz [9]
Tamarin
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CH, OH

|

HC X
R C. grandis Cascadotronco o\ o,  276,2845
OH ~0 [77]
(@) O
|
H,C
(+)-5-Demethyltoddanol
CH,
” C. hystrix Raiz [35]
H,;C
~ C15H1605 276,2845
~0
HO O O )
| C. sulcata Raiz [89]
H,C
Peroxytamarin
ﬁHZ OH
H4C X
- C. grandis Casca do tronco CistheOs  276,2845
OH 20 [39]
@) @)
I
H,C

Thamnosmonin
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C. paradisi x

H.C i
3 C. tangerina Raiz [66]
o) C14H1204 244,2426
@) @)
I
H,C C. grandis Casca[gg]tronco
Suberenon (Suberenone)
\ C ..
. paradisi X .
H.C . C. tangerina Raiz [66]
3 ~
~0 o O
C. flaviculpus Raiz e casca da C14H1204 244,2426
X x C. tamurana raiz [90]
o~ (C. tamurana x
CHs C. sinensis) x Raiz [79]
Osthenon C. tamurana
X
H3C\O o o) (C. tamurana x
C. sinensis) x Raiz [79]
C. tamurana C14H1404 246,2585
~
e
07 >ch,
Hassanon C.hassaku x Raiz e casca da
C. grandis raiz [82]
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OH

O
[l
H4C N
R C. grandis Cascadotronco o i o, 262,2579
20 [39]
O @
I
H,C
Buntansin B
H;C  CHj
0 S
o . C. grandis Casca do tronco CisH2Os  318,3642
H.C ~0 [39]
3 O O
CH, |
CHj,
2’,3’-Dihydroxydihydrosuberosin
CH, CH,
4 =
C. reticulata Casca do fruto [67] C19H2203 298,3761
X
S0

O

5-Geranoxycoumarin
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Oleo essencial

C. bergamia [78] e casca do
CHj CHy fruto [75]
O/\MCH Oleo essencial
3 C. limon [78],[80] e casca
do fruto [75
0 fruto [75] CooH20s  328,4021
X
C. paradisi Casca do fruto [75]
H-.C N
3 ~N
~0 o O
5-Geranoxy-7-methoxycoumarin C. aurantifolia Oleo essencial
' [78] e fruto [81]
Oleo essencial
C. paradisi [86] e casca do
/@[j o
<
o o~ O
C. bergamia Casca do fruto [75] C1oH2204 314,3755
CHj,
@)
H,C CH,
Epoxyaurapten C. grandis Casca do fruto [75]
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Oleo essencial

N C. paradisi [78],[91],[86] e
casca do fruto [75]
~ . Casca do fruto [67]
o o ~0 C. reticulata e folha [21]
C. limon Casca do fruto [75]
C. clementina  Casca do fruto [75] C19H2205 298,3761
CHj, C. bergamia Casca do fruto [75]
P :
C. d
H,C CH, grandis Casca do fruto [75]
7-geranyloxycoumarin (Auropten)
/@[j
<
0 o~ ©
- Oleo essencial
CH3 C. paradisi [01] C19H2405 332,3908
OH
H3C ; CH?>

Marmin

Olll

H
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(C. unshiu x C.

sinensis) x C. Raiz [83] C20H24056 360,4009
iyo
Casegravol isovalerate
X
<
o o~ 0
H3C CH3 C. paradiSi Oleo ?gsf]enual Co9H4505 470,6407
@)

6’,7’-Marmin decanal acetate
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C. limonia Raiz [9] C14H1405 262,2579
C. bergamia Casca do fruto[75] C11HeO3 186,1635
Psoralen
OH C. limon Oleo essencial
' [80]
C. paradisi Oleo essencial
P [86] C11HgO4 202,1629
QO .
C. bergamia Casca do fruto [75]
Bergaptol
: Oleo essencial
C. aurantium 78]
Oleo essencial
C. paradisi [78] e casca do
) fruto [75]
C. aurantifolia Oleo (F%sss]enmal
Oleo essencial C12HgO4 216,1895
C. bergamia [78] e casca do
fruto [75]
C. limon Casca do fruto [75]
Bergapten C. sinensis Casca do fruto [75]
C. grandis Casca do fruto [75]

C. clementina

Casca do fruto [75]
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C. reticulata Casca do fruto [67] C12HgOy4 216,1895
O
7
H,C
Xanthotoxin
Casca do fruto [75]
C. limon e Oleo essencial
[80]
CH Fruto [81] e ol
_ 3 o uto [81] e Oleo
0O C. aurantifolia essencial [78]
C.grandis Casca do fruto [75]
Ci3H1005 246,2155
C. bergamia Casca do fruto [75]
/O C. paradisi C do fruto [75]
: asca do fruto
H,C P

Isopimpinellin

C. clementina

Casca do fruto [75]

331




Casca do fruto [75]

CH,
/\)\ C. limon e 0leo essencial
78], [80]
= [
CH3
C. hvstrix Casca do fruto e
-y raiz [35] C16H1404 270,2799
X
~
O

O
CCE} 0 o roiedes

essencial [78]
Isoumoeratorin

C. grandis Casca do fruto [75]

C. paradisi Casca do fruto [75]

CH,
/\CI)X
o CH3 C. clementina  Casca do fruto [75]
O ~

C. bergamia Casca do fruto [75] C1eH14Ox 286,2793
/ N Casca do fruto [75]
C. limon e Oleo essencial
N [80],[78]
O O

Oxypeucedanin C. sinensis Casca do fruto [75]
C. hystrix Casca do fruto [6]
Oleo essencial

C. aurantifolia [80]
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Oleo essencial

Cnidicin

C. aurantifolia

Oleo essencial
[78]

H,C C. limon [78],[80] e casca
OH do fruto [75]
o CHj
OH C. hystrix Ra‘gﬁf&; fgfca CicH1c0s  304,2946
% S
@) O QO
. Oleo essencial
(R)-(+)-Oxyoeucedanin hydrate C. aurantifolia (78]
CHy
=
O CH, c. limon Oleo essencial
' [78]
% S
Qo C>1H2,05 354,3963
O 0
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C. aurantifolia

Fruto [81] e 6leo
essencial [78]

@) O Qo
c C16H1404 270,2799
o Hs . Oleo essencial
\/Y C. limon 78], [80]
CH3
Imperatorin
C. grandis Casca do fruto [87]
Oleo essencial
C. limon [80] e casca do C16H1405 286,2793

Heraclenin

fruto [75]
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o~
C. limon Casca do fruto [75]
/ =
O @) ~0 C17H160s 300,3059
@) CH,
\/Y C. aurantifolia Fruto [81]
CH,
Phellopterin
CH
3
o~

Oleo essencial
C. limon [78],[80] e casca
do fruto [75]

C17H160s5 316,3053

Oleo essencial

C. aurantifolia 78]

Byakangelicol
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H,C
Byakangelicin

C. limon

Oleo essencial

[78],[80] C17H1807

334,3206

o~ ©

Bergamoittin

C. limon

C. aurantifolia

C. bergamia

C. paradisi

C. grandis
C. clementina
C. macroptera

C. hystrix

Oleo essencial
[78],[80] e casca
do fruto [75]
Oleo essencial
[78] e frutos [81]
Oleo essencial
[78] e casca do
fruto [75]

Oleo essencial C21H2204
[78].[86],[91];
casca do fruto [75]
e suco [92]
Casca do fruto [75]

Casca do fruto [75]
Frutos [93]
Casca do fruto [6]

338,3969

336




C. aurantifolia

Fruto [81] e dleo
essencial [78]

Oleo essencial

C. limon [78], [80] e casca
do fruto [75] CaH2Os  338,3969
C. grandis Casca do fruto [75]
8-Geranyloxypsoralen
C. macroptera Frutos [93]
CHg CH3OH Oleo essencial
C. paradisi [86],[91]; casca do
P4 CH ' fruto [75] e suco
o 3 [92]
HO C21H2406 372,4116
N C. grandis Casca do fruto [75]
<
o O
6’,7’-Dihydroxybergamottin
C. hystrix Casca do fruto [6]
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CH, CHs
CHj
0 = c|)
X OH CH, C. hystrix Casca do fruto [6] C22H2606 386,4382
@) 0O S0
6’-Hydroxy-7’-methoxybergamottin
CH, CHy Oleo essencial
0 C. paradisi [78],[86]; suco [92]
— ' e casca do fruto
o) CHj [75]

: 0] ial
y N C. aurantium Oleo ‘ng]enc'a CotHxoOs  354,3963

. Oleo essencial

~ C. limon
o o N0 [80]
6',7-Epoxybergamottin C. grandis Casca do fruto [75]
CHjy CHjy
/\/MCH.B
@) .

C. paradisi Oleo essencial CooHagOs  482,6084

P4
~ Yo
o
/ D )
0 o~ O

Dihydroxybergamottin octanal acetal

CHy

6’,7-

[91]
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CH, CH,

WCHg
@) = g 0O

-
-

Oleo essencial

C. paradisi C31H420 510,6615
\ p [91] 31M4206
1—CHj,
’8
<
o O
6’,7’-Dihydroxybergamottin decanal acetal
H,C CHj
C. hassaku Raiz [89]
C19H2004 312,3597
e
C. medica Casca daraiz [12]

H3C CH,
Citrusarin A
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C. medica Casca daraiz [12] C24H2804 380,4767

H3C CHg
Citrumedin B

H,C

C. hassaku Raiz [89] C19H2004 312,3597

H,C

Citrusarin B
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C. paradisi x

CHy
Seselinol isovalerate

C. tangerina Raiz [66]
(C. tamurana x
C. sinensis) x Raiz [79]
C. tamurana C14H1203 228,2432
C. limonia Raiz [35]
C. hystrix Raiz e caule [9]
C. hassaku Raiz [94] C14H1204 244,2426
C. hassaku Raiz [94] C19H2005 328,3591
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Juniosmarin

C. hyStriX Raiz [9] C;|_4H1405 262,2579
C. limonia Raiz [9]
C14H140s5 262,2579
C. paradisi x .
C. tangerina Raiz [66]
C. limonia Raiz [9]
C. paradisi x .
C. tangerina Raiz [66] C19H2206 346,3743
(C. tamurana x
C. sinensis) x Raiz [79]

C. tamurana
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C. hystrix Raiz [9] C19H2206 346,3743
Hystrixarin
C. paradisi x .
C. tangerina Raiz [66]
(C. tamurana x
C. sinensis) x Raiz [79]
C. tamurana
C. hystrix Raiz [9] C14H1204 244,2426

5-Hydroxuseselin

C. natsudaidai

C. tamurana x
C. kinokuni

Raiz e casca da
raiz [82]

Raiz e casca da
raiz [82]

343




C. paradisi x

OH

cis-Grandmarin*

C. tangerina Raiz [66]
(C. tamurana x
C. sinensis) x Raiz [79]
C. tamurana C15H1404 258,2692
Casca da raiz
C. grandis [65],[76] e casca
do tronco [77]
C. paradisi x .
C. tangerina Raiz [66]
C15H160s6 292,2839

C. hassaku x
C. grandis

Raiz e casca da
raiz [82]
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C. paradisi x

C. tangerina Raiz [66]
C15H1606 292,2839
C. tamurana X ,
C. hinokuni Raiz [71]
OH
trans-Grandmarin*
O/CHS
(C. unshiu x C.
sinensis) x C. Raiz [83] Ci16H1806 306,3105

OH CHs
5-Methylgrandmarin

iyo
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C. hassaku x
C. grandis

trans-Grandmarin isovalerate*

Raiz e casca da
raiz [82]

C20H2407

376,4003

CHj OH

C. grandis

Honyudisin

Casca daraiz [76]

C19H2004

321,3597
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C. hystrix Raiz [9] C19H1804 310,3438
H,C
Dipetalolactone
C. paradisi x .
C. tangerine Raiz [66]
(C. tamurana x
C. sinensis) x Raiz [79]
C. tamurana
C. limonia Raiz e caule [9]
C. depressa Casca da raiz [84]
C. sinensis Folhas {g]] e Raiz
C. sinensis X C14H1203 228,2432
@) Poncirus Raiz [7]
HSC trifoliata
Xanthyletin C. decumana Raiz [95]
C. nobilis Casca da raiz [4]
C. medica Casca do caule
' [12]
Casca do tronco
C. grandis [77] e casca da

raiz [76],[65]
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C. paradisi x

C. tangerine Raiz [66] C15H1404 258,2692
Luvangetin
OH
HO
S Casca do tronco
C. grandis [39] C14H1405 262,2579
H,C . . S
H,C

cis-Isokhellactone
C. paradisi x i
C. tangerine Raiz [66] C14H140s5 262,2579

cis-Decursidinol
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C. hystrix Raiz [35]
C. limonia Raiz [9]
C14H1405 262,2579
C. paradisi x .
C. tangerine Raiz [66]
, : Casca da raiz [5];
C. sinensis caule e folha [9]
C. nobilis Casca da raiz [4]
Casca do tronco
C. grandis [77] e casca da
raiz [64],[65],[76]
C. hystrix Raiz [35]
. Ci5H140 258,2692
C. limonia Raiz [9] 1oTa
C. decumana Raiz [95]
C. paradisi x .
C. tangerine Raiz [66]
(C. tamurana x
C. sinensis) x Raiz [79]
C. tamurana
oH 07 “Hs
C. funadoko Raiz [96]
HO
AN
Ci15H1606 292,2839
H3C o) C. paradisi x Raiz [66]
O @) C. tangerine
H,C

cis-5-Methoxydecursidinol*
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C. paradisi x

/ ’s
OH O C. tangerine Raiz [66]
C. funadoko Raiz [96]
C15H1606 292,2839
o O C. hassaku Raiz [96
tis-5-Methoxydecursidinol*
C. paradisi x .
C. tangerine Raiz [66]
OH (C. tamurana x
C. sinensis) x Raiz [79]
C. tamurana
C. limonia Raiz [9]
Cascadaraiz e
H,C o) C. medica casca do caule
H.C [12] C19H2004 312,3597
3 C. nobilis Casca da raiz [4]
, Casca da raiz
H3C C. grandis [641,[76]
C. sinensis x
CH;, Poncirus Raiz [7]
Nordentatin trifoliata
C. sinensis Casca da raiz [5]
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H.C - C. sinensis x
3 ~0 Poncirus Raiz [7] CaoH2204 326,3862
H 3(; trifoliata
H,C
CH,
Poncitrin
CH,
=
o CH,
CH,
(C. tamurana x
C. sinensis) x Raiz [79] C24H2804 380,4767
H,C C. tamurana

H,C

CH,

Ponfolin
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C. hassaku

Raiz [94]

C19H200s 328,3591
C. medica Casca daraiz [12]
CH
- 3
OH O
C. grandis x C. .
HO paradisi Raiz [96]
H,C N
3 ~0 C20H2406 360,4009
H,C
H3C C. hassaku Raiz [96]

CH,
cis-hassanin*
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C. grandis x C.

paradisi Raiz [96]
C. hassaku Raiz [96]
C20H2406 360,4009
C. paradisi x .
C. tangerine Raiz [66]
C. paradisi x .
C. tangerine Raiz [66]
C. limonia Raiz [9]
, Casca da raiz
C. grandis
J [76],[65] C24H2604 380,4767
C. depressa Casca da raiz [84]
CH2 C. medica Casca daraiz [12]
Clausarin
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C. paradisi x

C. tangerine Raiz [66] C24H3006 414,9414
CH,
trans-Clausarinol*
C. hassaku Raiz [96]
C24H280s 396,4761
Clangerne  Raiz[68

CH,

Hassanidin
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H,C

Kinocoumarin

CH,

C. hassaku Raiz [94] Co4H2505 396,4761
C. tamurana x Raiz e casca da
C. kinokuni raiz [82]
Co4H2804 380,4767
(C. tamurana x
C. sinensis) x Raiz [79]

C. tamurana
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C. medica

Casca do caule
[12]

C22H180sg

410,3735

Thamnosin

C. grandis

Casca daraiz [76]

C30H25056

484,5397
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C. paradisi x

C. sinensis Raiz [79]
C3oH25056 484,5397
(C. tamurana x
C. sinensis) x Raiz [79]
C. tamurana
Bisparasin
Raiz e casca da
= X C. funadoko raiz [90]
o~ 0 O O 0 QO C. flaviculpus Raiz e casca da
| | x C. tamurana raiz [90]
CH
H3C 3 C. unshitix C CagH2405 488,4853
. unshiu x C. ]
/ / sinensis) x C. Raiz e casca da
B / iyo raiz [90]
O:i 760
CHs H4C C. paradisi x Raiz [66]
C. tangerine

Bisosthenon
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0. "° o
CH, HaC
CHj
¥ A -
o o C. paradisi Suco [92] C42H46011 726,8080
OH CH,
10
(0] fe) ~0

Paradisin A
o.© 0
CH, HLC HC =M N /
CHj
P (e}
(@] (@] = ..
W C. paradisi Suco [92] Ca2Ha4010 708,7927
OH CHg
A
(0] e} ~0
Paradisin B

CH HoC
3 *1 oH
o = CH,
OH
4 A
o)
(0] o) CHy
o)

C. paradisi Suco [92] Ca2H46011 726,8080

Paradisin C
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C. paradisi x
C. tangerine

Raiz [66]

C28H240s

488,4853

CH,
Khelmarin C*

C. hassaku

Raiz [97]

CagH400s

624,7194
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Citrumarin D

C. hassaku

Raiz [98]

Ca3H3207

540,6029

Citrumarin C

C. hassaku

Raiz [98]

Ca3H3207

540,6029
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Hassamarin

C. hassaku

Raiz [99]

CosH2407

472,4859

Citrumarin B

C. hassaku

Raiz [98]

Ca3H3207

540,6029
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Poncirus

Claudimerin A

trifoliata x Raiz [98] C34H3407 554,6295
C.paradisi
C. hassaku Raiz [100],[101] CgHs403 758,9375
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Claudimerin B

C. hassaku

Raiz [100]

CagHs40s

758,9375

OH

Nordenletin

C. hassaku

Raiz [94]

Ca3H320s8

556,6023
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C. hassaku

Raiz [97]

CagH400s

624,7194

Bishassadin

C. hassaku

Raiz [97]

CagH54010

790,9363
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C. yuko

Raiz [102],[103]

CagH4009

640,7188

Furobiclausarin

C. hassaku

Raiz [102]

CagHs609

776,9528
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\
‘ O\O
O

A c. 9;2:‘;5?8?( C. Raiz [104] CaH1,0.  316,3068
I CHj
Pummeloquinone
X . Flavedo [85] e
C. aurantium casca do fruto [88]
H,C N
3 \O o O
C. paradisi Flavedo [85]
OH OH CauHosO1  440,4410
@) OH C. grandis Flavedo [85]
H,C o) OH
3
CH, o C. reticulata Casca do galho

13-O-B-D-Glucopiranoside Meranzin hydrate

[21]
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Citrusoside C

<
0]
o O
OH C. aurantium Flavedo [85] CaoH2409 408,3991
H4C o OH
HC O OH
HO
Columbianetin-O-B-D-Glucopiranoside
HO
CHy o)
1O 0 Ho&o CHg

HsC s I OH \(

O HO CcH; © CHj
o} C. hystrix Casca do fruto [6] C31H40015 652,6403

X
C@Q
(0] 0 o)
Citrusoside D
CH,
cH, [
H 0
© o o) o] CHs
H3C [ 1 oH
O HO CHy ©

o) HOHO C. hystrix Casca do fruto [6] C31H40015 652,6403
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CHj3

CH, o
_ (o) O— O CHj
o | I
O HO CcH; © o C. hystrix Casca do fruto [6] C36H45015 720,7573
X H3C OH CH3 HOHO
(@] e} S0
Citrusoside B
Alcaloides
CH
3
o~ CH,
=
X CHy
C. grandis Casca da raiz [65] C16H19NO2 257,3275
e
|
CHjy
N-Methylatanine

_CHj
3

Hs
Preskimmianine

@) CH
X = CH,
H.C N C. grandis Casca da raiz [65] C17H21NO, 303,3529
3 ~0
O N
o H
C/
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o~ CH,
OH
X CHy
C. macroptera Tronco [57] C16H21NOy4 291,3422
0 OH
|
CHj,
Edulinine
CH
3
O/
AN \ C. aurantium CI;EIIZ?lsO(;]
H3C\ O C14H15NO4 261,2732
@) N
H
/O
H,C C. unshiu Caule[105]
Skimmianine
CH
3
O/
N OH
C. grandis Casca[gg]”o”co CisHiNO;  259,3003
N @)
CHj,

Geibalansine
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| OH
C. hystrix Raiz [35] Ci13H15NO; 217,2637
N CHj
CH,
Hystrolinone
OH
@)
Ll
C. paradisi x Raiz [66 CuHuNO;  241,2420
C. tangerina [66] 14T :
N OH
CHj
1,3-Dihydroxy-10-methylacridone
OH
@)
Ll
C. paradisi x Raiz [66 CuHuNO,  257,2414
C. tangerina [66] 14t :
N OH
|
OH CHj

1,3,5-trihydroxy-10-methylacridone
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OH

O
]
C. paradisi x Raiz [66 CisHisNO,  271,2680
C. tangerina [66] 15T 3T ’
" | i
CHj, CHj,
Pummeline
OH
@)
A
C. paradisi x Raiz [66] CisHiNO,  271,2680
C. tangerina 15 1sTT ’
| i
|
OH CHj, CHj,
Citrusamine
Casca da raiz
OH - [64],[65],[76] e
@) C. grandis casca do tronco
A [77]
C. paradisi x .
C. tangerina Raiz [66]
/CH3 C16H15NO5 301,294
HO |T| O C. depressa Casca da raiz [84]
/O CHj, C. hystrix Raiz [35]
HBC (C. tamurana x
Citpressine | C. sinensis) x Raiz [79]

C. tamurana

371




OH

Casca daraiz
[64],[65],[76] e

HaC C- grandis casca do caule C16H15NOs 301,294
© N ? [106]
|
OH CH, CH,4
Grandisine |
OH
@)
I
- Casca daraiz
HSC\O N OH C. grandls [64],[65],[76] C16H15NO5 301,294
|
@) CH3
HaC”
Grandisine I
OH
ﬂ C.depressa  Casca da raiz [84]
Casca da raiz
"o N oM cgmnds e oonce  CHNOs 3153209
| [77]
@) CH
3 ..
H3C/ C. paradisi x Raiz [66]
. . C. tangerina
Citpressine I
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L] 9)
“CH,
(C. tamurana x
C. SinenSiS) X Raiz [79] C16H15NOs5 301,294
CHj,
-~ C. tamurana
N @)
I
OH CH,
5-Hydroxyaborinine
OH
n
O
“CH,

C. reticulata Tronco [38] C16H15NO¢g 317,2934

N OH

|

OH CH, O
CH,
Citruscridone
OH
O . .
Ll 0O C. hystrix Raiz [35]
~
CH3
C. paradisi x .
C. ?angerina Raiz [66] CisH1sNOg  317,2934
HO N OH
I
O CH . Casca do galho
3
HSC/ C. reticulata 21]
Citramine
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OH

Ll O
CH,
, Casca do tronco
H5;C C. grandis C17H17NO 331,3199
3 ~o 'Tl OH g [77] 17H17NOg
0] CHj,
HaC™
Atalafoline
OH
i
C. sinensis Casca da raiz
Ci5H13NOs 287,2674
N OH
| .
OH CH; O C. paradisi x Raiz [66]
~ C. tangerina
CHj 9
Citrusinine I
OH C. sinensis Casca da raiz [5]
(|3| Casca da raiz [65]
C. grandis e casca do caule
[106]
\ O/CHg C. nobilis Casca da raiz [4] C16H15NOs 301,294
OH (|3H3 0O C. paradi;i X Raiz [66]
\CH3 C. tangerina
Citrusinine | C. reticulata Casca do galho

[21] e tronco [38]
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OH

i
@]
~
CHj
O/CHg C. sinenis Casca da raiz [5] C17H17NOg 331,3199
N
|
OH CH; O
CH,
Citbrasine
OH
@)
Ll
CH C. paradisi x Raiz [66] C15H1sNO 287,2674
HO N o~ C. tangerina 15T1131Ns ’
S H
HaC™
Natsucitrine |
OH
O
Ll
Casca da raiz [76]
C. grandis e casca do caule
HsC _CHj [106] CieH1sNOs 301,294
@) N @
S H
- -
H,.C C. paradisi x .
3 . Raiz [66]
Natsucitrine 1| C. tangerina
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OH CH,

Ll
=
CH,
Casca da raiz [64]
C. grandis e casca do tronco CooH2;NOs 3553844
" I\ll OH [39]
O CH
3
HaC”
Buntanine
OH
C. paradisi x .
C. tangerina Raiz [66]
H
’ C19H19NO4 3253584

Casca daraiz
C. grandis [64],[65],[76] e

casca do caule

s s [106]
Glycocitrine |
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OH

C. depressa Casca da raiz [84]
HO OH C20H2:NOs5 355,3844
H,C ,
C. grandis Casca daraiz
' [64],[65]
H,C CHg
Prenylcitpressine
OH
C. paradisi x .
C. tangerina Raiz [66]
HO o~ “Hs
C21H23NOs5 369,4110
H,C Casca da raiz
C. grandis [64],[65],[76] e
casca do tronco
77
H,C CH, [77]
Grandisinine
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Casca da raiz

C. grandis o 107 CwHosNOs  383,4376
C. paradisi x Raiz [66] CooHaiNOs  355,3844
C. tangerina 207 T21TV5 ’
N
H e NCH,
Marshmine
C. grandis Cascadotronco . NO, 3854104

HsC
Buntanmine A

N
ch,

[77]
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C. paradisi x

C. tangerina Raiz [66]
C. depressa Casca da raiz [84]
Casca daraiz
[64],[65],[76],
C. grandis casca do caule
[106] e casca do C1oH17-NO, 323,3425
tronco [77]
C. nobilis Casca da raiz [4]
_ C. hystrix Raiz [35]
5-Hydroxynoracronycine . , .
C. limonia Caule e raiz [9]
. Casca do galho
C. reticulata 21]
C. hystryx Raiz [35]
C20H19NO4 337,3691
. Casca da raiz
C. grandis [64],[107]
C. paradisi x .
C. tangerina Raiz [66]
: Casca do caule
C. grandis [106]
C19H17NOs5 339,3419
C. reticulata Casca do galho

Citracridone Il

[21]
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C. paradisi x
C. tangerina
(C. tamurana x
C. sinensis) x

OH

Raiz [66]

Raiz [79]

C. tamurana
C. sinensis Casca da raiz [5]
Casca da raiz
C. grandis [64],[65],[76] e
casca do tronco
[77] C,oH19NO5 353,3685
C. nobilis Casca da raiz [4]
C. depressa Casca da raiz [84]
C. hystrix Raiz [35]
. . C. sinensis x
Citracridone | Poncirus Raiz [7]
trifoliata
. Casca do galho
C. reticulata 21]
C. decumana Raiz [95] CooH19NO5 353,3685

CH,

2,2’-Dimethyl-(pyrano 5,6’:3:4)-1,5-dihydroxy-6-methoxy-10-
methyl acridone
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C. paradisi x

C. tangerina Raiz [66]
C. depressa Casca da raiz [84]
C21H21NOs 367,3951
. Casca da raiz
C. grandis [64],[65],[76]
_ _ C. decumana Raiz [95]
Citracridone |l
: Casca do caule
C. grandls C19H17NOs 339,3419
[106]
CHj,
5-Hydroxynoracronycine alcohol
OH
i
X
Casca daraiz [76]
CHj C. grandis e cascadotronco  CypHigNOs  353,3685
HO N O [39]
| CH,
O CH,
H,C™
Honyumine
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OH

@)
1
C. paradisi x .
N C. tangerina Raiz [66]
|
CHj, Ca5H23NOg 465,4520
C. grandis Raiz [108]
Acrignine A
C. paradisi x .
OH C. tangerina Raiz [66]
@) C. paradisi Casca do caule
1 P [109]
(C. unshiu x C. .
O= sinensis) x C. Casﬁodga]‘ raiz
lyo C17H15NOg 329,3041
HO N ®) C. flaviculpus Casca da raiz
H | x C. tamurana [109]
o= CH C. paradisi x Casca daraiz
CH, 3 C. sineisis [109]
Citrapone C (C. tamurana x
C. sinensis) x Raiz [79]

C. tamurana
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C. grandis

Casca da raiz

[109]
C. natsudaidai Raiz [109] C2oH19NOg 393,3893
C. nobilis Casca daraiz [4]
Citrapone A
OH
HO
o _CHj '
O— C. grandis Cas‘ﬁ‘odga]‘ raiz CosHasNOs  409,4318
H,C CH,
Citrapone B
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Citbismine A

C. paradisi Raiz [110] C1gH16N204 324,3306
C. paradisi Raiz [111],[112]

C35H32N2010 640,6359
C. grandis Raiz [111]
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Citbismine C

C. paradisi Raiz [111]

C36H34N301; 670,6619
C. grandis Raiz [111]
C. paradisi Raiz [111]

C36H34N2010 654,6625
C. grandis Raiz [111]
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C. grandis

Casca do tronco
[113]

Ca4H30N20s

594,6106

bis-5-Hydroxynoracronycine

C. paradisi

Raiz [114]

C2gH34N20g

646,6851
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C. funadoko Raiz [115]
C30H27NOg 529,5372

C. paradisi x ,
C. tangerina Raiz [66]

H3C

Acrimarine C

OH
C. paradisi x .
C. tangerina Raiz [66] C32H31NOg 557,5904

H3C
Acrimarine D
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C. paradisi x

0 C. tangerina Raiz [66] C3oH27NOg 529,5372
O
H
© | HyC
e CHs
H,C
Acrimarine E
CHj4
C. funadoko Raiz [115]
S C3oH27NOsg 529,5372
~0
H3C\O o |
| HLC
0 CHy” C. paradisi x Rai [66]
HyC” C. tangerina

Acrimarine B
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C. paradisi x

C. tangerina Raiz [66]
CzoH27NO7 513,5378
(C. unshiu x C.
sinensis) X C. Raiz [71]
Iyo
C. paradisi x .
%6 C. tangerina Raiz [66] Cz1H29NOg 543,5638

o
HO
| | HyC

@) CH, CHj

Acrimarine F
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o |
| | HyC
O CH, CHs

Acrimarine N

C. funadoko Raiz [115] C31H25NOg 543,5638
C. paradisi x Raiz [66] CoHuNOs  557,5904
C. tangerina 327 31IV8 ’
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i
B
H3C\O \ P O/CH3
|
_0 CHg
HC™ o C. paradisi Raiz [116] C31H29NOg 559,5632
W
o) CH,
\ OH
CHj3
@)
Acrimarine K
OH
0
Ll
CHj,
o~
C. paradisi Raiz [116] CasH23NOg 517,4835

Neoacrimarine J
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OH

C. paradisi Raiz [116] CooHo5NOg 531,5101
C. paradisi x Raiz [66] CasHasNO 613,6537
C. tangerina 357139 ’

Neoacrimarine E
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C. paradisi x

C. tangerina Raiz [66] C39H41NOg 667,7441
Neoacrimarine B
OH
< paradisi x Raiz [66] CaoHa3NO 681,7707
C. tangerina 4014319 ,

Neoacrimarine A
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C. paradisi x

C. tangerina Raiz [66] CaHaiNO7  565,6124
CH3
Acrimarine |
< paradisi X Raiz [66] CasHa3NO 595,6384
C. tangerina 35M33NUsg ,

Acrimarine J
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Neoacrimarine C

C. paradisi Raiz [116] C33H29NOg 567,5852
C. paradisi x .
C. tangerina Raiz [66]

C33H20NOg 583,5846
C. hassaku Raiz [117]
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C. hassaku Raiz [117] CasHasNOy  649,6858
CHy
Neoacrimarine D
OH
O
]
O CH; CH; CHj c o
. paradisi x i
C. tangerina Raiz [66] C30H25NOg 527,5214

Dioxinoacrimarine A
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Ciclopeptideo

CHy HsC

O H

CHj4

O

C. unshiu

C. aurantium

Casca do fruto

[118],[119] e folha

[120]

Fruto [121]
Casca do fruto

N
<i Z NH
o]
Hg C. hassaku [119]
CssHs5N70g 717,8527
HN o C. sulcata Casca do fruto
. NH ' [119]
- Casca do fruto
OH
HO - NHA{S/ C. paradisi [119]
CH, c?T HaC C. grandis Casc[ziflg] fruto
H
Citrusin | Casca do fruto
C. shukokan [119]
)>>/ o Casca do fruto
C. sinensis [118],[119]
o]
C37H44NgO7 712,7846

e

Qﬂ(

Citrusin Il

C. natsudaidai

Casca do fruto
[118],[119]
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C. unshiu

Melaco***[41]

CH
8 C. sinensis Casca do fruto
' [118],[119]
H3C CH,O CHs C. sudachi Casca do fruto [29]
NH /2 C. aurantium Fruto [121]
NH Casca do fruto
C. hassaku [119]
o N Casca do fruto
C. sulcata [119]
N O CsHs3N;O 727,8475
C. paradisi Casca do fruto 36M530N70g
[119]
. Casca do fruto
NH C. grandis [119]
O
NH
Casca do fruto
N/(<O C. shukokan 119]
HO o H H C. Casca do fruto
OH sphaerocarpa [119]
Citrusin Il . Casca do fruto
C.iyo [119]
(e}
/
HO o H
. ! o q
(o] NH \ NH
Hc ~ NH 0
OH
. . Casca do fruto
HC o NH \\o C. sinensis [118],[119] C41Hs55NgO14 897,9273

—
07 MoH

Citrusin IV
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o
p;

C. aurantium

Fruto [121]

Casca do fruto

C. sulcata [119]
H,C
HN
CH H . Casca do fruto C27H46N6O7 566,6901
3 C. paradisi [119]
H
C.ivo Casca do fruto
Y [119]
Citrusin V
CHj
s C. aurantium Fruto [121]
H O H
>/U—N O HeC._cH,
o. NH "
H \Z/ C. sulcata Casca do fruto
' [119]
o
HN C41Hg2NgOg 794,9797
nHHsS
o)
//\)\CHs C. grandis Casc[ai fg] fruto
NH o
N
anaW
o) C. shukokan Casca do fruto

Citrusin VI

[119]
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H3
OH
o)
HO H3C NH
o)
NH
o}
NH

C
C
NH
~
Oy 6o
H

Ha
(@]
\%/CHS
NHH,C

Casca do fruto

o C. medica [119]1[122] Ci9H53N7011 795,8784
NH
H
Citrusin VIl
. CH
N 3
/ 0
S 0 N
CH,
NH NH
o)
o} H
CHs . Casca do fruto
HN NH
e C. medica [119]’[122] CaoHe3zNgOg 822,0051
3 o)
o}
NH NH  CH3
6
O H
HaC CH,
Citrusin VIII
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%?

C. sudachi Casca do fruto [29]
C3gHs6NgOg 752,9000
o CH3
NH
N/\(<H . Casca do fruto
@H S C. paradisi [119]
Cltrusin IX
o)
N
o) NH o
NH H
NH C. grandis Casc[alfg]fr”to CaoHasNsO;  738,8319
o) o)
N
i)\N i
o N o)
Citrusin X
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H,C

CHj
H4C
HC O
o _NH NH
0
NH N
HO C. unshiu Fruto [123] C36H53N709 727,8475
0
i o
H
- /ANJ
N
o) N
HO
Citrusin XI
HO
’ O  NH
>/>/ NH
" ° C. natsudaidai  C2scado fruto CaHssN,Os  727.8475
O H3C ' [124] 26M153IN7J9 y
NH
CHj
HO NH
o)
0 N

Cyclonatsudamine A

402




NH
N C. aurantium Fruto [121] CsH12N20, 168,1930
I CHj
@)
Cyclo-(Pro-Ala)
H
N CH
Oy 3
:O C. aurantium Fruto [121] CoH16N>0> 184,2355
H,C N
H
CH,
Cyclo-(Ala-lle)
CHj
NH >gC
o~ NH
C. aurantium Fruto [121] CoH16N>05 184,2355
H,C
CH,

Cyclo-(Ala-Leu)
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Flavanoides

e
O OH O
“CH,4
H3C C. kinokuni Casca do fruto [15 C19H200 344,3585
\O ” \ [ ] 191206
O
H,C™ o
Hydroxy-4,4’,5’,6’-Tetramethoxychalcone
e
O OH O
CH,
H.C , : Casca do fruto
3 \O - AN 0 C. sinensis [125] CooH2207 374,3844
° o
O 3
HaC™ o
Hydroxy-3,4,4’,5',6'-Pentamethoxychalcone
CH,
c|:H3 o~
@) OH O
“CH,q
C. kinokuni Casca do fruto [15] C,oH2204 374,3844
° L,
O 3
HaC”

2’-Hydroxy-3,4,3',4’,5’,6’-Pentamethoxychalcone
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CH,

C|ZH3 o~ Casca do fruto
C. sinensis
O OH O [125]
O O -
H,C C21H2405 404,4101
0 O CH, C. kinokuni Casca do fruto [15]
HaC” o
Hydroxy-3,4,3’,4’,5’,6’-Hexamethoxychalcone
CH,
(|:H3 C. sinensis Casca daraiz
O OH ' [126]
C21H2005 352,3805
C. nobilis Casca daraiz
OH ' [126]
Citronobutin
OH
HO SN C. paradisi Suco [127]
C15H1205 272,2527
[
@)
OH C. aurantium Frutos [128]
Naringenin
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Casca da raiz

C. sinensis [126]
OH
CasHa50s 408,4868
. Casca do caule
C. medica [12]
CH3 OH
Lonchocarpol A
: . Casca da raiz
H3C N OH C. sinensis (126]
. Casca daraiz
H3C C. nobilis (126]
@) 0O R C. natsudaidai Casca da raiz [68]
) C. tamurana x )
C.kinokuni ~ cascadaraiz[68] o o0 3383539
C. medica Casca do caule
Y ' [12]
C. paradisi x .
OH O C. tangerina Raiz [66]
. . Casca do galho
Citflavanone C. reticulata 21]
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OH

C. limonia Caule e raiz [9]
\\\\

Co5H2605 406,4709

Cascadaraiz e

C. medica casca do caule

[12]
Erythrisenegalone
H3C CH3
OH C. limonia Caule e raiz [9]
H3C |
o Ca5H2605 406,4709
H3C
Cascadaraiz e
C. medica casca do caule

OH

Lupinifolin

[12]
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CIZH3 CH,
O o] K
: : Casca do fruto
HSC\Q C. sinensis [125] C19H2005 344,3585
I
O
-
HC 5,6,7,4"
Tetramethoxyflavonone
CHj (@]
(|3H3 o~ CH,
@) (@) R
H.C C. kinokuni Casca do fruto [15] C20H2207 374,3844
3N
O I
H.C”~ °
3 (2S)-
5,6,7,8,4’-Pentamethoxyflavonone

OH C. paradisi Suco [127]

HO @) ‘\\\\

. O
| _ C16H1406 302,2787
CH, C. aurantium Frutos [128]
I
@)
OH
Hesperetin
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OH C.tamuranax .. 4o raiy [68]

C. kinokuni
\“\\ 0O CZGHSOOG 438,5126
|
CH3
) Casca do caule
C. medica [12]
Hiravanone
@)
~
(I3H3 CH3
O o)
7
C. kinokuni Casca do fruto [15] C20H2207 374,3844
HsC_ CH,
O I
O
e
H3C

(25)-5,6,7,3',4’-Pentamethoxyflavanone
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[129]

CH O
CHy, o~ ° “CH,
I
0] 0 W
ot O
C|:H3 C. kinokuni Casca do fruto [15] C20H2207 374,3844
[
O
O
H,C
57,83 ,4- pentamethoxyﬂavanone
_CHs
©: C. kinokuni Casca do fruto [15]
CH C. sinensis Casca do fruto CooH220s 390,3838
3 ' [125]
II
> Casca do fruto
Hydroxy—6,7,8,3 ,4’-pentamethoxyflavanone ( 5-O- C. mitis [129]
Demethylcitromitin)
_CH O
| ©i \CHB
@ C do frut
éH C. mitis asca go fruto CuHOs  404,4104
3

H3C Citromitin
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OH

C. sinensis Suco [127]
OH
C. aurantifolia Suco [127] Ci5H1207 304,2515
C. paradisi Suco [127]
Taxifolin
C. paradisi x .
OH C. tangerina Raiz [66]
C. hystrix Raiz [35]
C. yUkO Raiz [130] CooH1805 354,3533
C. funadoko Raiz [130]
OH C.h k
Yukovanol - nassaku x i
C.grandis Raiz [130]
OH
HO @)
. Casca do fruto
C. sudachi imaturo [131] Ci16H1206 300,2628
H3C\
O I
O
OH
Dinatin
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Casca do fruto

C. reticulata [132] C17H1405 314,2894
5,4’-Dihydroxy-7,8-dimethoxyflavone
CH OH
P 3
O
HO @)
Casca do fruto
C. sudachi imaturo [131] e C17H1407 330,2888
H 3c\ casca do fruto [29]
O I
O
OH
Demethoxysudachitin
CH OH
3
C|:H3 o~
@)
Casca do fruto
C. sudachi imaturo [131] e C1gH1607 344,3154
HsC - casca do fruto [29]

OH
Xanthomicrol

412




Casca do fruto

C. reticulata [132] C19H1507 358,3420
O
H,C™
4’-Hydroxy-5,6,7,8-tetramethoxyflavone
H3C OH
H,C . .

3 C. limonia Caule e raiz [9]

C20H1605 336,3380
C. medica Casca do caule
OH [12]
Limonianin (Atalantoflavon)
@)
~
CH,
HO o) C. reticulata Suco [127]
C16H120s 284,2634
I
O : .
OH C. sinensis Suco [127]
Acacetin
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C. reticulata

Casca do fruto

5-Hydroxy-7,8,4’-trimethoxyflavone

[132]
C. limon Oleo essencial
' [80]
C1sH1605 312,3166
Casca do fruto
C. hassaku [133]
C. reticulata Casca do fruto CisHicOs 3283160

[132]
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Casca do fruto

C. jambhiri [16],[128]
C. kinokuni Casca do fruto [15]
Casca do fruto
C. reticulata [21],[132]; e 6leo
essencial [134]
C. hassaku Casca do fruto
[133] C10H15056 342,3426
C. sinensis Ca[sl%a]l ([jlosgr]uto
@)
_ . Casca do fruto
H3C C. reshni fruto [135]
4’,5,7,8-Tetramethoxyflavone (6-Demethoxytangeretin) Casca do fruto
C.depressa [136]
C. paradisi x
C. reticulata Casca do fruto [10]
C|3H3 CH,
O @)
C. sinensis Casca do fruto CigHicOs  328,3160

O I

O
OH

5-Hydroxy-6,7,4’-Trimethoxyflavone

[125]
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Oleo essencial

C. reticulata [134]
Casca do fruto
C. sinensis [10],[125] e folha
[137]
C. kinokuni Casca do fruto [15] C19H1506 342,3426
C. paradisi x
5674 C. reticulata Casca do fruto [10]
Tetramethoxyflavone
@)
~
(|3H3 OH CH,
@) @)
C. sinensis Raizes [138] Ci9H1807 358,3420
H.C
3¥
O I
O
OH
5,8-Dihydroxy-6,7,4’-trimethoxyflavone
/CH3 O\ C. kinokuni Casca do fruto [15]
CH CH , Casca do fruto
3 3
| C. reticulata [132]
O . . Casca do fruto
C. jambhiri [139]
C. sinensis Casca do fruto C1oH15807 358,3420
HaCo_ [125]
O . .
®) C. paradisi x
OH C. reticulata Casca do fruto [10]

5-Hydroxy-6,7,8,4’-tetramethoxyflavone
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C. sinensis

C. depressa

C. aurantium

C. paradisi

C. aurantifolia

Casca do fruto
[125],[135]; suco
[127]; fruto [140] e

folha [9],[137]

Casca do fruto
[136]

Casca do fruto [88]
e folha [137]

Casca do fruto [88]
e fruto [140]

Casca do fruto [88]

Casca do fruto

[88]; dleo C20H2007
essencial [134];
semente; polpa;

372,3686

C. reticulata casca do fruto
[21],[141];
endocarpo;

Tangeretin mesocarpo [141] e
folha [21]
C. kinokuni Casca do fruto [15]
Casca do fruto
C.hassaku [133]
. Casca do fruto
C. reshni [135]
) . Casca do fruto
C. jambhiri [16],[139]
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OH

C. limon Suco [127]
HO O
OH
C15H1006 286,2363
y) C. aurantifolia Suco [127]
OH
Luteolin
OH
HO @)
@) Casca do fruto
| C. sudachi imaturo [131] e C17H1407 330,2888
H3C CHj, casca do fruto [29]
O I
OH
5,7,4’-Trihydroxy-6,3’-dimethoxyflavone
CH 3 OH Casca do fruto
o~ C. sudachi imaturo [131] e
casca do fruto [29]
HO @)
O
| C1sH160s 360,3148
H.C CH : Casca do fruto
3 3 C. reticulata
o ¥ [132]
@
OH
Sudachitin
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Casca do fruto

C. sudachi imaturo [131] e
casca do fruto [29]
C19H1808 374,3414
. - Casca do fruto
C. jambhiri [139]
5,4’-Dihydroxy-6,7,8,3’-tetramethoxyflavone
CH O
3
- CH,
C. reticulata Folha [21] C19H150s 374,3414
C. reticulata Folha [142] CyoH2005 388,368

@)
HaC~
3’-Hydroxy-4’,5,6,7,8-Pentamethoxyflavone
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C. reticulata Folha [142]
C10H1807 358,3420
H3C/O C. kinokuni Casca do fruto [15]
7-Hydroxy-3',4°,5,6’-tetramethoxyflavone
C. sinensis Folha [9]
. Casca do fruto
C. reticulata [132]
C. kinokuni Casca do fruto [15] C1oH1507 358,3420
C. sinensis x
5-Hydroxy-3',4",6,7- Poncirus Raiz [7]
tetramethoxyflavone trifoliata
Casca do fruto
. [132]; oleo
C. reticulata essencial [134] e
suco [127]
Casca do fruto
C. hassaku [133]
C. depressa Casc[algg] fruto
Casca do fruto C20H2007 372,3686
C. sinensis [125],[135]; suco
' [127]; fruto [140] e
folha [9],[137]
. . . Casca do fruto
Sinensetin C. reshni [135]
C.paradisi Fruto [140]
C. aurantium Folha [137]
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C. sinensis Folha [9] C1oH1507 358,3420
C. sinensis Folha [9] CooH2007 372,3686
, : Folha [137] e
C. sinensis casca do fruto [10]
C. aurantium Folha [137]
CH,
C. hassaku Casca do fruto
: [133]
C. paradisi x
C. reticulata Casca do fruto [10]
C. unshiu Casca do fruto CooHooO;  372,3686
[120]
Casca do fruto
C. depressa [136]
C. jambhiri Casc[aléjg] fruto
6-Demethoxynobiletin
. Casca do fruto
C. reticulata [132]
C. kinokuni Casca do fruto [15]
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Folha [137] e

e
H,C

O

C. sinensis casca do fruto
[125]
C. kinokuni Casca do fruto [15]
Casca do fruto
C. depressa [136]
Casca do fruto
C. reticulata [132],[21] e folha
[21]
C. iambhiri Casca do fruto C20H2008 388,368
) [139]
C. paradisi x
C. reticulata Casca do fruto [10]
o C. aurantium Folha [137]
5-Demethylnobiletin
. Oleo essencial
C. reticulata [134]
C. kinokuni Casca do fruto [15] C20H200g 388,368

7-Hydroxy-5,6,8,3’,4’-pentamethoxyflavone
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Nobiletin

C. kinokuni

C. aurantium

C. paradisi

C. aurantifolia

C. reticulata

C. sinensis

C. reshni
C. depressa

C. jambhiri

Casca do fruto [15]
Folha [137]; casca
do fruto [88]
Casca do fruto
[88]; fruto [140]
Casca do fruto [88]

Oleo essencial
[134]; casca do
fruto [21],[88],
[141]; semente;
polpa; mesocarpo;
endocarpo [141] e
folha [21] CaH220s

Casca do fruto
[125], [135]; folha
[9],[137]; suco
[127]; fruto [140] e
caule [9]
Casca do fruto
[135]
Casca do fruto
[136]
Casca do fruto
[139]

402,3945
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C. grandis Casca da raiz [76] Ca5H2605 406,4709
Honyucitrin
/CH3

e

(@)
C. reticulata Fruto [143] C20H180s 386,3521

H3C
(@)
/O

Lucidin dimethyl ether
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C. limon

Casca do fruto
[144]

C2gH25056

460,5183

Limonflafonyl lactone B

C. limon

Casca do fruto
[144]

C29H3007

490,5443
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HO o C. aurantium Suco [127]
C15H1006 286,2363
g OH C. aurantifolia Cultura celular de
' calo [145]
OH
Kaempferol
OH
HO @)
OH
C. paradisi Suco [127] Ci15H1007 302,2357
@)
OH
Quercetin

Casca do fruto

C. sinensis [125]

C19H1807 358,3420

Hydroxy-5,6,7,4’-tetramethoxyflavone
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Casca do fruto

C. sinensis [125]
C20H200s 388,368
/O C. kinokuni Casca do fruto [15]
H,C
3-Hydroxy-5,6,7,8,4’-pentamethoxyflavone
C. aurantifolia Suco [127]
C21H2209 418,3939

C. reticulata

Natsudaidain

Casca do fruto [21]
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C. nobilis

Casca da raiz [4]

C20H1606 352,3374
. Casca do galho
C. reticulata 21]
HO @)
l C. reticulata Fruto [143] C17H140s 314,2894
H,C
~N
@) I @)
o) |
OH CH,
3,6-Dimethoxy-5,7-dihydroxyflavone
@)
~
CH,
C. grandis Pericarpo [34] C18H1606 328,3160

5-Hydroxy-3,7,4’-trimethoxyflavone
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Casca do fruto

C. aurantium [146] CooH2007 372,3686
C. aurantifolia ~ C@scado fruto CaoH2008 388,368
[147]
o) CH
- 3
H4C .
Hydroxy-3,4’,5,6,7-pentamethoxyflavone
CH 0
3 ~
(|3H3 o~ CH,
0
C. aurantium Casca do fruto CaoH2oOs 388,368
H.C [146]
¥

OH CH,
5-hydroxy-auranetin
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C. sinensis

Casca do fruto

[125]
Ci9H1807 358,3420
C. sinensis x
Poncirus Raiz [7]
trifoliata
5-Hydroxy-3,7,3,4’-tetramethoxyflavone
O
~
CHj
HO O
i
H.C . CH C. tangerina Oleo essencial C20H200g 388,368
3L 3 [134]
O I (|3
@) CH
- 3
H3C 7.
Hydroxy-3,5,6,3’,4’-pentamethoxyflavone
CH @)
P 3 ~
?H3 o) CHj
O
© C do frut
| C. sinensis asca do Iruto CaoH200s 388,368
CH, [10],[125]

OH CH,
5-Hydroxy-3,7,8,3,4’-pentamethoxyflavone
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C. sinensis

Casca do fruto [10]

C21H2203 402,3945
C. hasssaku Casc[aigg] fruto
C. kinokuni Casca do fruto [15]
Casca do fruto
C. sinensis [10],[125] e suco
[127] C21H2204 402,3945
C. paradisi x
C. reticulata Casca do fruto [10]
Quercetogetin
CH 0]
~ CH,
HO
O
| : Oleo essencial
HaC CH, C. tangerina [134] C21H2209 418,3939

0O CH,

-
H5C
7-Hydroxy-3,5,6,8,3’,4’-hexamethoxyflavone
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Casca do fruto

C. sinensis [10],[125]
C21H2209 418,3939
. . Casca do fruto
5-Hydroxy- C. jambhiri [17],[139]
3,6,7,8,3",4’-Hexamethoxyflavone
C. aurantifolia Cascﬁf% fruto CoHzOs  418,3939
@) CH
HaC™ °
8-Hydroxy-3,3,4’,5,6,7-Hexamethoxyflavone
C. paradisi Suco [127] e fruto
O\ [140]
CH3 Suco [127]; folha
C. sinensis [9],[137]; casca do
' fruto [125] e fruto
C|3 [140]
CH C. reticu!atq Suco [127] CoH2400 432,4205
3 C. aurantifolia Suco [127]
C. hassaku Casca do fruto
@) CHjy [133]
H3C/ C. jambhiri Casca do fruto
3,3',4',5,6,7,8-Heptamethoxyflavone . . [139]
C. kinokuni Casca do fruto [15]
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C. reticulata Fruto [143] CooH2005 380,3906
H,C
O Y O
') |
CH3
4’-Hydroxy-3,6-dimethoxy-6",6"-dimethylchromeno(7,8,2”,3")
flavone
. .. Folha; broto e talo
C. wilsonii [148]
C. macroptera Folha; [tirg;? e talo
. Folha; broto e talo
C. paradisi [148]
HO o) |
C. taitensis Folha; broto e talo
' [148]
C. Folha; broto e talo
macrophylla [148]
[ Ci Folha: broto e talo C15H1004 254,2375
') . jJunos [148]
OH C. jambhiri Folha; [tirg;(]) e talo
Daidzen C ichangensis  Folha: broto e talo
' 9 [148]
Folha; broto e talo
C. hassaku [148]
C. sinensis x Folha; broto e talo
P. trifoliata [148]
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Folha; broto e talo

C. asahikan [148]
. Folha; broto e talo
C. bergamia [148]
C. alaberrima Folha; broto e talo
-9 [148]
C. sinensis Folha [149]
C. limonia Folha [149]
C. grandis Folha [149]
C. aurantium Folha [149]
HO @)
[ .
O C. aurantium Folha [149] C16H1204 268,2640
7
CH,
Isoformononetin
C. wilsonii Folha; broto e talo
: [148]
Folha; broto e talo
C. macroptera [148]
C. paradisi Folha; broto e talo
' [148] C15H100s 270,2369
: . Folha; broto e talo
C. taitensis [148]
C. Folha; broto e talo
macrophylla [148]
C. junos Folha; broto e talo
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[148]
Folha; broto e talo

C. jambhiri [148]
C. ichangensis Folha, [tirg;? € talo
HO O C. hassaku Folha; [ber(,)g]J e talo
C. sinensis x Folha; broto e talo
P. trifoliata [148]
I C. asahikan Folha; [tirAc,)é? e talo
HO © C. b : Folha; broto e talo
OH . bergamia [148]
Ginistein ) Folha; broto e talo
C. glaberrima [148]
C. sinensis Folha [149]
C. limonia Folha [149]
C. grandis Folha [149]
C. aurantium Folha [149]
C. wilsonii Folha; broto e talo
CH [148]
3 Folha; broto e talo
| C. macroptera [148]
O O C. paradisi Folha; broto e talo
P [148]
C.tatensis " ona; 5‘%‘]) etalo - 0. 2842634
[ C. Folha; broto e talo
O macrophylla [148]
HO ) Folha; broto e talo
OH C. junos [148]
Prunetin . . Folha; broto e talo
C. jambhiri [148]
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C. ichangensis

Folha; broto e talo

[148]
Folha; broto e talo
C. hassaku [148]
C. sinensis x Folha; broto e talo
P. trifoliata [148]
) Folha; broto e talo
C. asahikan [148]
) Folha; broto e talo
C. bergamia [148]
. Folha; broto e talo
C. glaberrima [148]
C. sinensis Folha [149]
C. limonia Folha [149]
C. grandis Folha [149]
C. aurantium Folha [149]
. .. Folha; broto e talo
C. wilsonii [148]
Folha; broto e talo
HO o) C. macroptera [148]
C. paradisi Folha; broto e talo
P [148]
. . Folha; broto e talo
C. taitensis !
I [148]
0O C. Folha; broto e talo C16H1204 268,2640
macrophylla [148]
@) : Folha; broto e talo
| C. junos [148]
CH3 C. jambhiri Folha; tiféo e talo
Formononetin Folha; [brotg) e talo
C. ichangensis [148]

C. hassaku
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[148]

C. sinensis x Folha; broto e talo
P. trifoliata [148]
) Folha; broto e talo
C. asahikan [148]
) Folha; broto e talo
C. bergamia [148]
. Folha; broto e talo
C. glaberrima [148]
C. sinensis Folha [149]
C. limonia Folha [149]
C. grandis Folha [149]
C. aurantium Folha [149]
C. wilsonii Folha; broto e talo
' [148]
Folha; broto e talo
C. macroptera [148]
H 0O . Folha; broto e talo
O C. paradisi r148]
: . Folha; broto e talo
C. taitensis [148]
i C. Folha; broto e talo
macrophylla [148]
O . i Folha; broto e talo C16H1205 284,2634
HO C. junos ’
') [148]
| ) .. Folha; broto e talo
C. jambhiri
CH [148]
3 . ich . Folha; broto e talo
Biochanin A . ichangensis [148]
Folha; broto e talo
C. hassaku [148]
C. sinensis x Folha; broto e talo
P. trifoliata [148]
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C. asahikan
C. bergamia

C. glaberrima

C. sinensis

C. limonia

C. grandis
C. aurantium

Folha; broto e talo
[148]
Folha; broto e talo
[148]
Folha; broto e talo
[148]

Folha [149]
Folha [149]
Folha [149]

Folha [149]

OH OH

C. medica

C. microcarpa

Casca do fruto
[150]

Casca do fruto
[150]

C27H3205 596,5339
OH C. hystrix Fruto [150]
Phoretin-3’-5’-di-C-glucoside
HO OH
') C. sudachi Casca do fruto [29]
HO o) (@) N
HO :
OH C21H22010 434,3933
ICI) C. grandis Casca do fruto [2]
OH
Prunin
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C. aurantium

Folha [137] e
casca do fruto [47]

OH Suco
CH o
36 C. paradisi [127],[151];casca
o do fruto [2]
HO CH
OH 3 C. sudachi Casca do fruto [29]
O O WY
C.limonetta  Cascado fruto [47]  C22H24010 448,4199
. C. bergamia Suco [127]
o)
OH
Poncirin
C. sinensis Suco [127]
C. sinensis Frutos [69]
OH
o OH :
HO 0 OH C. reticulata Frutos [69]
o HO
"o o O
OH .. C33H42020 758,6745
HO
0 o
"Po 0
OH C. paradisi Frutos [69]

O-Triglucisyl-naringenin
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HO

OH
HO °
HO O O N\
o)
H,C O I
HO OH
HO  oH

Naringin

C. clementina Suco [127]
C. sinensis Suco [127] e folha
' [137]
Suco [127],[151];
C. paradisi casca do fruto

C. aurantium

C. bergamia

C. grandis

C. reticulata

C. jambhiri

C. sudachi
C. hassaku

C. junos

[2],[152]; fruto [69]

Suco [127]; frutos
[28]; casca do
fruto [88] e folha
[137] e semente
[48]

Suco [127]

Pericarpo [34] CyrHus01s

Semente; polpa;
mesocarpo;
endocarpo e casca
do fruto [141]

Casca do fruto
[139]
Casca do fruto [29]
Casca do fruto [2]

Casca do fruto [2]

580,5345
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C. hystrix Frutos [150]
HO oH C. limonetta Caéca dodfrufto t[47]
. . asca do fruto
C. jambhiri
’ O ‘ [139]
OH Suco [127]; folha
C. aurantium [137]; fruto [128] e
casca do fruto [88] C27H32015 596,5339
HsC C. reticulata Suco [127]
C. sinensis Suco [127]
C. aurantifolia Suco [127]
Neoeriocitrin C. bergamia Suco [127]
C. paradisi Suco [127]
HO OH
HO
ﬁ \@J C. junos Casca do fruto [2] CosH34015 610,5605
C
Homoerld|ctyoI-7-O-neohesperidose
C. limonetta Casca do fruto [47]
HO 0
\CHS C. sudachi CasE:Za]l ?Zogi‘ruto
HO Fruto [128], folha
on C. aurantium [137], casca do
fruto [88] e suco CagH34015 610,5605
HLC [127]
C. paradisi Suco [151], [127]
. . Casca do fruto
C. jambhiri
Neohesperidin : [139]
C. bergamia Suco [127]
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OH
OH
HO
H,C o]
0 OH
HO ©
HO O O AW
OH
I
@]
OH
Narirutin

C. deliciosa
C. clementina

C. reticulata

C. sinensis

C. paradisi

C. limon
C. unshiu

C. aurantium
C. jambhiri

C. sudachi
C. limonetta
C. suhuiensis

C. junos

C. unshiu

C. aurantifolia

Suco [127]

Suco [127]
Suco
[127],[151];fruto
[69] e casca do
fruto [21]
Suco [127],[151];
folha [137]; fruto
[69] e casca do
fruto [2]
Suco [127],[151];
semente [48]; fruto
[69] e casca do
fruto [2]
Suco [151]
Suco [151]
Folha [137] e fruto
[28]

Casca do fruto
[139]

Casca do fruto [29]
Casca do fruto [47]
Fruto [150]
Fruto [153] e
casca do fruto [2]
Melaco [41] e
casca do fruto [2]

Fruto [69]

C27H32014

580,5345
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OH
OH
HO
H;C 0
° @]
~N
CH
HO o) ©/ 3
HO 0] o) =
OH
[
@)
OH
Didymin

C. sinensis

C. reticulata

C. unshiu
C. limon

C. paradisi

C. aurantium
C. limonetta

C. suhuiensis

Suco [127],[151]
folha [137]
Suco [127],[151];
casca do fruto;
polpa; mesocarpo;
endocarpo;
semente [141] e
fruto [69]
Suco [151]
Suco [151]
Suco [127],[151]
efruto [69]
Folha [137]
Casca do fruto [47]
Casca do fruto

C2gH34014

594,5611

[150]
C. tangerina Casca do fruto

e [154]
Casca do fruto

C. succosa 154]
i ; Casca do fruto

C. suhuiensis 154]
; Casca do fruto

C. bergamia 154]
C. montana Casca do fruto

' [154]
P Casca do fruto

C. natsudaidai (154]
C. iunos Casca do fruto

. [154]
C. Casca do fruto

sphaerocarpa [154]
C. yatsusiro Casca do fruto
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OH
OH
HO
HsC 0
O OH
HO ©
(@] O oy
HO OH
OH
[
O
OH
Eriocitrin

C. depressa
C. kinokuni
C. erytrosa

C. macroptera

C. aurantifolia

C. medica

C. limon

C. lumia
C. sulcata

C.iyo

C. sudachi

C. nobilis

C. unshiu
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[154]
Casca do fruto;
suco [154]
Casca do fruto;
suco [154]
Casca do fruto;
suco [154]
Casca do fruto;
suco [154]
Casca do fruto
[154]; suco
[127],[154]; fruto
[69]
Casca do fruto;
suco [154]; fruto
[150]
Casca do fruto [2],
[154]; suco [127],
[151], [154]; fruto
[69]
Casca do fruto;
suco [154]
Casca do fruto;
suco [154]
Casca do fruto;
suco [154]
Casca do fruto
[154]; suco
[29],[154]
Casca do fruto;
suco [154]
Casca do fruto
[154];
suco[151],[154]

C27H32015

596,5339




C. keraji

Casca do fruto;

suco [154]
. Casca do fruto;
C. reticulata suco [154]
Fruto [69]; folha
C. sinensis [137] e suco [127],
[151]
C. hystrix Fruto [150]
C. limonetta Casca do fruto [47]
. . Casca do fruto
C. jambhiri [139]
C. paradisi Suco [127]
. Suco [127],[151] e
C. reticulata casca do fruto [21]
OH
OH
HO
HsC o)
o) OH
Ho/ﬁé/ ©i C. limon Suco [151] CogH34015 610,5605
HO o O o

OH |
CHj,
I

O
OH

Homoeriodictyol-7-O-rutinoside

445




OH
OH
HO
HsC o)
o) O
Hoﬁ&/
O O \\\\
HO OH
OH
I
o)
OH
Hesperidin

CHj3

C. limon

C. unshiu

C. junos

C. sinensis

C. paradidisi

C. sudachi

C. hassaku
C. limonetta

C. aurantium

C. jambhiri

C. aurantifolia

C. reticulata
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Casca do fruto [2];
fruto [69] e suco
[127],[151]]
Casca do fruto [2];
melago [41]; suco
[151]
Casca do fruto [2];
fruto [153]
Casca do fruto [2];
folha [8] ,[9],[137];
caule [9]; fruto
[69],[115]; suco
[127],[15]]
Casca do fruto [2];
fruto [115]; suco
[127],[151]]
Casca do fruto
[2].[29]
Casca do fruto [2]
Casca do fruto [47]
Fruto [128]; casca
do fruto [146];
folha [137]
Casca do fruto
[16],[139]
Fruto [69] e suco
[127]

Fruto [69]; suco
[127], [151];
semente, polpa;
casca do fruto
[21],[141];
endocarpo e
mesocarpo [141]




C. deliciosa Suco [127]
C. clementina Suco [127]
OH
OH
HO
o)
HO o C. limon Casca do fruto[2] C27H32015 612,5333
o) o) R
HO
~ OH
OH
OH
I
O
OH
5,2’,3,5’-Tetrahydroxyflavanone-7-O-rutinoside
orh C. sinensis Suco [151] e folha

HO OH . [137]
HyC © o on C. paradisi Suco [151]
o) ) OH C. reticulata Suco [151]

"o Lo O ©/ " Cs3H42019 742,6751
OH
. Suco [151] e
i C. unshiu casca do fruto [2]
OH

Naringenin-7-O-rutinoside-4’-O-glucoside
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OH
OH
HO OH
HiC (@]
(0]
(e} (o) (@]

HO o @[ "o C. limon Suco [151] CasHaO2  758,6745
HO © Oy OH
OH
Il
(6]
OH
Eriodictyol-7-O-rutinoside-4’-O-glucoside
OH
Hoﬂ' C. sinensis Suco [151]
HsC o]
(0] OH OH
HOH@O o ©i ﬁ% C. reticulata Suco [151] Ca3H42059 758,6745
I
OH C. unshiu Suco [151]
Hesperetin-7-O-rutinoside-3’-O-glucoside
o C. paradisi Suco [151]
HO (0] OH
"o o O
O @(} C33H42019 742,6751
O I
;gﬁ? on 2 C. aurantium Folha [137]
HO
HO

Naringenin-7-O-neohesperidose-4’-O-glucoside
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OH
HO
HsC © C. iUnos Casca do fruto [2]
0 OH -l e fruto [153]
o
"o S CasHaO1  726,6757
HyC o I
HO—5 oA C.sudachi Casca do fruto [29]
HO
Naringenin-7-0-(2”,6”-di-O-a-rhamnopyranosyl)--
glucopiranoside
OH , Casca do fruto [2]
OH C.junos e fruto [153]
HO
HsC o]
o) o)
CH,
o)
HO o o N
HO 5 o OH C34H44019 756,7017
. Casca do fruto
C.sudachi
HsC © S [2],[29]
HO OH
HO
HO

Hesperitin-7-0O-(2”,6”-di-O-a-rhamnopyranosyl)-3-
glucopiranoside
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HO
HO (0] ~\\\\
a O

C. sudachi Casca do fruto [29] C2gH32015 608,5446
d,
I
o}
OH 4'-B-
D-Glucosyl-2S-homoeriodctyol 6”-O-3-hydroxy-3-
methylglutarate
0 HC OH o
1 : 1 C. aurantium  Casca do fruto [88]
HO o) OH
o
"Ro © O
o C. limonetta Casca do fruto [47] C33H1001s 724,6599
H,C O I
HO OH
HO % C. bergamia Fruto [155]
Meliditin
HO
o)
HO
HO
O M
C. aurantium Casca do fruto [88] CasHar010 754.6858
HC 0
HO
HO
HO

Brutieridin

C. bergamia

Fruto [155]
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Dihydroquercetin-7-O-rutinoside

C. sinensis Frutos [156] C22H24010 448,4199
: Suco [151] e
C. unshiu melaco [41]
C. reticulata Suco [151]
Cu7H32015 596,5339
C. paradisi Suco [151]
C. unshiu Suco [151]
C27H3,016 612,5333
C. reticulata Suco [151]
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OH C. unshiu Suco [151]
HO
H,C 0
C. reticulata Suco [151]
o OH
Hoﬁé/o o ©i C. sinensis Suco [151] C28H34016 626,5599
HO o
OH |
CHs C. limon Suco [151]
OH -
Dihydroisorhamnetin-7-O-rutinoside C. paradisi Suco [151]
OH
OH
HO
H,C o]
o)
O .
Hao C. unshiu Melaco [41] CosH34016 626,5599
OH

7-0-(6-O-a-L-Rhamnopyranosyl-3-D-glucopyranosyl)-3,5,3’-
trihydroxy-4’-methoxyflavanone
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HO

@)
HO
HO 0
O |
CH, C. junos Casca do fruto [2] CogH34015 610,5605
HsC O
HO
HO
HO
3,5-Dihydroxy-3’-methoxyflavanone-7-O-neohesperidose
oH§H -
C. unshiu Suco [151]
C. reticulata Suco [151]
- S 151] e folh
C. sinenis uco [151] e folha C,1H20010 432,3775
[137]
. Casca do caule
C. medica [12]
C. aurantium Folha [137]
C. sinensis Folha [137]
C. aurantium Folha [137]
C21H20010 432,3775
C. aurantifolia Folha [157]

OH

Isovitexin

C. limon

Casca do fruto [2]
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C. sinensis Folha [137]
C21H2009 416,3781
C. aurantium Folha [137]
Apigenin-8-C-rhamnoside
Suco [127], [151];
C. limon casca do fruto [2]
e fruto [69]
C. grandis Casca do fruto [2]
. Suco [151] e
C. unshiu casca do fruto [2]
Suco [151]; casca
OH C. paradisi do fruto [2] e fruto
[69]
C. limonetta Casca do fruto [47] C7H3001s 594,5181

C.microcarpa

C. hystrix

OH
Vicenin-2

C. suhuiensis

C. sinensis
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Casca do fruto
[150]
Casca do fruto
[150]

Casca do fruto
[150]

Suco [127], [151];
folha [137] e fruto




C. aurantifolia

C. reticulata

C. aurantium

[69]
Folha [157] e fruto
[69]

Suco [151] e fruto
[69]

Casca do fruto
[88]; folha [137]

C. clementina Suco [127]
C. deliciosa Suco [127]
C. bergamia Suco [127]
C. unshiu Casca do fruto [2]
Cy7H30015 594 5181
C. sudachi Casca do fruto [2]

Apigenin-3,6-di-C-glucoside
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C. sudachi

Casca do fruto [2]

Vitexin-4’-O-rhamnoside

C. junos Casca do fruto [2]
C. grandis Casca do fruto [2]
C27H30015 594,5181
C. hassaku Casca do fruto [2]
C. sinensis Casca do fruto [2]
C. unshiu Casca do fruto [2]
C. sinenis Folha [137]
C27H30014 578,5187
C. aurantium Folha [137]
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C. microcarpa Fruto [150] C27H30014 578,5187
Apigenin-8-C-glucosyl-2”-O-rhamnoside
OH . Folha [158] e uco
OH C. paradisi [151]
HHOC o C. limon Suco [151] e
3 ' casca do fruto [2]
o C s : Suco [127] e folha
. sinensis [137]
HO 0 Co/HaoO1s  578,5187
HO
OH C. reticulata Suco [151]
o} :
OH C. unshiu Suco [151]

Isorhoifolin (Apigenin-7B-rutinoside)
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HO OH C. bergamia Suco [127]
0]
Hao o o C. sinensis Suco [127]
O C. paradisi Suco [127],[151]
C27H30014 578,5187
H.C o I C. aurantiym ~ C@scadofruto [88]
3 ' e folha [137]
HO HO o oH C. limon Casca do fruto [2]
Rhoifolin C. hassaku Casca do fruto [2]
C. limonetta Casca do fruto [47]
C26H28014 564,4921

Apigenin-6-C-[a-L-arabinopyranosyl-(1—6)]-O-B-D-
glucopyranoside

C. aurantifolia

Folha [157]
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C. aurantifolia Folha [157] Co6H25014 564,4921
OH
Apigenin-8-C-[a-L-arabinopyranosyl-(1—6)]-O-B-D-
glucopyranoside
C. sinensis Folha [137] e
' casca do fruto [2]
C26H28014 564,4921

C. aurantium

2”-0O-Xylovitexin

Folha [137]
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C. limon Suco [151]
C33H40019 740,6593
C. aurantium Casca do fruto [88]
C. limon Suco [151] Co1H50011 448,3769
C. limonetta Casca do fruto [47]
Cy7H300456 610,5175
C. limon Suco [151]
Lucenin-2 C. sinensis Suco [151]
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OH . .
HO C. sinensis Suco [151]
HsC o
C. unshiu Suco [151]
Ca7H300 594,5181
C. reticulata Suco [151] 27RO
. Suco [127] e
C. limon casca do fruto [2]
, o C. hystrix Folha [150]
Luteolin-7-O-rutinoside
HO OH
Ho/ﬁ/
@) @)
HO OH
O
C. aurantium Casca do fruto [88] C27H30015 594,5181
H4C 0 I
@)
HO OH
HO
HO
Luteolin-7-O-neohesperidose
HO OH
HO °
@) @)
HO C.limonetta ~ Cascado fruto [47]  CxHs001s  610,5175
0] @)
HO 1
HO 0]
OH OH

Luteolin-7-O-sophoroside
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C. paradisi Suco [151]
HO
o C. limon Fruto [69]
"Fo
o} ) ) Ca3H40059 756,6587
C. sinensis Fruto [69]
HaC 0
HO
HO 14 C. aurantifolia Fruto [69]
Luteolin-7-O-neohesperidose-4’-O-glucoside
HO
HO
HO
: Casca do fruto
C. sudachi imaturo [159] C24H64013 522,4554
o OH
OH
Casca do fruto [2]
C. sudachi e casca do fruto C24H26013 522,4554

Sudachiin A

imaturo [159]
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C. limonetta Casca do fruto [47]

C. limon Suco [151]
C28H320]_6 624,5440

Casca do fruto

C. suhuiensis

OH Stellarin-2 [150]
(Chrysoeriol-6,8-di-C-glucoside)
OH
OH _
HO C. limon Suco [151]
H,C o

C28H32015 608,5446

C. unshiu Suco [151]
C. reticulata Suco [151]
. Suco [151] e
C. limon casca do fruto [2]
C. aurantium Folha [137]
. - Casca do fruto
C. jambhiri
: [139] C22H22011 462,4034
C. unshiu Suco [151]
C. reticulata Suco [151]
C. medica Fruto [150]

Diosmetin-6-C-glucoside
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C. unshiu Suco [151]
C. reticulata Suco [151]
C. limon Suco [151] e C22H22011 462,4034
casca do fruto [2]
C. aurantium Folha [137]
Diosmetin-8-C-glucoside C. sinensis Folha [137]
C. unshiu Suco [151]
. Suco [127],[151] e
C. reticulata fruto [69]
Suco [151]; casca
C. limon do fruto [2] e fruto
[69]
: Folha [137] e
C. aurantium casca do fruto [88]
Suco [127],[151];
C. sinensis folha [137] e fruto
[69] C28H320]_6 624,5440
C. limonetta Casca do fruto [47]

Diosmetin-6,8-di-C-glucoside (Lucenin-2 4’-methyl ether)

C. aurantifolia
C. medica

C. suhuiensis

C. bergamia
C. deliciosa
C. clementina

Folha [157] e fruto
[69]

Casca do fruto
[150]
Casca do fruto
[150]

Suco [127]
Suco [127]

Suco [127]
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C. sudachi

Casca do fruto [2]

C28H32015 624,5440
C. sinensis Casca do fruto [2]
Diosmetin-3,8-di-C-glucoside

. Suco [127],[151] e
OH C. limon fruto [69]
OH C. reticulata Suco [151]
HHiC o C. unshiu Suco [151]
C. aurantium Suco [127]
o C. clementina Suco [127]

Hao C. sinensis [137] e fruto [69] 28M32015 ,
OH

Diosmin

C. aurantifolia

C. bergamia
C. medica
C. hystrix

Suco [127] e fruto
[69]
Suco [127]
Fruto [150]
Fruto e folha [150]
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C. sinensis Suco [127]

C. bergamia Suco [127] CogH3015 608,5446

HO : Folha [137] e
HO . . C. aurantium casca do fruto [88]
Neodiosmin
OH
OH
HO
FsC © C. unshiu Suco [151]

C27H30015 594,5181

C. reticulata Suco [151]
Kaempferol-7-O-rutinoside
C. sinensis Suco [151]
OH
HO -
OH oH C. unshiu Suco [151]
@) CH .
3 C. reticulata Suco [151]
0
C. paradisi Suco [151] CarHa001s 5945181
OH
OH

C. limonetta Casca do fruto [47]

Kaempferol-3-O-rutinoside
Cultura de calo

C. aurantifolia [145]

466




C. sinensis Suco [151]
C. unshiu Suco [151] C33H40020 756,6587
C. reticulata Suco [151]
C. limon Suco [151]
C. sinensis Suco [151]
, Suco [151] e
Hs C. unshiu casca do fruto [2]
. Suco [151] e
C. reticulata casca do fruto [21] C27H30016 610,5175
C. hystrix Folha [150]
C. paradisi Suco [127]
. - Casca do fruto
C. jambhiri [139]
C. limon Suco [151]
C. sinensis Suco [151]
C. unshiu Suco [151] C27H30016 610,5175
C. reticulata Suco [151]
Quercetin-7-O-rutinoside C. paradisi Suco [15]]

467




OH C. limon Suco [151]
HO
OH C. sinensis Suco [151]
0 CHg
> C. uhshlu Suco [151] CasHagOn1 772.6581
C. reticulata Suco [151]
oa” C. hystrix Folha [150]
HO _
Quercetin-3-O-rutinoside-7-O-glucoside C. limonetta Casca do fruto [47]
o _CHg OH
HO o _CHj
0 C. unshiu Casca do fruto [2] C23H24012 492,4294
OH CHj3
OH
OH
Limocitrin-3-B-D-rhamnopyranoside
O/CH3 OH C. limon Casca do fruto [2]
HO CH,
O/
OH i C23H24023 508,4288
C. unshiu Casca do fruto [2]
o OH
@)
OH OH

HO
Limocitrin-3-B-D-glucopyranoside
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C. limonetta Casca do fruto [47]
CaaHosOw 538,4584
OH
OH C. limon Casca do fruto [2]
Limocitrol-3-O-3-D-glucoside
_CHj OH
HO CH
o~ °
OH
H3CL 0 o C. unshiu Casca do fruto [2] C2sH28014 552,4814
OH
/O OH
H,C HO 7 4-
Dihydroxy-5,6,8,4’-tetramethoxyflavone-3-O-§-D-
glucopyranoside
OHOH C. sinensis Suco [151]
HO
H3C O C. unshiu Suco [151]
o
HO O C. reticulata Suco [151] CasH32016 624,5440
HO
OH
C. limon Suco [151]

Isorhamnetin-7-O-rutinoside
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C. sinensis Suco [151]
OH
HO HO C. unshiu Suco [151] e
o OH casca do fruto [2]
(|:H O CHy C. reticulata Suco [151]
3
g © o) C. limon Suco [151] CasHaz016 624,5440
OH o
OH
OH C.limonetta  Casca do fruto [47]
HO
Isorhamnetin-3-O-rutinoside (Narcissin)
CHj OH
o~ C. limon Fruto [69] e casca
OH ' do fruto [2]
HO
C. aurantifolia Fruto [69]
C29H34017 654,5700
C. paradisi Fruto [69]
C. sinensis Suco [151]
"Po
C. unshiu Suco [151] C3z4H42051 786,6846
C. reticulata Suco [151]

Isorhamnetin-3-O-rutinoside-7-O-glucoside
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HsC o C. reticulata Suco [151]

C. unshiu Suco [151]
C. unshiu Suco [151]
C34H4202; 786,6846
C. reticulata Suco [151]
Tamarixetin-3-O-rutinoside-7-O-glucoside
T
O
CH
o " Cunstia - CEEAgo e (2
OH ¢ Co7H32014 580,5345
OH
@) OH

HaC”

HO

5,6,7,8,3,4’-Hexamethoxy-3-O-B-D-glucosylflavone C. sinensis Casca do fruto [2]
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OH

HO o’
AN OH
OH C. sinensis
= '
(@) @)

Suco [160] Cs1H>21011 449,3842
OH
OH OH
HO
Cyanidin-3-O- B-D-glucoside
OH
HO
OH OH
HO o C. sinensis Suco [160] Cy7H310156 611,5248
@) OH
O
HO 5 OH
HO HO
OH
Cyanidin-3,5-O- B-D-diglucoside
OH
OH
OH
oH C. sinensis* Suco [160] C27H31016 611,5248
OH
o] 0
OH
OH
HO Cyanidin-

3-O-sophoroside
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C. sinensis**** Suco [160] Cs1H>21015 465,3836
OH
OH
Delphinidin-
3-0O- B-D-glucoside
: . Folha; broto e talo
C. wilsonii [148]
C. Folha; broto e talo
macrophylla [148]
C.iUnos Folha; broto e talo
- [148]
C. ichangensis Folha; broto e talo
' 9 [148]
Folha; broto e talo
HO :
C. hassaku [148]
) C. sinensis x Folha; broto e talo
HaO 0 o P. trifoliata [148] C21H2009 416,3781
. Folha; broto e talo
OH C. asahikan [148]
C. bergamia Folha; broto e talo
(I)I ' [148]
. Folha; broto e talo
C. glaberrima ’
OH g [148]
C. sinensis Folha [149]
C. limonia Folha [149]
Daidzin C. grandis Folha [149]
C. aurantium Folha [149]
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C. wilsonii

C. macroptera

C. paradisi

C.
macrophylla

C. junos

HO
C. jambhiri

HO
C. ichangensis

OH
C. hassaku

C. sinensis x

HO OH P. trifoliata

Genistin
C. asahikan

C. bergamia

C. glaberrima

C. sinensis
C. limonia

C. grandis

C. aurantium

Folha; broto e talo
[148]

Folha; broto e talo
[148]

Folha; broto e talo
[148]

Folha; broto e talo
[148]
Folha; broto e talo
[148]
Folha; broto e talo
[148]

Folha; broto e talo
[148]

Folha; broto e talo
[148]

Folha; broto e talo
[148]

Folha; broto e talo
[148]
Folha; broto e talo
[148]
Folha; broto e talo
[148]

Folha [149]

Folha [149]
Folha [149]

Folha [149]

C21H20010

432,3775
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C. ichangensis
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Folha; broto e talo

HO C. sinensis Folha [149]
HO O . o C. limonia Folha [149]
HO
OH C. grandis Folha [149] CazH22010 446,4040
C. aurantium Folha [149]
C. sinensis Folha [149]
C. limonia Folha [149]
: 430,4046
C. grandis Folha [149] Ca2H2209
C. aurantium Folha [149]
Ononin
HO C. wilsonii Folha; [t;rfé(]) e talo
HO o) C. macroptera Folha; broto e talo
HO O O [148]
. Folha; broto e talo
OH C. paradisi [148]
C. Folha; broto e talo C2oH2,019 446,4040
|C|) macrophylla [148]
HO Ci Folha; broto e talo
(l) . junos [148]
CH, C. jambhiri Folha; broto e talo
o [148]
Sissotrin




[148]
Folha; broto e talo

C. hassaku [148]
C. sinensis x Folha; broto e talo
P. trifoliata [148]
C.asahikan  ~OIh& Hfg‘]) e talo
C. bergamia Folha; broto e talo
' [148]
C. glaberrima Folha; broto e talo
' [148]
C. sinensis Folha [149]
C. limonia Folha [149]
C. grandis Folha [149]
C. aurantium Folha [149]

C. sudachi Casca do fruto [29] Co7H28014 576,5028

3’-Demethoxysudachiin
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Casca do fruto [29]

C. sudachi e casca do fruto C3oH34017 666,5807
imaturo [159]
Casca do fruto
C. sudachi [2],[29] e casca do C3oH34017 666,5807
fruto imaturo [159]
Sudachiin B
o H3C :\OH o
o e OH Casca do fruto
0 ; C. sudachi imaturo [159] Cs4H58029 1171,0209
CH, CH; OH
Sudachiin D
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(|)| HsC :\OH (|)|
° OH Cultura d I
C. aurantifolia uitra de calo CotHasO1s  592,5022
OH [145]
OH
Kaempferol-3-O-B-D-glucopyranoside-6"-(3-hydroxy-3-
methyl-glutarate)
o H3;C  OH 1)
I S
° on Cultura de calo
oaH C. aurantifolia [145] C33H35059 754,6428
HO
Kaempferol-3-O-B-D-glucopyranoside-6"-(3-hydroxy-3-
methyl-glutarate)- 7-O-B-D-glucopyranoside
CH OH
o~ °
HO CH
o~ °
OH
O OH -
C. limon Casca do fruto [2] C29H32017 652,5541
OH
OH
@) OH

[ [l
O no ¢cHy ©
Limocitrin-3-O-[3-hydroxy-3-methyl-glutarate-(1—2)]-B-D-
glucopyranosil
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o HaC, OH
I 3 I

OH
C. unshiu Casca do fruto [2] C29H32017 652,5541
OH
OH
HO
Limocitrin-3-O-[3-hydroxy-3-methyl-glutarate-(1—6)]-B-D-
glucopyranosil
CHy OH
o HC OH 4
HO o~ e ] !
0 OH
HiC o \ﬁ% C. unshiu Cascadofruto[2]  CaHssO1s  696,6067
OH
o)
HaC™ HO
7,4’-Hydroxy-5,6,8,4’-tetramethoxyflavone-3-O-[3-hydroxy-3-
methyl-glutarate-(1—6)]-p-D-glucopyranosil
CH o)
(|:H3 o~ ® CHj
o HC OH g
© o el !
0 OH
HBC\O o oH C. unshiu Melaco* [41] Ca3H400138 724,6599
OH
o)
HaC” HO

5,6,7,8,3",4’-Hexamethoxy-3-3-D—[4-O-(3-hydroxy-3-
methylglutaroyl)]-glucosylflavone
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OH

0 OH
0 0 OH
OH .
OH o C. limon
o)

2 I
O HO cH, ©
Limocitrol-3-O-[5-a-glucopyranosil-3-hydroxy-3-methyl-
glutarate-(1—2)]-B-D-glucopyranosil

Casca do fruto [2]

C36H44023

844,7207

OH

o OH
HyC,~ OH OH

0 0
ol T\ I fro
0 0

C. limon
0 o OH
OH o) OH

HO
Limaocitrol-3-O-[5-a-glucopyranosil-3-hydroxy-3-methyl-
glutarate-(1—6)]-B-D-glucopyranosil

Casca do fruto [2]

C36H44023

844,7207

OH

HO O

00
X O/\/\OH
= 0

C. sinensis

OH
OH

HO
HO

Cyanidin-3-O-B-D--(6”-malonylglucoside)

Suco [160]

C24H23013

519,4310
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OH

o) o)
HO |l Il
o/\”/OY\OH
O o) C. sinensis Suco [160] C2sH210156 577,4240
o OH
OH
HO
HO
Cyanidin-3-O-3-D--(6"dioxyalylglucoside)
OH
OH
+ 0 0]
HO O |1 |1
N OH ~~ >~_" ™ .
O OH C. sinensis Suco [160] Co4H23015 551,4298
Z o o OH
OH
HO
HO

Delphinidin-3-(6”-malonylglucoside)
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OH

+ O O
HO ) CH
O OH . .

_ C. sinensis Suco [160] Cy5H25014 549,4570

@] O OH

HO OH
HO
Peonidin-3-(6”-malonylglucoside)

C. sinens Suco [160] Cs2H27015 651,5472

HO

Cyanidin-3-O-B-D--(6"dioxyalylglucoside)-4-vinylphenol
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C. sinensis Suco [160] C32H270156 667,5466
HO
Cyanidin-3-O-B-D--(6"dioxyalylglucoside)-4-vinylcatechol
OH
O O
HO I I
OH >
O OH
o OH
OH
HO C. sinensis Suco [160] C33H29016 681.5732

@)

|
HO CHj

Cyanidin-3-O-B-D--(6"dioxyalylglucoside)-4-vinylguaiacol
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O O
HO I |
O OH
o OH
OH
HO C. sinensis Suco [160] Cz4H31017 711,5991
H.C
3 i
HO CH,
Cyanidin-3-O-3-D--(6"dioxyalylglucoside)-4-vinylsyringol
O
]
0~ cH, C. limonia Folha [149]
HO ©
HO O 0O
OH Ca3H22010 458,4147

I C. aurantium Folha [149]

OH
Daidzin-6"-O-acetate
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HO ©
HO o O
OH C. aurantium Folha [149] C24H2,013 518,4236
I
O
HO
OH
Genistin-6”-0O-malonae
i
N
O CHj C. aurantium Folha [149]
HO ©
HO O O
OH C24H24011 488,4407
C|) Il C. grandis Folha [149]
CH
3 OH

Glycitin-6”-O-acetate

485




o @)
"Po 0 0O
OH C. limonia Folha [149] C25H24013 532,4502
? I
CH
3 OH
Glycitin-6”-O-malonae
i
0~ CH,
HO ©
HO 0] (@)
OH .
C. aurantium Folha [149] Cy4H54019 472,4413
I
O
i
CH,
Ononin-6"-O-acetate
Outros
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HO

Hao B O\/CH3 C. junos Casca do fruto [2] CgH160s6 208,2090
OH
1-O-Ethyl-B-D-glucopyranoside
HO
HO O C. junos Casca do fruto [2] CoH1506 222,2356
HO O\MCHs
OH 2
HO
O
HO O_ _CH |
HO 3 C. hystrix Casca do fruto [6] CoH1506 222,2356
OH Y
CH,
1-O-Isopropyl-B-D-glucopyranoside
HO
HO ©
HO O\MCHZJ’ C.iyo Casca do fruto [6] C12H2406 264,3153
OH 5

1-O-Hexyl-B-D-glucopyranoside
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CH, CH,

0O C. hystrix

CH,
Citrusoside A

Casca do fruto [6]

C21H3607

400,5063

HO/I
HO™"
C. hasssaku

@O\M

Hexyl-1-O-[apiosyl ( 1—>6 )-glucopyranoside]

Casca do fruto [6]

C17H32010

396,4299

O

A CH,
N =
OH 4
C. sinenis

HO OH
(E)-N-(1,3,4,5-Tetrahydroxyhexadecan-2-yl)dec-4-enamida

Folha [8]

C26Hs53NOs5

459,7027
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/@/\/NHZ
HO

Tyramine

C. aurantium

C. reticulata

C.unshiu

Frutos [128], frutos
imaturo e casca do
fruto maduro [161]
Casca do fruto
maduro e imaturo
[161]
casca do fruto
imaturo [161]

CgH11NO

137,1790

NH
//[::::I//“\\// \CH3
HO

N-Methyltyramine

C. aurantium

C. reticulata

C.unshiu

Frutos imaturo e
casca do fruto
maduro [161]
Casca do fruto

maduro e imaturo
[161]
casca do fruto
imaturo [161]

CoH13NO

151,2056

|
N
/J::::T/”\\// \CHS
HO

Hordenine

CH,

C. aurantium

C. reticulata

C.unshiu

Frutos imaturo e
casca do fruto
maduro [161]
Casca do fruto

maduro e imaturo
[161]

casca do fruto
imaturo [161]

C10H15NO

165,2322

OH
/@)\/NHZ
HO

Octapamine

C. aurantium

C. reticulata

C.unshiu

Frutos [128], frutos
imaturo e casca do
fruto maduro [161]

Casca do fruto
maduro e imaturo
[161]
casca do fruto
imaturo [161]

CsH11NO,

153,1784
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OH Frutos [128], frutos
C. aurantium imaturo e casca do
NH fruto maduro [161]
“CH 3 Casca do fruto
C. reticulata maduro e imaturo CoH13NO> 167,2050
[161]
HO C . casca do fruto
.unshiu .
O-
\)\“"' +
é /N\ C. unshiu Folhas [120] C,H13NO» 143,1836
H,C CHs

(-)-Srachydrine
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