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“I see trees of green, red roses too
I see them bloom for me and you
And I think to myself, what a wonderful world

I see skies so blue and clouds of white
The bright blessed day, the dark sacred night
And I think to myself, what a wonderful world

The colors of the rainbow, so pretty in the sky

Are also on the faces of people going by

I see friends shaking hands, saying, "how do you do?"
They're really saying, "I love you"

I hear babies cry, I watch them grow
They'll learn much more, than I'll never know

And I think to myself, what a wonderful world

Yes, I think to myself, what a wonderful world”

Louis Armstrong
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Abreviaturas e Simbolos

0 = deslocamento quimico

ACN = acetonitrila

APCI = Atmospheric Pressure Chemistry lonization (lonizagdo Quimica a
Pressdo Atmosférica)

CDCN = acetonitrila deuterada

CLAE = Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

CPMG- Carr-Purcell-Meibbom-Gil sequence

CVC = Clorose Variegada do Citros

d = dubleto

D,0 = Agua deuterada

DAD = Diode Arrange Detector

dd = duplo dubleto

EM = Espectrometria de massas

ESI = Electrospray lonization

GC-MS = Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry

HCA = Hierarchical Clusters Analysis

HPLC = High Performance Liquid Chromatography

HPLC-NMR = High Performance Liquid Chromatography coupled to Nuclear
MagneticResonance

HPLC-UV-SPENMR = High Performance Liquid Chromatography with
Ultraviolet Detection coupled to Solid-Phase Extraction coupled to Nuclear
Magnetic Resonance

HR-MAS = High Resolution Magic Angle Spinning

1-PropOH = isopropanol

J = constante de acoplamento

LC-MS/MS = Liquid Chromatography coupled to Tandem Mass Spectrometry
LD = Limite de detec¢ao

LQ = Limite de Quantificagao

Xi



m = multipleto

m/z = relagdo massa/carga

MALDI = Matrix Absorption Laser Desorption lonization
MEOH = metanol

MHz = Megahertz

MS = Mass Spectrometry

PCA = Principal Components Analysis

PCR = polymerase chain reaction ( reacdo em cadeia pela polimerase)
ppm = partes por milhdo

RMN = Ressondncia Magnética Nuclear

RMN de 'H = Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
s = singleto

SPE = Solid-Phase Extraction

SRM = Selected Reaction Monitoring

THF = tetraidrofurano

TIC = Total lon Chromatogram
TMSP-d;-3-trimetil-2,2,3,3-d4-propionato de sodio

TOF = Time of Fly

TSPA-d,- Acido 2,2,3,3-d4-3 -trimetilsililpropidnico

tr = tempo de retencao

UV = Ultraviolet Detector

(4g/g = microgramas por grama

(m = micrometro
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triplicatas e as letras a, b e ¢ referem-se a cada matriz.............cccoovveeeeeecinnenenns
Figura 5.14. Grafico de scores de PC1 x PC2 da andlise conjunta de todos os
dados dos espectros de RMN HR-MAS de IH, regido de 63,0a5,5, das
amostras das folhas dos citros estudados (amostra padrao sem inocular a
bactéria, FEC, folhas com sintoma FECS, folhas sem sintoma FESS, folhas
do limao cravo, FLC, e da laranja péra FLP). As andlises foram feitas em
triplicatas e as letras a, b e ¢ referem-se a cada matriz.............cccovvveeeeeennnnneennns
Figura 5.15. Grafico de scores de PC1 x PC2 da andlise conjunta de todos os
dados dos espectros de RMN HR-MAS de 'H, regido de 6 6,5 a 8,0, das amostras
das folhas dos citros estudados (amostra padrdo sem inocular a bactéria, FEC,
folhas com sintoma FECS, folhas sem sintoma FESS, folhas do limdo cravo, FLC,
e da laranja péra FLP). As andlises foram feitas em triplicatas e as letras a, b e c
referem-se @ Cada MALTIZ.........occueeiiieeiie e e st s e eene
Figura 5.16. Dendograma obtido na analise por HCA com os dados de RMN HR-
MAS de 'H, regido de 6 6,5 a 8,0, das amostras das folhas dos citros estudados
(amostra padrdo sem inocular a bactéria, FEC, folhas com sintoma FECS, folhas
sem sintoma FESS, folhas do limdo cravo, FLC, e da laranja péra FLP).
(similaridade de 0,48%0) ... .oinniiii i e
Figura 5.17. Grafico de scores de PC1 x PC2 da andlise conjunta de todos os
dados dos espectros de RMN HR-MAS de 'H das amostras dos caules
superiores e inferiores dos citros estudados (amostra padrao do caule inferior
e superior sem inocular a bactéria, CIE e CSE respectivamente; caule inferior
e superior com sintoma, CIECS, CSECS; caule inferior e superior sem
sintoma, CIESS, CSESS, caule da laranja péra, CLP, caule do limdo cravo,

CLC). As analises foram feitas em triplicatas e as letras a, b e ¢ referem-se a
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CAAA TNALIIZ. ....eeeeeeiiiiie ettt e et e e et ee s et ee e etaeeessbaeessnnteeeenaneeesenns
Figura 5.18. Ampliacdo do grafico de scores de PC1 x PC2 da andlise
conjunta de todos os dados dos espectros de RMN HR-MAS de 'H das
amostras dos caules superiores e inferiores dos citros estudados......................
Figura 5.19. Grafico de scores de PC1 x PC2 da andlise conjunta de todos os
dados dos espectros de RMN HR-MAS de IH, regido de 6 1,0a 3,0, das
amostras dos caules superiores e inferiores dos citros estudados (amostra
padrao do caule inferior e superior sem inocular a bactéria, CIEC e CSE
respectivamente; caule inferior e superior com sintoma, CIECS, CSECS;
caule inferior e superior sem sintoma, CIESS, CSESS, caule da laranja péra,
CLP, caule do limao cravo, CLC). As andlises foram feitas em triplicatas e as
letras a, b e ¢ referem-se a cada MAtrIZ...........ovvveeeeiiiiiiiiiieeieeieeieee e,
Figura 5.20. Grafico de scores de PC1 x PC2 da analise conjunta de todos os
dados dos espectros de RMN HR-MAS de IH, regido de 63,0a5,5, das
amostras dos caules superiores e inferiores dos citros estudados (amostra
padrao do caule inferior e superior sem inocular a bactéria, CIEC e CSEC
respectivamente; caule inferior e superior com sintoma, CIECS, CSECS;
caule inferior e superior sem sintoma, CIESS, CSESS, caule da laranja péra,
CLP, caule do limao cravo, CLC). As analises foram feitas em triplicatas e as
letras a, b e ¢ referem-se a cada MAtIIZ...........ovvueeieiiiiiiiiiiieeeeeieeeee e,
Figura 5.21. Grafico de scores de PC1 x PC2 da analise conjunta de todos os
dados dos espectros de RMN HR-MAS de IH, regido de 6 6,8 a 8,0, das
amostras dos caules superiores e inferiores dos citros estudados (amostra
padrao do caule inferior e superior sem inocular a bactéria, CIEC e CSEC
respectivamente; caule inferior e superior com sintoma, CIECS, CSECS;
caule inferior e superior sem sintoma, CIESS, CSESS, caule da laranja péra,
CLP, caule do limao cravo, CLC). As analises foram feitas em triplicatas e as
letras a, b e ¢ referem-se a cada MAtrIZ...........ouvveeeeiiiiiiiiiiieeeeeieeeee e,

Figura 5.22. Grafico de scores de PC1 x PC2 da analise conjunta de todos
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os dados dos espectros de RMN HR-MAS de 'H das amostras das raizes dos
citros estudados (amostra padrao das raizes sem inocular a bactéria, RE;
raizes com e sem sintomas, RECS, RESS; raizes da laranja péra, RLP, e do
limdo cravo, RLC). As analises foram feitas em triplicatas e as letras a, b e c
referem-se @ Cada MALTIZ.........covviiieeiiiieeiie e e
Figura 5.23. Dendograma obtido na anélise por HCA com os dados de RMN
HR-MAS de 'H das amostras das raizes dos citros estudados (amostra padrio
das raizes sem inocular a bactéria, RE; raizes com e sem sintomas, RECS,
RESS; raizes da laranja péra, RLP, e do limao cravo, RLC). (similaridade de
0,25%0) 1ttt eeetee ettt et e ettt ae et te e et e e e erbaeenreeeabaeeerbeeeneeeanres
Figura 5.24. Grafico de scores de PC1 x PC2 da andlise conjunta de todos os
dados dos espectros de RMN HR-MAS de IH, regido de 6 1,0 a 3,0, das
amostras das raizes dos citros estudados (amostra padrao das raizes sem
inocular a bactéria, REC; raizes com e sem sintomas, RECS, RESS; raizes da
laranja péra, RLP, e do limdo cravo, RLC). As analises foram feitas em
triplicatas e as letras a, b e c referem-se a cada matriz...........cccoecvveeevcieeeennnennn
Figura 5.25. Grafico de loadings (PC2) dos espectros de RMN HR-MAS de
'H, regido de 6 1,0 a 3,0, das matrizes das raizes dos citros estudados.............
Figura 5.26. Grafico de linhas dos espectros de RMN HR-MAS de 'H,
regido de 6 1,0 a 3,0, das matrizes das raizes dos citros estudados, destacando
em amarelo as varidveis descritas por valores negativos de PC2 responsaveis
pela diferenciacdo das raizes de laranja pera.........ccccceveviiieiiniiiienniieeeee
Figura 5.27. Grafico de scores de PC1 x PC2 da analise conjunta de todos os
dados dos espectros de RMN HR-MAS de IH, regido de 6 3,0 a 5,5, das
amostras das raizes dos citros estudadas (amostra padriao das raizes sem
inocular a bactéria, REC; raizes com e sem sintomas, RECS, RESS; raizes da
laranja péra, RLP, e do limdo cravo, RLC)......ccccceiiiiiiiiiiiiieiece e
Figura 5.28. Grafico de scores de PC1 x PC2 da andlise conjunta de todos os

dados dos espectros de RMN HR-MAS de 'H (regido aromatica) das
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amostras das raizes dos citros estudadas (amostra padriao das raizes sem
mnocular a bactéria, RE; raizes com e sem sintomas, RECS, RESS; raizes da
laranja péra, RLP, e do limdo cravo, RLC)......ccccoviiiiiiiiiiiiieeeece e
Figura 5.29. Cromatogramas sobrepostos das replicatas (n=3) dos extratos
das folhas dos citros estudados (amostra padrdao sem inocular a bactéria,
FEC, folhas com sintoma FECS, folhas sem sintoma FESS, folhas do limao
cravo, FLC, e da laranja péra FLP), (A =260 nm).........cccovvuviieniiiieeniie e
Figura 5.30. Cromatogramas sobrepostos das replicatas (n=3) dos extratos
dos caules inferiores dos caules inferiores dos citros estudados (amostra
padrao do caule inferior sem inocular a bactéria, CIEC; caule inferior com
sintoma, CIECS; caule inferior sem sintoma, CIESS, caule da laranja péra,
CLP, caule do limao cravo, CLC), (A =260 nM).......ccccovrvrrrireeiiinriieeeeeeineeneen.
Figura 5.31. Cromatogramas sobrepostos das replicatas (n=3) dos extratos
dos caules superiores dos citros estudados (amostra padrao do caule superior
sem inocular a bactéria, CSEC; caule superior com sintoma, CSECS; caule
superior sem sintoma, CSESS, caule da laranja péra, CLP, caule do limao
cravo, CLC), (A = 260 NIM).....uuviiiiiieeiiiieie et ee e e e e ee e e earee e e e eeenes
Figura 5.32. Cromatogramas sobrepostos das replicatas (n=3) dos extratos
das raizes dos citros estudados (amostra padrao das raizes sem inocular a
bactéria, REC; raizes com e sem sintomas, RECS, RESS; raizes da laranja
péra, RLP, e do limdo cravo, RLC). (A =260 nm).........cccevrriieiiiiiiieeeeeeeneeee.
Figura 5.33. Grafico de scores de PC1 x PC2 dos cromatogramas das
amostras dos caules inferiores e superiores dos enxertos (amostra padrao do
caule inferior e superior sem inocular a bactéria, CIEC e CSEC
respectivamente; caule inferior e superior com sintoma, CIECS, CSECS;
caule inferior e superior sem sintoma, CIESS, CSESS), das raizes dos
enxertos (amostra padrao sem inocular a bactéria, REC, raizes com sintoma
RECS, raizes sem sintoma RESS), das folhas dos enxertos (amostra padrao

sem 1nocular a bactéria, FEC, folhas com sintoma FECS, folhas sem sintoma
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FESS), das folhas do limdo cravo (FLC) e da laranja péra (FLP), dos caules
da laranja péra (CLP) e limao cravo (CLC). As analises foram feitas em
triplicatas e as letras a, b e ¢ referem-se a cada matriz, (A = 260 nm)...............
Figura 5.34. Ampliacio do grafico de scores de PCl x PC2 dos
cromatogramas (A = 260 nm), contendo todas as matrizes das partes vegetais
dOS CItros €STUAAAOS. ...covveeiiiiiiiiiii et
Figura 5.35. Dendograma dos dados cromatograficos (A = 260 nm), das
amostras dos caules inferiores e superiores dos enxertos (amostra padrao do
caule inferior e superior sem inocular a bactéria, CIEC e CSEC
respectivamente; caule inferior e superior com sintoma, CIECS, CSECS;
caule inferior e superior sem sintoma, CIESS, CSESS), das raizes dos
enxertos (amostra padrao sem inocular a bactéria, REC, raizes com sintoma
RECS, raizes sem sintoma RESS), das folhas dos enxertos (amostra padrao
sem inocular a bactéria, FEC, folhas com sintoma FECS, folhas sem sintoma
FESS), das folhas do limdo cravo (FLC) e da laranja péra (FLP), dos caules
da laranja péra (CLP) e limdo cravo (CLC). As analises foram feitas em
triplicatas e as letras a, b e ¢ referem-se a cada matriz, (similaridade de
0,2090) .ttt et et ettt e ettt et eabe e ehte et e e nteens
Figura 5.36. Grafico de scores de PC1 x PC2 dos cromatogramas (A = 260
nm), das amostras das folhas dos enxertos (amostra padrao sem inocular a
bactéria, FEC, folhas com sintoma FECS, folhas sem sintoma FESS), das
folhas do limdo cravo (FLC) e da laranja péra (FLP). As analises foram feitas
em triplicatas e as letras a, b e ¢ referem-se a cada matriz...........cc.ccceeeeeneennne.
Figura 5.37. Ampliacio do grafico de scores de PCl x PC2 dos
cromatogramas (A = 260 nm) das amostras das folhas dos citros estudados.....
Figura 5.38. Grafico de /loadings (PC1 x PC2) dos cromatogramas (A = 260
nm) das amostras das folhas dos citros estudados..........ccceeeeeieieeniiiienciiieenen.
Figura 5.39. Grafico de linhas dos cromatogramas das amostras das folhas

dos citros estudados, destacando em amarelo as varidveis responsaveis pela
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diferenciagao das MALTIZES. .......uvvvvreiiieeeeee et ee e e e e ee e e arr e aeaaeees
Figura 5.40. Grafico de scores de PC1 x PC2 dos cromatogramas das amostras dos
caules inferiores e superiores dos enxertos (amostra padrao do caule inferior e
superior sem inocular a bactéria, CIE e CSE respectivamente; caule inferior e
superior com sintoma, CIECS, CSECS; caule inferior e superior sem sintoma,

CIESS, CSESS), dos caules da laranja péra (CLP) e limao cravo (CLC), (A = 260

Figura 5.41. Grafico de scores de PCl1 x PC2 dos cromatogramas das
amostras das raizes dos enxertos (amostra padrdao das raizes sem inocular a
bactéria, REC; raizes com e sem sintomas, RECS, RESS), das raizes da
laranja péra (RLP) e do limdo cravo (RLC), (A =260 nm)........ccceeevveeerrrrnnnne.
Figura 5.42. Grafico de loadings (PC1 x PC2) dos cromatogramas (A = 260
nm), das matrizes das raizes dos citros estudados..........c.ccceeeeeiiiiiiiiiiriniiiieene
Figura 5.43. Grafico linhas dos cromatogramas das matrizes das raizes dos
citros estudados, destacando em amarelo as varidveis responsaveis pela
diferenciagao das MALTIZES. ........uuvvvveeiieeeeee et e e ee e e e e ae e e e
Figura 5.44. Estruturas moleculares das cumarinas preniladas xantiletina (1)
€ SESCINA (2).eiiiiieeiiiiie et e e e e e e e e e e e tnaae e e e e annaae s
Figura 5.45. a) Cromatograma do extrato das raizes do enxerto Cs-Cl com
sintomas de CVC; b) ampliacdo do cromatograma mostrando a separacao
entre as cumarinas; c¢) € d) espectros de UV da xantiletina e seselina
respectivamente; €) e f) curvas de pureza de banda cromatografica entre 190
e 600 nm para as cumarinas xantiletina e seselina respectivamente..................
Figura 5.46. Curvas de calibracao por padronizagdo externa e por adi¢ao de
padrio respectivamente, para o método de quantificagdo da cumarina
xantiletina em raizes do enxerto Cs-Cl...........cccvviviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee e
Figura 5.47. Curvas de calibracao por padronizagdo externa e por adicao de
padrao respectivamente, para o método de quantificacdo da cumarina seselina

€M TaAIZES dO ENXETTO CS=Claniinniiiiiiiee e ee e aeee e eeee e e aaaas
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Figura 5.48. Concentracdo das cumarinas xantiletina e seselina nas raizes
dos citros estudados. Matrizes de raizes de: laranja péra (RLP), limdo cravo
(RLC), enxerto de Cs-Cl sem inoculagdo da bactéria (REC), enxerto de Cs-Cl
onde a bactéria foi inoculada, mas ndo apresentaram sintomas (RESS) e
enxerto de Cs-Cl com sintomas de CVC (RECS)........ccccoveeiiiiiiiiciiiiieeeee,
Figura 5.49. Espectro de massas (full scan) para a cumarina xantiletina no
modo positivo de 10n1ZagA0 AP ..o
Figura 5.50. Espectro de ions produtos para a cumarina xantiletina no modo
positivo de ionizacdo AP+, energia de colisdo de 25 eV, mostrando a
transicdo mais estavel M/zZ 2292 213 .. i
Figura 5.51. Espectro de massas (full scan) para a cumarina xantiletina no
modo positivo de 10n1ZagA0 AP ..o
Figura 5.52. Espectro de ions produtos para a cumarina seselina no modo
positivo de ionizacdo AP+, energia de colisdo de 25 eV, mostrando a
transicao mais eStavel M/Z 229 175, i

Figura 5.53. Proposta de fragmentagdo para a xantiletina no modo positivo

Figura 5.55. Cromatograma de SRM para as concentracoes 0,01 (a) e 10

ug/mL (b) da cumarina Xantiletina............coeceiirieiiiiiriiiiie e

Figura 5.56. Cromatograma de SRM para as concentracoes 0,01 (a) e 10
ug/mL (b) da cumarina seselina.............ccceeveeiiiiiiiiiiieenie e
Figura 5.57. Curva de calibragdo por padronizagdo externa para o método de
quantificagdo da cumarina xantiletina nas folhas e caules dos citros estudados
Figura 5.58. Curva de calibragdo por padronizagdo externa para o método de
quantificagdo da cumarina seselina nas folhas e caules dos citros estudados....

Figura 5.59. Concentracdo das cumarinas xantiletina e seselina nas folhas
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dOS CItros €STUAAAOS. ...eovvieiiiiiiiiiiie e
Figura 5.60. Concentragdo das cumarinas xantiletina e seselina nos caules
dOS CItros €STUAAAOS. ...eoevieiiiiiiiiiiiee et e

Figura 5.61. Estruturas moleculares dos flavonoides hesperidina (3) e rutina

Figura 5.62. Cromatograma do padrao hesperidina concentragdo 200 pg/ml.
Condicoes analiticas: Coluna Gemini C18 25x4,6 mm 10 um Fase movel
H,0:ACN:Acido Acético 71:27:2 A=283nm, fluxo 1,0 ml/min............c...........
Figura 5.63. Cromatograma do padrido naringina concentracdo 200 pg/ml.
Condicoes analiticas: Coluna Gemini C18 25x4,6 mm 10 um Fase movel
H,0:ACN:Acido Acético 71:27:2 A=283nm, fluxo 1,0 ml/min............co..........
Figura 5.64. Cromatograma da mistura contendo os dois padroes:
hesperidina e naringina concentragdo 200 pg/ml. Condigdes analiticas:
Coluna Gemini C18 25x4,6 mm 10 um Fase movel H,0:ACN:Acido Acético
71:27:2 A=283nm, fluxo 1,0 mMI/MIN........cocoimmmiiiiiiiiiiiiee e
Figura 5.65. Cromatograma de uma amostra das folhas de um dos citros

estudados. Condigdes analiticas: Coluna Gemini C18 25x4,6 mm 10 um Fase
mével HyO:ACN:Acido Acético 71:27:2 A=283nm, fluxo 1,0 ml/min............
Figura 5.66. Cromatograma da mistura contendo os padrdes hesperidina e
naringina na concentracdo 200 pug/ml. Condig¢des analiticas: Coluna Gemini
C18 5x4,6 mm 10 um Fase movel H,O:THF:Acido Acético 77:21:2
A=283nm, fTuX0 1,0 MI/MIN. ...ttt
Figura 5.67. Cromatograma da mistura contendo os padrdes hesperidina,
rutina e naringina na concentracdo 200 pg/ml. Condi¢des analiticas: Coluna
Gemini C18 5x4,6 mm 10 um. Fase movel H;O:THF:Acido Acético 77:21:2
A=283nm, fTuX0 1,0 MI/MIN. ...ttt
Figura 5.68. Cromatograma da mistura contendo os padroes hesperidina,

rutina e naringina (100 pg/ml). Condi¢des analiticas: Coluna Gemini C18
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25x4,6 mm 10 um. Fase movel H;O:ACN:THF:Acido Formico 78:6:16:0,1
A=282nm, fTuX0 1,0 MI/MIN. ...ttt
Figura 5.69. Cromatograma da mistura contendo os padrdes hesperidina e
rutina (100 e 50 pg/ml reSpectivamente)........ccuveeeereeeeeeieeeenieeeesieeeeeieee e
Figura 5.70. Cromatograma da matriz das folhas do enxerto de C.
sinensis/C. limonia com sintomas de CVC..........cccoeoviiiiiiiiiinniieeeieeeeeee e,
Figura 5.71. Curvas de calibracdo por padronizagdo externa e por adi¢ao de
padrao respectivamente, para o método de quantificagdo da hesperidina nas
folhas do lIMA0 CraAVO......ccueiiiiiiie et
Figura 5.72. Curvas de calibragdo por padronizagdo externa e por adicao de
padrao respectivamente, para o método de quantificagao da hesperidina nos
caules do lMAO CTAVO........iiiiiiiiiiciiie et e e eee s
Figura 5.73. Curvas de calibragdo por padronizagdo externa e por adicao de
padrao respectivamente, para o método de quantificacdo da rutina nas folhas
O [IMBAO CTAVO...eeiiiiiiee ettt ettt ettt e et ee e st ae e s e tae e e e ssseeeesaneeeeas
Figura 5.74. Curvas de calibracao por padronizagdo externa e por adi¢do de
padrdo respectivamente, para o método de quantificagdo da rutina nos caules
O [IMBAO CTAVO...eiiiiiiiee ittt ettt e e et ee et e e s tae e s e taeeeesaseeeesnneeeens
Figura 5.75. Concentracao dos flavondides hesperidina e rutina nas matrizes
de folhas dos citros estudados. ........cccvvieeriiiieiriiiieee e
Figura 5.76. Concentracdo dos flavonoides hesperidina e rutina nas matrizes
de caules dos Citros estudados..........oeeecuiiiiiiiiiiiiiiiiie e
Figura 5.77. Espectros de massas obtidos para umbeliferona por APCI no
modo positivo de analise: A) Espectro full scan; B) ions produto de m/z 163...
Figura 5.78. Proposta de fragmentagdo para a cumarina umbeliferona............
Figura 5.79. Espectros de massas obtidos para metoxiseselina por APCI no
modo positivo de andlise: A) Espectro full scan; B) ions produto de m/z 259.
Figura 5.80. Proposta de fragmentagdo para a cumarina metoxiseselina..........

Figura 5.81. Espectros de massas obtidos para umbeliferona por APCI no
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modo positivo de analise: A) Espectro full scan; B) ions produto de m/z 261...
Figura 5.82. Proposta de fragmentacdo para a cumarina tamarina...................
Figura 5.83. Cromatogramas HPLC-DAD comparativos dos extratos das
raizes dos Citros eStudados. ........coccviieeiiiiiieiiiiie e
Figura 5.84. Ampliacdo dos cromatogramas HPLC-DAD comparativos dos
extratos das raizes dos citros estudados...........ccccevriiiiiiiiiiiiieen e
Figura 5.85. Cromatograma de ions totais (TIC) APCI no modo positivo de
ionizacao dos extratos das raizes dos citros estudados, RLP, RLC, REC,
RECS e RESS respectivamente..............o.ooiiiiiiiiiiieeeeee e,
Figura 5.86. Cromatogramas HPLC-DAD do extrato das raizes de laranja
péra com os respectivos sinais cromatograficos identificados............ccccuueen.e.
Figura 5.87a. Espectros de massas obtidos para a cumarina xantoarnol por
APCI no modo positivo de analise: A) Espectro ion selecionado; B) ions
ProdUto A 770/Z 263 ... e e
Figura 5.87b. Proposta de fragmentacdo para a cumarina xantoarnol..............
Figura 5.87¢. Espectros de massas obtidos para a cumarina diidrosuberenol
por APCI no modo positivo de andlise: A) Espectro ion selecionado; B) ions
Produto de 77/Z 263.......oeeeeeeeeeeee e e
Figura 5.87d. Proposta de fragmentagdo para a cumarina diidrosuberenol......
Figura 5.87e. Espectros de massas obtidos para a cumarina decursinol por
APCI no modo positivo de analise: A) Espectro ion selecionado; B) ions
ProdUto A 77/Z 263......eeeeeeeeeeeeee e e
Figura 5.87f. Proposta de fragmentagdo para a cumarina decursinol...............
Figura 5.87g. Cromatograma de ions selecionados (m/z=263) APCI no
modo positivo de ionizacdo dos extratos das seguintes raizes: RLP, RLC,
REC, RESS e RECS, respectivamente..............ccceevuvieeeeeeiiniieeeeeeeiieneeeeeeeennennns
Figura 5.88a. Espectros de massas obtidos para a cumarina ulopterol por
APCI no modo positivo de analise: A) Espectro ion selecionado; B) ions
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Figura 5.88b. Proposta de fragmentacdo para a cumarina ulopterol.................
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RESUMO

ESTUDO DA VARIACAO DO PERFIL QUIMICO DE Citrus sinensis
SOBRE Citrus Limonia APOS A INOCULACAO DA BACTERIA Xylella
fastidiosa. O presente trabalho descreve o estudo da variacdo do perfil
guimico de citros apdés a inoculagdo da bactéria Xylella fastidiosa,
responsavel pela Clorose Variegada do Citros (CVC) que € uma das mais
sérias doencas causadoras de prejuizos na citricultura brasileira. Para isso,
inoculou-se a X. fastidiosa em enxertos de C. sinensis sobre C. limonia e
avaliou-se através de ferramentas quimiomeétricas e de desenvolvimento de
métodos analiticos como HPLC-DAD, LC-MS/MS, LC-UV-SPE-NMR e HR-
MAS a variagdo quantitativa de alguns metabdlitos secundarios, como
cumarinas e flavonodides identificados tanto nos enxertos quanto nas
matrizes C. sinensis e C. limonia. As ferramentas quimiométricas PCA e
HCA aplicadas aos dados obtidos nos estudos de HPLC-DAD e HR-MAS
permitiram discriminar as plantas contaminadas com a bactéria das
espécies sadias, assim como o0s respectivos individuos. Ao analisar a
variacdo do perfil quimico dos citros estudados através da HPLC-SPE-UV-
NMR foi possivel detectar a presenca de uma nova classe de metabolitos
secundarios derivados do acido p-metoxicinamico contendo anéis
diidropirano e diidrofurano oxidados. Do mesmo modo, ao analisar os
compostos de meédia polaridade, através da técnica de LC-MS/MS foi
possivel identificar, até o presente momento, nas raizes e folhas algumas
cumarinas nao citadas na literatura para nenhuma das duas espécies que
constituem o enxerto, como diidrosuberenol, 2’,3’-diidrosuberosina,
citrubutina, o limondide limonina diosfenol e o flavonoide 3-hidroxi-
3',4',5,7,8-pentametoxiflavona. Finalmente, observou-se que a cumarina
bergapteno esta presente em quantidade razoavel apenas nas folhas do
limdo cravo, o qual é tolerante a X. fastidiosa, e quando o enxerto
apresenta os sintomas da CVC ha uma pequena producdo desta em suas

folhas, indicando ser esta uma fitoantecipina.
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ABSTRACT
STUDY OF THE VARIATION IN THE CHEMICAL PROFILE INDUCED
IN Citrus sinensis GRAFTED ONTO C. limonia BY INOCULATION WITH
Xylella fastidiosa. The present work describes the study of variation in
the chemical profile of citrus after inoculation of Xylella fastidiosa, in
charge of the Citrus Variegated Chlorosis is one of the most serious
diseases that cause damage in Brazilian citrus. The bacterium X.
fastidiosa was inoculated in Citrus sinensis grafted on C. limonia and
was evaluated using chemometric tools and development of analytical
methods such as HPLC-DAD, LC-MS/MS, LC-UV-SPE-NMR and HR-
MAS quantitative variation of some secondary metabolites such as
coumarins and flavonoids identified both in grafts and in the matrix C.
sinensis and C. limonia. The chemometric methods PCA and HCA
applied to the data obtained in studies by HPLC-DAD and HR-MAS
allowed to discriminate plants contaminated with the bacteria of the
species healthy, as well as the respective individuals. By analyzing the
change in the chemical profile of citrus studied by HPLC-UV-SPE-NMR it
was possible to detect the presence of a new class of secondary
metabolites derived from p-hidroxy-cinnamic acid containing oxidized
dihydropyran and dihydrofuran rings. Similarly, when analyzing the
compounds of medium polarity by LC-MS/MS technique was identified,
until now, in the roots and leaves several coumarins not cited in the
literature for any of the species that constitute the graft, as
dihydrosuberenol, 2 ', 3'-dihydrosuberosin, citrubutin the limonoid
diosfenol  limonin and  flavonoid  3-hydroxy-3, 4 '5,7,8-
pentamethoxyflavone. Finally, was observed that coumarin bergapten is
present in reasonable quantities only in the leaves of Rangpur lime,
which is tolerant to X. fastidiosa, and when the graft presents with
symptoms of citrus variegated chlorosis is a small production of this in

their leaves, indicating that this is a phytoanticipin.
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Introdugdo

1. Introducio

1.1 A Citricultura Brasileira

As plantas citricas sdo originarias das regides umidas tropicais e
subtropicais do continente asiatico e ilhas adjacentes. No Brasil, os citrinos
foram introduzidos pelas primeiras expedi¢des colonizadoras, provavelmente na
Bahia, sendo que em 1540 j4 havia relatos de laranjas espalhadas pelo nosso
litoral (RODRIGUES et al., 1991).

O Brasil, desde a década de 80, ainda é detentor do titulo de maior
produtor mundial de citros, apesar de o ano de 2009 ser considerado o pior da
década para o mercado de citros e de suco de laranja. Estimativas apresentadas
pela Associacdo Nacional dos Exportadores de Sucos Citricos (CitrusBR)
apontam para um volume de vendas na faixa de 1,0 milhdo de toneladas (300
milhdes de caixas de 40 quilos de laranja), contra 1,291 milhdo de toneladas em
2008, e para um faturamento equivalente da ordem de US$ 1,5 bilhdo, uma
queda de 25% em igual comparacao (http://www.citrusbr.com).

O Segundo maior produtor mundial sdo os Estados Unidos na
regido da Florida, sendo responsavel pela produgdo de 136 milhdes de caixas
laranja (www.deere.com.br/pt BR/ag/veja_mais/info_mercado/citrus.html).

A cultura dos citrinos encontra-se disseminada em todo territorio
nacional, com grande importancia econdmica e social para varios estados como
Sdo Paulo, maior produtor nacional, Sergipe, Rio de Janeiro, Minas Gerais,
Bahia, etc. As maiores plantacdes sdo de laranja péra (Citrus sinensis), tangerina
(C. reticulata), toranja (C. paradisi) e o limado cravo (C. limonia). E as menores
plantagdes sdo de lima (C. aurantifolia), cidra (C. medica) e alguns hibridos
(MATTOS JUNIOR et al., 2005).

A maioria das laranjas e tangerinas de melhores qualidades € obtida

de enxertos das mesmas sobre o limao cravo o qual € conhecido também pelos
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nomes de Rosa, Bravo, Vinagre, Vermelho, etc., O emprego deste porta-enxerto
recebe um grande incentivo pois apresenta alguma vantagens como a
precocidade no inicio de produgdo e aumento da produtividade, além de obter-se
mudas praticamente idénticas a planta-mae e uniformidades das mudas, uma vez
que os portas-enxerto sdo poliembridnicos. Sendo assim, o limdo cravo € o
principal porta-enxerto sobre o qual a citricultura brasileira foi constituida,
estando presente em quase 40% das plantas citricas, mas a pesquisa € a
experimentagdo vém mostrando que a utilizagdo de outros porta-enxertos como
tangerina Cledpatra, Sunki e o trifoliata, permitem também obter frutos de boa
qualidade e maturacdo mais tardia, resultando em beneficios financeiros ao
produtor (MATTOS JUNIOR et al., 2005).

A Figura 1.1 mostra um espécimen de laranja péra enxertada sobre

o limdo cravo, planta mais utilizada na citricultura brasileira nos Gltimos anos.

Copa
laranja
pera

Porta-enxerto
Imao cravo

Figura 1.1. Espécime de laranja péra enxertada sobre o limdo cravo.
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1.2 A Familia Rutaceae

Segundo ENGLER (1931) ¢ WATERMAN (1983), a familia
Rutaceae ¢ também conhecida como a familia do citros devido a grande
importancia comercial desse género. Ela pertence a Ordem Rutales, atualmente
denominada Sapindales (STEVENS, 2006), e representa o maior grupo dentro
da mesma. Possui 150 géneros com mais de 900 espécies largamente
distribuidas nas regides tropicais, subtropicais ¢ temperadas do mundo, com
aproximadamente 1.600 espécies, com grande ocorréncia na Australia e Africa.
No Brasil, a familia esta representada por cerca de 30 géneros e 182 espécies
(MELO et. al., 2004).

A quimiossistematica da familia Rutaceae foi revisada por SILVA
et al. (1988) mostrando que a mesma baseia-se principalmente em alcaloides
derivados do acido antranilico, cumarinas, lignanas, flavonoides e limonoides.
Estes estudos vém mostrando que a similaridade na diversificacdo desses
alcaldides entre as subfamilias Rutoideae e Toddalioideae ¢ tao pronunciada que
a separacao dos dois grupos fica comprometida. Foi principalmente nestas duas
subfamilias que se percebeu a necessidade de um novo arranjo taxonémico dos
géneros. Assim, nessa revisdo SILVA et al. (1998) uniram essas duas
subfamilias em uma tunica, a Rutoideae, e a subdividiram em 17 tribos (SILVA
et a.l 1988).

O género Citrus € o representante mais importante da familia e
pertence 4 subfamilia Aurantioideae, tribo Citreae, subtribo Citrinae (MATTOS
JUNIOR et al, 2005). Seu perfil quimico ¢ caracterizado pela presenga de
cumarinas, limondides e flavonoides, mas escasso em quantidade e diversidade
de alcaldides do acido antranilico (GARCIA, 2005).

A origem genética das espécies de citros resulta de hibridizacao
natural, baseando-se nas linhagens maternas somente de C. sinensis (L.) Osbeck

e C. limonia Osbeck.
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A espécie C. sinensis (L.) Osbeck, a qual é conhecida popularmente
como laranja péra, originou-se provavelmente de cruzamentos de C. grandis,
conhecido como toranja, com C. reticulata, sendo que a contribuicdo materna
vem de C. grandis na formacdo desta espécie, através de sugestdes de dados
citoplasmaticos. Ja a espécie C. limonia Osbeck, popularmente chamada de
limdo cravo, possui trés cruzamentos provaveis: C. medica X lima x espécie nao
identificada, C. medica x lima e C. medica x C. jambhiri (limdo rugoso). Dados
citoplasmaticos para essa espécie colocam-na na linhagem materna das
tangerinas, C. reticulata, C. jambhiri i e C. volkameriana (limao volkameriano),
podendo ter o seu parental materno em qualquer um destes taxons (MATTOS

JUNIOR et al, 2005).

1.3 Enxertia

A enxertia € considerada uma técnica de obtengdao de novas plantas
pelo processo assexuado de multiplicacdo vegetativa, com a intervencao
humana, criando-se wuma associacdo simbidtica entre dois individuos,
geneticamente diferentes e que devem viver em estreito relacionamento,
mutuamente benéfico, para que a nova planta, criada pela enxertia seja produtiva
e tenha longevidade. Essa técnica consiste em transplantar uma muda chamada
copa, cavaleiro ou enxerto, em outra planta denominada cavalo ou porta-
enxerto, provida de raizes. A copa € a planta que se pretende propagar devido ao
seu valor comercial. O porta-enxerto geralmente ¢ uma planta proveniente de
sementes ou casca, bastante rustica e resistente (CESAR, 1996).

O porta-enxerto induz alteracoes a variedade de copa como
mudanca na €poca de maturagao, peso dos frutos, coloragdo da casca e do suco,
permanéncia dos frutos na planta, conservacdo da fruta apds colheita,
transpiracao das folhas, fertilidade do podlen, capacidade de absor¢do, tolerancia

a salinidade e resisténcia a seca ¢ ao frio (GARCIA, 2005).
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As plantas propagam-se por varios tipos de enxertia como: a)
enxerto por aproximacdo ou encostia, onde dois galhos de duas plantas
diferentes ambas enraizadas sdo unidos num certo ponto removendo-se a casca
dos mesmos. Assim que o enxerto “pega’” corta-se abaixo desse ponto de jungdo
da planta; b) a garfagem ou enxerto de garfo que consiste na implantacao de um
pedaco de galho da planta a ser multiplicado sobre um porta-enxerto compativel,
o qual ¢ mais rustico e estd enraizado; c¢) o enxerto via borbulha que consiste
basicamente em usar uma borbulha ou gema a qual ¢ fixada junto ao porta-
enxerto, apos um corte de parte do mesmo. Para que esse enxerto dé resultado, €
fundamental que se ajustem minuciosamente as partes interligadas, com enfaixe
do conjunto para que se acelere a fusdo (RODRIGUES et al., 1991).

Todas as plantas utilizadas neste trabalho foram obtidas através da
técnica de enxertia via borbulha.

O processo de enxertia apresenta varias caracteristicas, das quais
pode-se destacar (CESAR, 1996; POMPEU JUNIOR, 1991; FIGUEIREDO et
al., 1990, SALIBE, 1987 ¢ CASTLE et al., 1992):

v’ Evita conseqliéncias da dissociagdo de caracteres de uma variedade
qualquer, isto €, propaga uma planta com todas as suas qualidades
inerentes a variedade que ela pertence;

v Reduz o porte médio das plantas, o que facilita a colheita dos frutos, dos
tratos culturais relativos a poda, combate as doengas, etc.;

v' Aumenta a produtividade, uma vez que a planta torna-se mais precoce
quanto ao periodo de produgao;

v’ Transforma plantas estéreis em plantas produtivas, através da inoculagio
de gemas ou mesmo ramos frutiferos;

v" Perpetua plantas em solos improprios.

Mas algumas observagdes devem ser levadas em consideragdo para
que haja éxito na operagdo de enxertia, uma delas trata-se da compatibilidade

entre o enxerto e o porta-enxerto, sendo que apenas plantas que possuam entre si
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um certo grau de parentesco e analogia entre suas estruturas anatémicas podem
ser enxertadas (RODRIGUES et al. , 1991).

Plantas provenientes de enxertos, depois que vao para o campo,
exigem inspecoes freqlientes de seu estado geral. Brotos chamados de ladrdes,
que nascem eventualmente em um porta-enxerto, abaixo do ponto de enxertia,
devem ser podados logo, para impedir que o porta-enxerto cres¢a sozinho,
rejeitando assim a copa que lhe foi implantada (RODRIGUES et al. , 1991).

O uso de porta-enxertos na citricultura permitiu elevados ganhos de
produtividade, porém apresentou alguns pontos desfavoraveis para a citricultura,
tais como algumas doengas: Gomose, Tristeza, Declinio e Morte subita dos
citros, as quais sao muito expressivas na citricultura (MATTOS JUNIOR et al.,

2005).

1.4 Estudos fitoquimicos de Citrus limonia e Enxerto de Citrus

sinensis sobre Citrus limonia

O grupo de Produtos Naturais da UFSCar vem realizando estudos
fitoquimicos das diferentes partes de enxertos, visando comparar o perfil
quimico encontrado com aqueles das plantas de origem (ndo enxertadas). Assim,
realizou-se o estudo do enxerto de Citrus sinensis (laranja doce) sobre C.
limonia (limdo cravo) e também das partes inferiores do limao cravo. Foram
estudadas as partes do enxerto separadamente, a raiz, o cavalo e a parte superior.
Neste estudo isolou-se e identificou-se 27 metabolitos secundarios pertencentes
as classes dos limondides, alcaldides, cumarinas e flavonoides (RIBEIRO et al.,
2008).

O estudo da parte superior levou ao isolamento quase que exclusivamente
de flavonodides (Figura 1.2). Apenas duas cumarinas foram isoladas, xantiletina
das folhas e caule e xantoxiletina apenas no caule (Figura 1.3). Um limondide,

limonina, foi encontrado nas folhas (figura 1.4). O triterpeno friedelina foi
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obtido nas folhas e caule (figura 1.4). Os esterdides comuns em planta, B-
sitosterol, estigmasterol, campesterol e 3-B-glicopiranosilsitosterol, também
foram isolados do caule.

Os flavonoides 1-4 (figura 1.2), foram isolados anteriormente das
folhas, 1-5 das cascas, € a hesperidina (9) das folhas, caules e raizes de C.
sinensis (HAGGAG et al., 1999, KAWAII et al., 2000, LI, et al., 2006 e SHI et
al., 2007). Ja os flavonoides 5 e 8 foram relatados pela primeira vez nas folhas
de C. sinensis sobre C. limonia (RIBEIRO et al., 2008).

As cumarinas xantiletina e xantoxiletina ndo haviam sido relatadas
nas folhas e caules de C. sinensis, apenas nas raizes (RIBEIRO et al., 2008).

O limonodide limonina ja havia sido isolado anteriormente nos
frutos, raizes e galhos de C. sinensis, mas o curioso € que alguns autores
observaram que a concentragdo do mesmo diminuia durante o periodo de
crescimento dos cultivares, sendo isolado das folhas quando a planta
apresentava 10 meses de idade. (YAMAMOTO, et al., 1998).

O estudo fitoquimico do caule inferior do enxerto de C. sinensis
sobre C. limonia, das raizes do enxerto de C. sinensis sobre C. limonia e também
das raizes de C. limonia produzido através de germinacdo de sementes, conduziu
ao 1isolamento dos flavondides/flavanonas limoninanina, lupnifolina e
eritrisenegalona, um alcaldide acridénico, 5- hidroxinoracronicina e o limonoide
limonina, e também um segundo limonoide, o acetato de limonina e varias
cumarinas, além dos esterdides comuns em planta, -sitosterol, estigmasterol,
campesterol (RIBEIRO et al., 2008). As estruturas estdo relacionadas nas

Figuras 1.2, 1.3 e 1.4.
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Figura 1.2. Estruturas dos flavonoides isolados de C. sinensis sobre
C. limonia pelo Grupo de Produtos Naturais da UFSCar (RIBEIRO et al.,
2008)..
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Figura 1.3. Estruturas dos limonoides, triterpeno e alcaloide
isolados de citros pelo Grupo de Produtos Naturais da UFSCar (RIBEIRO et al.,
2008)..
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Figura 1.4. Estruturas das cumarinas isoladas de citros pelo Grupo

de Produtos Naturais da UFSCar (RIBEIRO et al., 2008).

Plantas de C. sinensis e C. limonia tem sido bastante investigadas,
mas nao hd dados de estudos de enxertos trabalhados separadamente. A tUnica
investigacdo dos caules de C. [limonia revelou a presenga das cumarinas
imperatorina, xantotoxina, bergapteno, isopinelina, limetina, escopoletina,

umbeliferona, xantotoxol e a esculetina (ABDEL-FATTAH, et al., 2003).
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Assim, varios compostos obtidos pelo Grupo de Produtos Naturais da UFSCar
do caule e do porta-enxerto de C. /imonia ainda ndo haviam sido encontrados
nos caules da planta desenvolvida por germinacdo de sementes. A literatura nao
menciona o isolamento da tamarina de C. sinensis e C. limonia, mas menciona
seu isolamento nas raizes do hibrido de C. paradise x C. tangerina o que sugere
que o isolamento da mesma nesse estudo se deu devido ao fato da tamarina estar
sendo biossintetizada a partir da suberosina nos caules do porta-enxerto
(RIBEIRO et al., 2008).

Em resumo, tem-se que na parte superior s6 foram encontrados dois
compostos prenilados, as cumarinas xantiletina e xantoxiletina. A
piranocumarina xantiletina foi isolada em grande quantidade (g) nas raizes e
apenas em pequenas quantidades (mg) nas partes superiores. Esta observagdo
leva a inferir que a reacao de prenilagao s6 ocorre nas raizes e as duas cumarinas
teriam sido translocadas para as partes superiores, aparecendo no cavalo do
enxerto € no enxerto originario da laranja. Isto também leva a questionar se
poderiam ser estas cumarinas as responsaveis pela resisténcia de C. limonia

(limao cravo) frente a varias pragas, como a X. fastidiosa.

1.4.1 Clorose Variegada dos Citros (CVC)

A Clorose Variegada do Citros (CVC) ou Amarelinho como ¢
popularmente chamada, ¢ uma das mais sérias doencas, causadora de prejuizos
na citricultura brasileira. Foi identificada pela primeira vez no ano de 1987 em
pomares do norte e nordeste de Sdo Paulo e também no triangulo mineiro. Hoje
encontra-se disseminada em todos os estados brasileiros produtores de citrinos
(LARANJEIRA, 1997). Apesar da Fundecitrus, em seu ultimo levantamento
realizado em 2009 alegar que incidéncia de CVC caiu 9,5% desde 2005, hoje

39,19% das plantas do parque citricola do estado de Sao Paulo estdo
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contaminadas com esta doenca. Em 2005, o indice era de 43,28%, ntimero
semelhante a 2004 (43,84%) e 2003 (43,56%).
(http://ultimosegundo.ig.com.br/economia/2009/11/04/citros+amarelinho+cai+9

4+desde+2005+informa+fundecitrus+9018949.html).

A CVC ¢ causada por uma bactéria Gram-negativa, denominada de
Xylella fastidiosa, que ataca o xilema das plantas, causando o entupimento dos
seus vasos responsaveis por levar dgua e nutrientes das raizes para as folhas.

Os sintomas da CVC manifestam nos ramos, folhas e frutos. As
raizes ndo apresentam nenhuma anormalidade. Inicialmente podem-se encontrar
apenas alguns ramos atacados na parte superior da planta, mas com o passar do
tempo toda a d4rvore pode apresentar os sintomas tipicos da CVC
(LARANJEIRA, 1997). Quanto mais velha ¢ a planta menor ¢ o indice de
contaminagdo da doenga e quanto mais nova ¢ a planta infectada mais
rapidamente ela sera totalmente afetada. Um sintoma tipico da CVC € o
aparecimento de pequenas manchas amareladas nas folhas maduras das copas;
em folhas novas, mesmo de plantas altamente afetadas ndo hd manifestacdo da
doenca. Surgem manchas amareladas na parte superior ou da frente da folha, e
na parte inferior dessas cloroses manchas de coloragdo avermelhadas. Essas
manchas podem ser pontuais ou difusas, ndo sdo necréticas e assemelham-se
mais a um extravasamento de gomas (ROSSETTI et al., 1990).

Os sintomas nos frutos surgem apds o aparecimento dos sintomas
foliares e apenas nos ramos afetados. Podem amarelar precocemente e lesdes
tipo marrom-escuras também podem aparecer (LARANJEIRA, 1997b).

Os frutos tornam-se pequenos, endurecidos, aparentam deficiéncia
de potassio e chegam a causar danos a maquinas de moagem das fibricas de
suco concentrado. Os frutos tém suas propriedades fisicas e quimicas internas
bastante afetadas. O teor de solidos e a acidez aumentam, diminuindo a
concentragdo do suco, prejudicando bastante tanto a produgdo de sucos quanto a

comercializagdo in natura. (LARANJEIRA et al, 1999). A produgdo ¢
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diminuida em numero e peso de frutos. Ha relatos que plantas sadias de laranja
Natal produziram entre 30 e 35% mais que plantas doentes e que os danos
podem chegar at¢ 80% para a variedade Péra, 67% para a Natal e 76% para
Valéncia (LARANIJEIRA, 2002).

Os prejuizos financeiros causados pela CVC na citricultura
brasileira podem chegar a 100 milhdes de dolares anuais (SOUZA et al.,2003).
A Figura 1.5 mostra folhas e frutos de plantas infectadas com a CVC.

Figura 1.5. Alguns estagios de folhas, frutos e plantas com sintomas de CVC

(Fonte: http://www.lbi.ic.unicamp.br/xylella cvc—strain/home/mmachado.html).

1.4.2 A bactéria Xylella fastidiosa

Em 1990, através da microscopia eletronica, estabeleceu-se uma
associacdo da CVC com uma bactéria gram-negativa, com formatos de
bastonetes, a qual estava limitada no xilema, e observou-se também que somente
materiais sintomaticos possuiam o procarioto. As caracteristicas da bactéria:
tinha de 0,25 a 0,40 um de didmetro e comprimento variando de 1 a 4 um. Essa
bactéria foi identificada como sendo a Xylella fastidiosa. Outros aspectos

sistematicos da mesma sdo: nao possui mobilidade, devido a auséncia de
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flagelos, ¢ uma bactéria aerobica, possui um lento crescimento em meios de
cultura e ndo apresenta pigmentacao (LARANJEIRA, 2002).

Como dito, essa bactéria estd limitada ao xilema das plantas
hospedeiras e também ao limem do canal alimentar dos insetos vetores, as
cigarrinhas, insetos sugadores, que pertencem a ordem Hemiptera e ao grupo
Cicalideae e se alimentam nos sistemas vasculares de varios tecidos vegetais
(PARRA et al.; 2005). A primeira doenga associada a essa bactéria foi a doenga
de Pierce, em vinhedos. Algumas outras doencgas associadas a X. fastidiosa sdo
escalduras nas folhas de ameixeira, caf¢, améndoa, cerejeira, olmo, péra e alfafa.
Essa bactéria pode ser encontrada também em café e varias plantas daninhas,
como capim pe-de-galinha e braquidria (LARANJEIRA, 2002).

LIMA et al (1998) concluiram que as estirpes de X. fastidiosa em
caf¢ e em citros eram semelhantes, significando que elas poderiam ser
filogeneticamente proximas.

LOPES et al. (2000) e MONTEIRO et al. (2001) descobriram que o
Nicotina tabacum e Catharanthus roseus, conhecidos popularmente como
tabaco e vinca, sao também hospedeiros da X. fastidiosa, o que pode representar
um grande avango para estudos da interacao Xylella-hospedeiro vegetal.

No género Citrus, as laranjas doces como C. sinensis, as tangerinas
(C. reticulata), tangelos (C. reticulata x C. paradisi), tangores (C. reticulata x
C. sinensis), lima 4cida Taiti (C. latifolia) cultivadas sdo suscetiveis a X
fastidiosa e podem apresentar sintomas de CVC. Plantas de outros géneros de
Rutaceae e relacionados ao Citrus, como Poncirus € Fortunella ndo apresentam
sintomaticas mesmo a presenca da bactéria em seus tecidos xilomaticos
(LARANJEIRA, 2002). Embora dentro do grupo de laranjas existam diferencas
muito acentuadas em relagdo a suscetibilidade frente a X. fastidiosa, as laranjas
doces sdo as mais suscetiveis. Tangerinas e seus hibridos como tangores ou
tangelos podem ou ndo apresentar sintomas em campo, embora numa

intensidade bem menor que nas laranjas doces e esses sintomas geralmente estdo
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restritos as folhas. Sendo os sintomas constatados apenas em variedades nao-
comerciais. Em espécies comerciais como Ponkan, cravo e murcote, constatou-
se a presenca da bactéria quando sobre-enxertadas em plantas de laranjas
doentes, sendo possivel que essas espécies sejam tolerantes a X. fastidiosa
(MATTOS JUNIOR, 2005). Vale a pena ressaltar neste ponto que o limao cravo
¢ tolerante a bactéria e ndo resistente, uma vez que foi constatada a presenca de
X fastidiosa em algumas variedades de limdo cravo por meio de PCR (Reacao
de Cadeia da Polimerase) (MATTOS JUNIOR, 2005).

A X fastidiosa foi o primeiro fitopatogeno que teve seu genoma
totalmente seqiienciado (SIMPSON et al. 2000). Utilizou-se a estirpe 9a5c, a
qual foi utilizada neste projeto de doutorado, isolada da variedade laranja
valéncia. Seu genoma apresenta um conteudo Guanina-Citosina de 52,7% e ¢
composto por um cromossomo principal de 2.679.305 pares de bases e dois
plasmideos, um de 51.158 pares de bases e outro menor de 1.285 pares de bases.
(SOUZA, 2004). No genoma foram encontrados varios genes que sao
responsaveis pela adesdo da bactéria na superficie de seu hospedeiro, e esse
fator seguido da multiplicacdo e colonizagdo bacteriana € caracteristica da
formacdo de biofilmes. Esse termo significa a habilidade de bactérias aderirem
em superficies solidas e estabelecer uma comunidade microbiana e consiste num
importante mecanismo de sobrevivéncia para as bactérias na natureza (SOUZA,
2004). MARQUES et al. (2002) caracterizaram a formagdo de biofilme da X
fastidiosa através de microscopia por varredura. Demonstrou-se que a bactéria
pode formar biofilme em vdrias superficies e que a morfologia desse biofilme
dependera da estirpe formada e também das condi¢des ambientais analisadas
(apud, SOUZA, 2004).

Outra caracteristica importante ¢ que a X. fastidiosa perde sua
viruléncia apos ser replicada varias vezes em meio de cultura. HOPKINS (1985)
relata que as estirpes virulentas da bactéria, causadora da doenga de ‘““Pierce”,

sao obtidas apos o isolamento da bactéria e que as fracamentes virulentas e
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avirulentas sao obtidas apds um ano de replicagem semanal. MONTEIRO et al.
(2001) observaram também que a estirpe 9a5c da X. fastidiosa causadora da
CVC apos 8 replicagens, quando inoculadas em plantas de vinca, foi capaz de
expressar sintomas em um nimero maior € mais rapidamente de plantas do que
na mesma estirpe com 58 replicagens. Essa “perda” de viruléncia apds muito
tempo de cultivo in vitro € uma caracteristica facilmente observada em bactérias

patogénicas de uma grande faixa de hospedeiros (SOUZA, 2004). A Figura 1.6

Figura 1.6. Colonias de bactéria X. fastidiosa, causadora da CVC em citros

(Fonte: http://revistapesquisa.fapesp.br/arq/t/pt/915/art3707img2.jpg, © Elliot
W. Kitayma/USP).

1.5 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC ou CLAE)

A Cromatografia foi reconhecida formalmente apenas no inicio do
século 20 com trabalhos desenvolvidos e publicados pelo russo Michael
Semenovich Tswett, apesar de haver relatos de usos de métodos de separagao
durante quase toda a historia da humanidade. Em 1906, Tswett publicou
trabalhos os quais atribuiam corretamente o mecanismo envolvido numa
separacdo cromatografica, a qual se baseia na adsorcdo diferencial de
componentes da amostra pelo sélido (fase estaciondria) contido na coluna,
ocorrendo o desenvolvimento pela passagem do solvente (fase movel), o qual

carrega os compostos menos atraidos pelo solido para distancias maiores dentro
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da coluna, ou seja, a cromatografia consiste em um método fisico-quimico de
separacdo, e estd fundamentada na migragdo diferenciada dos componentes de
uma mistura, que ocorre devido a diferentes interagdes entre duas fases
imisciveis, a fase movel e a estacionaria (COLLINS, 2009). Devido ao fato
dessa técnica ser tdo importante no desenvolvimento de varias areas das ciéncias
fisicas e biolodgicas, varios autores tém chamado o século 20 e at¢ mesmo o
século 21 dos séculos da cromatografia (COLLINS, 2009).

Em todas as separagdes cromatograficas (gasosa, liquida e com
fluido supercritico) a amostra ¢ transportada por uma fase movel, que pode ser
um gas, um liquido ou um fluido supercritico. Esta fase movel € entdo “forcada”
através de uma fase estacionaria imiscivel fixa, a qual estd colocada numa
coluna ou em uma superficie solida. As duas fases sao escolhidas de modo que
os componentes da amostra se distribuam entre a fase movel e a estacionaria em
varios graus.

Os componentes que sao mais fortemente retidos na fase
estaciondria movem-se mais lentamente no fluxo da fase moével e os
componentes que se ligam mais fracamente a fase estacionaria movem-se mais
rapidamente. Como conseqiiéncia dessas diferengas na mobilidade, os
componentes da amostra separam-se em bandas ou zonas discretas que podem
ser analisadas qualitativa e/ou quantitativamente (TITATO, 2004).

Na andlise qualitativa, um cromatograma fornece apenas
informacgoes qualitativas a respeito de cada analito em uma amostra, como o seu
tempo de retengdo ou sua posicao sobre a fase apos certo periodo de eluigao.
Apesar do tempo de retengdo ser caracteristico de um composto, ele ndo € Unico,
ou seja, varios compostos podem ter o mesmo tempo de retengdo nas condicoes
cromatograficas empregadas.

E importante salientar que os cromatogramas podem ndo levar a
identificacdo positiva das espécies presentes na amostra, mas fornecem

evidéncia segura da auséncia de certos compostos. Assim, se uma amostra nao
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produz uma banda cromatografica no mesmo tempo de retencdo que um
determinado padrdao usado em condi¢des idénticas, pode-se considerar que o
composto em questdo ou estad ausente ou sua presenga ocorre em nivel de
concentragdo abaixo do limite de deteccao do procedimento (SKOOG et al.,
2002).

A utilizacdo da cromatografia nao teria se difundido tanto se nao
fosse a informacgao quantitativa fornecida sobre as espécies separadas. A andlise
quantitativa em HPLC requer uma relagdo linear entre a magnitude do sinal e a
concentragdo de um determinado soluto da amostra. A intensidade do sinal €
dada pela area do pico ou pela altura do maximo. Quando o fluxo da coluna
puder ser controlado com precisdo, ¢ melhor usar a drea do pico, que ¢
relativamente independente da composi¢cdao da fase movel (SKOOG et al,;
2002).

Em geral, os sistemas de HPLC ja tém incorporados sistemas
computadorizados de tratamentos de dados e quando concentragdes
padronizadas sdo usadas para preparar as curvas de calibragdo, ¢ possivel obter
automaticamente um conjunto de resultados para cada composto isolado,
relacionados com os tempos de retengcao (MENDHAM, 2002)

Além do mais, as técnicas cromatograficas podem ser hifenadas,
obtendo-se sistemas como a Cromatografia Liquida de Alta Efici€éncia acoplada
a Detector de Arranjo de Diodos (HPLC-DAD), a Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia acoplada a Espectrometria de Massas (ou HPLC-MS) e outras
técnicas que promovem o incremento no desempenho das analises em termos de
eliminacdo de interferéncias instrumentais, correcdo de tempo de retengao,
seletividade, habilidades nas separa¢des cromatograficas e precisdo de medidas.
O uso dessas técnicas hifenadas tem-se destacado bastante na utilizacao de
analise de perfis quimicos (ou “fingerprints”’, “screening’) de extratos vegetais,
pois fornecem, ao mesmo tempo, informagdes analiticas e espectroscopicas

importantes para a identificacao on /ine das substancias presentes nesses extratos
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(MARTINS, 2008). Essa ‘“hifenacao” permite também verificar a presenca de
interferentes na eluicdo do composto de interesse a ser quantificado, além de
tornar possivel quantificagdes de substiancias que ndo apresentam grupos
cromoéforos, como no caso de triterpenos, dentre outros (MARTINS, 2008).

A CLAE apresenta varias vantagens em quantificagdes analiticas de
farmacos, pesticidas, produtos naturais, etc., como: efici€éncia na separagao, alta
reprodutibilidade, linearidade, automa¢do e habilidade de analisar varios

compostos em um unico método (RIBANI, 2004).

1.6 Espectrometria de Massas (EM ou MS)

A espectrometria de massas surgiu com experimentos de J.J.
Thomson em 1897, ao observar uma deflexdo do elétron dentro de um tubo
catddico quando foi aplicado um campo elétrico, sendo esta uma das primeiras
determinagdes da razdo carga/massa (m/z).

A definicdo da espectrometria de massas pode ser dada pelas
palavras do Prof. J. B. Fenn, ganhador do Prémio Nobel de Quimica em 2002,
pelo pioneiro trabalho no uso de Electrospray como fonte de ionizacdo branda
para a espectrometria de massas: “a Espectrometria de Massas” é a arte de
medir dtomos e moléculas para determinar suas massas moleculares. Tal
informagdo sobre a massa ou peso é muitas vezes suficiente, frequentemente
necessaria, e sempre util na determinagdo da identidade de uma espécie. Para
praticar esta arte, colocamos carga nas moléculas de interesse, isto é, os
analitos, e entdo medimos como as trajetorias dos ions resultantes respondem,
sob vacuo, a varias combinagoes de campos elétricos e magnéticos.
Claramente, a condi¢do “sine qua non” deste método é a conversdo de

moléculas neutras de um analito em ions”’

(http://www.has.vcu.edu/che/people/bio/fenn.html, apud LANCAS (2009).
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Trata-se de uma técnica altamente sensivel e que pode ser hifenada
com outras técnicas como HPLC, tornando-a uma das mais apropriadas técnicas
para o estudo de produtos naturais. Entre suas principais caracteristicas estdao o
uso de diferentes principios fisicos para a ionizagao de amostras ¢ separagao de
ions, de acordo com a massa, carga e razado massa/carga. Neste sentido, a
espectrometria de massas ¢ diferente de outras técnicas espectroscopicas, pois
possibilita consideravel flexibilidade na deteccao, quantificacdo, identificagdo e
determinacdo estrutural de compostos (HAGER, 2004.). O esquema genérico de

um espectrometro de massas € representado na Figura 1.7.

FONTE DE ANALISADOR DETECTOR
IONIZAGAO DE MASSAS DE IONS
PROCESSADOR
DE SINAL

4 )
REGISTRADOR

\,HHHHH',,

Figura 1.7. Esquema dos componentes de um Espectrometro de Massas.

Nas ultimas décadas foram desenvolvidas varias técnicas de
ionizacdo que permitiram a hifenacdo da cromatografia liquida com o
espectrometro de massa e a analise de substancias com baixa pressdao de vapor e

termicamente ldbeis (isto ndo era possivel com técnicas convencionais mais
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antigas como a de impacto eletronico). Estas novas técnicas foram capazes de
realizar a ionizagdo de moléculas de uma forma branda, ou seja, com pouco
excesso de energia interna. Desta forma, as interfaces que utilizam técnicas de
ionizacdo a pressdo atmosférica (API) como a eletronspray (ESI) e ionizagdo
quimica (APCI) na andlise dos compostos de interesse por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas estdo entre as mais utilizadas nos dias de
hoje (GELPI, 1995; MAURER, 1998 e NIESSEN, 1999).

A versatilidade dessas fontes, APCI e ESI, em cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas permitiu a injecdo direta de
produtos termolabeis ndo volateis em espectrometros, sem a necessidade de
preparagao prévia das amostras (REVILLA et al., 1999).

Portanto, essa técnica ¢ habil para a realizagdo da ionizagdo de
moléculas organicas com pouco excesso de energia interna, reduzindo,
geralmente, a fragmentagdo e tornando o ion (molecular ou pseudo-molecular)
no pico base.

Sera abordada neste trabalho a técnica da ionizagdo quimica por
APCI, uma vez que este foi o método de ionizagdo utilizado nos metabolitos

secundarios identificados.

1.6.1 Ionizacdo Quimica a Pressiao Atmosférica- APCI

Solutos de polaridade e massa molar moderada, com um certo grau
de volatilidade e ndo termolabeis, podem ser determinados com grande
sensibilidade com o uso da ionizagdo quimica. Nesta interface, a fase movel
vinda do sistema de HPLC ¢ transformada em spray e rapidamente evaporada
através de um fluxo de nitrogénio e do aquecimento do nebulizador a altas
temperaturas (100-500°C). Embora essas temperaturas possam degradar os
analitos, a alta vazdo da fase movel e o fluxo coaxial de nitrogénio evitam a

quebra das moléculas.
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Nesse modo de ionizag¢do, a amostra ¢ ionizada devido a colisdo
com jons reagentes gerados a partir da fase movel e uma descarga elétrica (3-6
kV) gerada na ponta de um filamento de aco (corona) posicionado proximo a
entrada da regido de alto vacuo do equipamento (Figura 1.8) (TITATO, 2004).
Esses ions sdo normalmente ricos em elétrons e a colisdo do analito ocorre sem
transferéncia de energia excessiva aos ions quase-molecular formados,
resultando em um menor grau de fragmentacao.

A 1onizacao das moléculas da amostra se d4 na camara de 1onizagao
por colisdo com um excesso de ions reagentes, a uma pressao relativamente alta
(10° — 107 atm). Os ions reagentes sdo geralmente positivamente carregados, e

sdao gerados ou de um gas puro ou de uma mistura de gases.

Gas Mebulizador

Amosira Liguida — ¥ T -
G " | | | :
CORONA

(responsivel pela QUADRUPOLOS

discarga eléirica)
L 1

VACUO VACUO

Figura 1.8. Representacao esquematica de uma interface do tipo APCI no

sistema EM (TITATO, 2004).

Para a escolha da composicao do eluente € importante ter em mente
que na ionizacao via APCI, as reagdes quimicas ocorrem no spray. O processo
comec¢a com a formacao de ions N, e Oy por meio de descargas continuas da
corona; que entdo reagem com o solvente e com moléculas do analito. Devido
ao tempo relativamente longo de permanéncia na fonte de APCI, os ions
detectados sdo resultantes de processos de equilibrio em fase gasosa.

A composicdo do eluente afeta este equilibrio de acordo com a

afinidade por protons dos compostos envolvidos. Por exemplo: um maior
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numero de compostos pode ser ionizado no modo positivo quando metanol €
usado como modificador orginico ao invés de acetonitrila, uma vez que a
afinidade do metanol pelo proton ¢ menor (favorecendo a ligagdo do analito com
um proton) do que a afinidade da acetonitrila pelo proton. Portanto, na analise
de ions positivos, € importante que os componentes do solvente tenham uma
menor afinidade por proton do que o analito a ser determinado.

No entanto, quando o composto de interesse tem uma alta afinidade
pelo proton pode ser necessario utilizar acetonitrila a fim de reduzir a ionizacao

de compostos interferentes.

1.6.1.1 Analisadores de Massa

Imediatamente apds a ionizagdo, os ions em fase gasosa entram na
regido do espectrometro de massas conhecida como analisador de massas.

O analisador de massas ¢ usado para separar ions dentro de uma
faixa selecionada de razdo massa/carga (m/z), sendo estes separados por campos
magnéticos ou campos elétricos, ou ainda medindo-se o tempo que eles levam
para percorrer uma distdncia fixa. Dentre os analisadores de massas, sdo usados

os quadrupolo, por tempo de voo (TOF) e o de aprisionamento de ions (ion-

trap).

1.6.1.2 Analisadores de Massas Quadrupolares

Analisadores do tipo quadrupolar sdo empregados na andlise de
massas de substancias por LC-MS Quadrupolos sao formados por quatro barras
paralelas, nas quais aplica-se uma voltagem de corrente direta (DC) e um

potencial de radiofrequéncia (RF). Os ions sdo acelerados no espago entre as
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barras ¢ ao mesmo tempo as DC e RF s3o aumentadas simultaneamente
enquanto sua razao ¢ mantida constante.

Em um dado momento, todos os ions - exceto aqueles tendo um
valor determinado de m/z - atingem as barras.

Assim, somente os ions que tém valores de m/z dentro de um
intervalo limitado € que atingem o detector e sdo monitorados (FIGURA 1.9)

(SKOOG et al., 2002).

ion ressonante

woltagens dc e ac

Figura 1.9. Esquema de um analisador de massas do tipo quadrupolar (SKOOG,

2002).

1.6.2 Espectrometria de Massas Tandem

A espectrometria de massas fandem fornece informacdes sobre a
massa molar dos constituintes da amostra (na analise dos ions inicialmente
formados) e também informagdes estruturais a partir do espectro de ions
produzido na camara de colisdo, uma vez que as técnicas de ionizacdo branda
como ESI, APCI e MALDI, produzem preferencialmente adutos e ions
moleculares, ndo fornecendo grandes informacodes estruturais.

Esses ions moleculares, os adutos e at¢ mesmo fragmentos i0nicos
podem ser novamente fragmentados e analisados, o que auxilia na atribuicao de

suas estruturas.
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A espectrometria de massas tandem envolve dois estagios de
analise de massas separados por uma reacao de fragmentacdo. Para um ion ser
detectado, o ion precursor deve ser estavel no primeiro estagio de analise de

massas € o ion fragmento deve ser estavel no segundo estagio (HAGER, 2004).

1.7 Quimiometria

A Quimiometria ¢ uma area da quimica especificamente destinada a
analise de dados quimicos de natureza multivariada. Segundo FERREIRA et al.
(1999), a quimiometria ndo ¢ uma disciplina da matemadtica, e sim da quimica,
pois os problemas que ela se pressupoe a resolver sdo de interesse e origindrios
da quimica, mesmo que as ferramentas para o tal provenham principalmente da
matematica, estatistica e computacdo. A definicdo de Quimiometria proposta
pela Sociedade Internacional de Quimiometria € a seguinte: “Quimiometria é a
ciéncia relacionada a medidas realizadas em um sistema ou processo quimico,
obtendo informagoes sobre o estado do sistema através da aplicagdo de
métodos matemdticos ou estatisticos” (HIBBERT et al., 2009). Ao se unir a
Quimiometria e técnicas analiticas como a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (HPLC) e a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) consegue-se
classificar amostras em categorias ou grupos conforme suas semelhangas, ou
ainda identificar varidveis que apresentem propriedades particulares para as
amostras de interesse, uma vez que a primeira ¢ uma poderosa ferramenta de
analise de dados complexos e as demais possibilitam obtengdes de um grande
numero de varidveis em uma unica medida.

Intimeros sao os trabalhos utilizando a quimiometria aliada a HPLC
e a RMN. YI et al (2009) analisaram as alteragdes dos metabolitos secundarios
das cascas de tangerina atraves de fingerprints cromatograficos. MARTINS
(2008) utilizou a analise multivariada juntamente com o perfil cromatografico

para o controle de qualidade de amostras comerciais de quebra-pedra. BOFFO
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(2009) utilizou a RMN aliada a métodos quimiomeétricos para andlise de méis e
aguardentes. Neste projeto utilizou-se algumas ferramentas quimiométricas
objetivando detectar, através de dados cromatograficos e de RMN, similaridades
ou diferencas entre os espécimes de citros com a presenca e auséncia da bactéria
X fastidiosa.

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 (variaveis) correspondem as colunas. A matriz dos
dados originais € constituida por n amostras € m varidveis. No caso da RMN as
variaveis sao os deslocamentos quimicos € no caso do HPLC os tempos de
retencdo de um pico ou banda cromatografica.

Geralmente sdo necessarios alguns pre-tratamentos de dados, com o
intuito de remover matematicamente fontes de variacdo indesejaveis como
ruidos experimentais, desvios na linha de base, desalinhamentos de bandas
cromatograficas, etc. Os tipos de pré-tratamento sdo: transformagdes, aplicadas
as amostras e os pré-processamentos, aplicados as varidveis. As transformacoes
minimizam ou eliminam variagdes aleatorias e sistematicas ou uniformizam o
conjunto de dados, tais como uso de logaritmos, normaliza¢des, correcao
multiplicativa de sinal, transformada de Fourrier, aplicacdo de derivadas, etc. Os
pré-processamentos mais comumente usados sdo: centragem dos dados na média
e auto-escalonamento (MARTINS, 2008).

Em seguida, na matriz de dados, aplica-se métodos quimiométricos
de analise exploratoria como Principal Components Analysis- PCA e
Hierarchical Clusters Analysis-HCA e também de classificagdo de amostras
como K- Nearest Neighbor-KNN, Soft Independent Modelling of Class
Analogies- SIMCA e Partial Least Squares Discriminant Analysis PLS-DA.
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1.7.1 Principal Components Analysis (PCA)

A PCA ou Analise dos Componentes Principais, traduzida no
portugués, trata-se de um método de andlise multivariada o qual projeta dados n-
dimensionais em um espaco de baixa dimensdo, geralmente duas ou trés. Essa
projecdo pode ser feita através do cdlculo de componentes principais obtidas
fazendo-se combinagdes lineares das variaveis originais (ROGGO et al., 2007).
Numa PCA, o agrupamento das amostras define a estrutura dos dados através de
graficos denominados scores € loadings, cujos eixos sdo componentes principais
nos quais os dados sdo projetados (OLIVEIRA et a.l, 2006). Os scores sdo as
coordenadas das amostras nesse novo sistema de eixos e os loadings

correspondem aos pesos ou importancia das varidveis.

1.7.2 Hierarchical Clusters Analysis (HCA)

A HCA ou Analise de Agrupamentos Hierarquicos, trata-se de um
método de reconhecimento ndo supervisionado de padrdes, onde os dados
multidimensionais sdo representados num grafico bidimensional denominado de
dendograma. Neste dendograma considera-se cada amostra como um grupo
unitario e faz-se agrupamentos sistematicamente, por similaridade. E quanto
menor a distdncia entre essas amostras ou pontos no dendograma mais

semelhantes sdao as mesmas (ROGGO et al., 2007).
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1.8 High Resolution Magic Angle Spinning (HR-MAS)

A técnica de RMN HR-MAS, que pode ser traduzida como “Giro
no Angulo Magico com Alta Resolugdo” é uma técnica da Ressondncia
Magnética Nuclear utilizada para analise de amostras semi-solidas ou amostras
solidas hidratadas e trata-se de uma poderosa técnica no estudo de variagoes
metabolitos em tecidos biologicos (HR-MAS). Um dos principais requisitos para
que a amostra seja considerada semi-solida € que suas moléculas devem ter um
certo grau de mobilidade. E no caso de polimeros, so6lidos puros ou resina essa
mobilidade ¢ adquirida ao adicionar-se um solvente, geralmente agua para
inchar a amostra. Mas em tecidos vegetais ou animais, a 4gua contida nas suas
c¢lulas permite uma certa mobilidade dos metabolitos, fazendo com que uma
folha fresca possa ser analisada diretamente ou in natura através da HR-MAS
(VIZZOTTO, 2004).

Essa técnica também ¢ muito sensivel, podendo detectar substancias
com concentragdes abaixo de 1 UM em uma mistura, requerendo uma
quantidade minima de material, quase que microgramas, € um baixo tempo de
méquina para adquirir um espectro de RMN de 'H (BROBERG et al., 1998,
CHIN et al., 2000).

O principio da técnica HR-MAS baseia-se no movimento giratorio
da amostra em velocidades da ordem de 3 a 5 KHz em um angulo de 54,74°,
considerado o angulo magico. Estes movimentos produzem a redugdo das
larguras de linha, o aumento da resolucdo espectral, diminuicao do acoplamento
dipolar e também de deslocamentos quimicos anisotropicos (BROBERG et al.,
1998, CHIN et al., 2000).

Diferentemente dos experimentos de RMN sélidos, a técnica de
HR-MAS nio requer potencias elevadas para a realizacdo dos experimentos, 0s

Uunicos aparatos necessarios sao uma sonda especifica e uma unidade
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pneumatica, necessaria para controlar o giro da amostra em torno dos 5 KHz
(MILLIS et al., 1997).

Quando se quer observar moléculas ndo muito grandes em materias
vegetais, faz-se necessario eliminar alguns sinais provenientes da membrana e
da parede celular dos mesmos. Geralmente estes “componentes” possuem
tempos curtos de relaxacdo transversal e fornecem sinais alargados. Para o tal,
utiliza-se uma seqiiéncia de pulsos denominada CPMG (Carr-Purcell-Meiboom-
Gil). Essa sequéncia mantém a magnetiza¢do no plano x-y através de sucessivos
pulsos de 180° seguidos por intervalos de tempo 1, até que os spins com valores
menores de 7, tenham relaxado, adquirindo-se entdo um espectro contendo
apenas as ressondncias de interesse (VIZZOTTO, 2004). A Figura 1.10

exemplifica essa sequéncia CPMG.

90°, 180°,

in

Figura 1.10. Sequéncia de pulsos CPMG.

1.9 HPLC-UV-SPE-NMR

A Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia acoplada a Ressonancia
Magnética Nuclear (HPLC-NMR) surgiu em 1999 e trata-se de um acoplamento
entre a cromatografia liquida (HPLC ou CLAE) e a ressondncia magnética
nuclear (NMR ou RMN). E uma técnica que fornece informagdes
espectroscopicas altamente importantes para a elucidagdo estrutural dos
metabolitos secundarios presentes numa matriz complexa e ¢ considerada

atualmente uma das mais poderosas técnicas hifenadas. Mas como toda
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hifenacdo como HPLC-MS, GC-MS, GC-GC, essa técnica possui algumas
peculiaridades. Uma delas ¢ a quantidade de amostras uma vez que na RMN
tem-se de ter uma quantidade minima para ser detectada e em HPLC a
sobrecarga da coluna cromatografica ¢ um fator limitante na separacdo
(SOUZA, 2009).

Outro cuidado ¢ a composi¢do da fase movel, pois quanto mais
heterogénea maior sera o numero de sinais interferentes gerados pelos solventes
utilizados. Em sistemas de acoplamento direto entre HPLC e NMR utiliza-se
como fase movel agua deuterada, a fim de diminuir custos com o uso de
solventes organicos deuterados. Neste caso, torna-se necessario o uso de
sequencias de pulsos especiais, possibilitando a supressdao dos sinais relativos a
este solvente (KLAUS, 2002).

Geralmente utiliza-se duas técnicas diferentes de interfaceamento: o
modo de fluxo continuo ¢ o0 modo de fluxo interrompido (KLAUS, 1999). No
fluxo continuo, a separacdo cromatografica ¢ monitorada simultaneamente pela
aquisicio de espectros de '"H RMN. A detecgdo fica limitada ao tempo de
analise, onde o analito fica em contato com a bobina magnética, possibilitando
apenas aquisicdes de espectros de 'H RMN e utilizado somente para amostras
mais concentradas (KLAUS, 2002). J4 no modo de fluxo interrompido, quando
o maximo da banda cromatografica ou pico alcanca a bobina de detecgdo, a
corrida cromatografica ¢ interrompida. Deste modo € possivel adquirir espectros
com numero de pulsos (ns) maiores, deixando-os com relagdes sinais ruidos
maiores € ainda ha possibilidade de aquisicao de experimentos bi-dimensionais.
Neste caso, tem-se o inconveniente que em cada corrida cromatografica somente
a analise de uma banda ou pico ¢ possivel por vez, pois efeitos como difusdo de
bandas e outros efeitos podem interferir na resolugdo cromatografica enquanto o
fluxo encontra-se interrompido (SOUZA, 2009).

Para solucionar os problemas citados acima, t€m-se desenvolvido o

acoplamento envolvendo o HPLC, a extragdo em fase solida (SPE) e a RMN,

29



Introdugdo

onde neste arranjo as diferentes bandas cromatograficas sdo “trapeadas” ou
“aprisionadas” em cartuchos de SPE, possibilitando o actimulo destas
substancias até a saturacdo dos mesmos aumentando significamente sua
concentragdo e a sensibilidade da técnica. Outra vantagem ¢ que a corrida
cromatografica pode ser realizada com qualquer composicao de fase movel, ndo
necessitando de solventes deuterados, uma vez que somente na transferéncia dos
analitos trapedados dos cartuchos para o magneto ¢ que se utiliza solventes
deuterados (EXARCHOU et al., 2005). A maior desvantagem do uso desta
técnica esta na necessidade de otimizar as condigdes de trapeamento. Mas 1sso
pode ser feito até mesmo com uma Unica corrida cromatografica off-line, o que
demana em pouco tempo e pequena quantidade de amostra. Outro fator a ser
considerado € o valor desta unidade de SPE, a qual custa aproximadamente um
quarto do valor do sistema como um todo (SOUZA, 2009). O Grupo de
Produtos Naturais da UFSCar através do seu convénio do Instituo Nacional de
Ciéncia e Tecnologia- Controle Biorracional de Insetos Pragas adquiriu
recentemente um HPLC-NMR o qual j& foi instalado no Departamento de
Quimica da UFSCar.

A Figura 1.11 exemplifica um sistema de acoplamento HPLC-SPE-
NMR.

LA - cryo
‘ 500 MHz i

\cryoprobe

= -]

HPLC
Sample collector a

copyright by Gezimar de Souza

Figura 1.11. Esquema do sistema de HPLC-UV-SPE-NMR.
(Fonte: Souza 2009, © Gezimar Donizetti de Souza/UFSCar)
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2. Relevancia do Trabalho

Conforme visto, em estudos fitoquimicos do enxerto de C. sinensis
sobre C. [imonia realizados pelo Grupo de Produtos Naturais da UFSCar, pode-
se inferir que a reacao de prenilacdo s6 ocorre nas raizes e as duas cumarinas
xantiletina e xantoxiletina teriam sido translocadas para as partes superiores,
aparecendo no cavalo do enxerto e no enxerto origindrio da laranja. Nos ensaios
de inibicdo de desenvolvimento da X. fastidiosa verificou-se que a xantiletina
apresentou o melhor resultado. Isto leva a questionar se poderia ser esta
cumarina a responsavel pela resisténcia de C.limonia a CVC. A xantiletina
presente na parte superior do enxerto poderia ndo defender a planta contra a X.

fastidiosa, devido a ela estar em pequena quantidade nestes orgaos.

Assim, visando encontrar estas respostas, o presente estudo visa o
estudo das plantas matrizes, para verificar quais constituintes estariam no
enxerto € ndo nas plantas maes. Para isto pretendem-se desenvolver
metodologias de analises do perfil quimico de Citrus através de LC/UV-MS. Os
metabolitos ja conhecidos no enxerto serdo identificados com os padroes via
CLAE e MS (MS/MS). Com a metodologia de andlise de perfil quimico
desenvolvida, pretende-se aplica-la na analise de variacdo deste no enxerto de C.
sinensis sobre C. limonia com sintoma apos inoculacdo da bactéria, sem
sintoma, mas com a X. fastidiosa presente (observada via Reacdo em Cadeia
pela Polimerase -PCR) e na planta sadia (branco do experimento). Estes estudos

poderao mostrar qual ou quais constituintes indicam mecanismo de defesa.

Conhecer as substancias que estariam dando resisténcia a certos
espécimens permitira no futuro ampliar esta defesa a outros citros, utilizando as
mesmas como bactericida sistémico sem risco para a humanidade, pois seriam
compostos da propria planta. Estas informagdes, em um futuro mais distante,

permitirdo desenvolver estudos genéticos, visando encontrar os genes que
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codificam a sintese destes compostos e leva-los a aumentar a producao dos

meSsmeos.

Sabe-se que a X. fastidiosa se desenvolve em biofilmes. Fazendo
um levantamento de estudos destes biofilmes em outras bactérias foi verificado
que eles se formam com a participacdo de substancias sinalizadoras, entre elas
alcaloides alquilquinolinos ja isolados de espécies de Citrus. Assim, visando
uma seqiiéncia do projeto ao nivel genético, procurou-se fazer o levantamento
bibliografico de ocorréncia deste tipo de alcaloide. O uso destes alcaldides como
bactericidas seria interessante, pois a bactéria dificilmente iria desenvolver
mecanismo de defesa a uma substancia similar a um de seus sinalizadores.
Porém, os estudos genéticos seriam para um futuro apos a tese.

Em resumo, os objetivos do trabalho foram:

1) Desenvolver metodologias para analises do perfil quimico de

C.sinensis, C.limonia e enxerto dos dois, através de LC/UV-MS.

2) Estudo do enxerto de C. sinensis sobre C. l[imonia com sintoma
apos inoculacdo da bactéria, sem sintoma, mas com a X. fastidiosa presente

(observada via PCR) e planta sadia, analisando a variagao de perfil quimico.

3) Desenvolvimento de métodos de quantificagdo das cumarinas
xantiletina e seselina e também dos flavonoides hesperidina e rutina por HPLC-
UV e HPLC-MS/MS(SRM) em enxertos de C.sinensis sobre C.limonia com
sintoma apoOs inoculagdo da bactéria, sem sintoma, mas com a X. fastidiosa

presente (observada via PCR) e planta sadia.
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3. Materiais e Métodos

3.1 Material Botanico

O porta-enxerto utilizado no desenvolvimento do trabalho foi o
limdo cravo (C. limonia) e a copa foi a laranja péra (C. sinensis). As plantas
utilizadas neste trabalho foram obtidas através da técnica de enxertia via
borbulha, preparadas pelo pesquisador Sérgio Carvalho da Estagdo Experimental
de Citricultura do Instituto Agrondomico de Campinas, cuja fazenda experimental
encontra-se em Cordeiropolis, SP.

Paralelamente, produziu-se mudas por germinagdo de sementes de
C. limonia e C. sinensis pés-francos. Vale ressaltar que todos os experimentos
foram realizados com plantas da mesma idade e nas mesmas condicoes, evitando
assim resultados equivocados de quantificagdo e de variagdo do perfil quimico

devido a fatores como sazonalidade, temperatura, disponibilidade hidrica, etc.

3.2 Inoculacio da Bactéria Xylella fastidiosa

O método de inoculagdo da bactéria X. fastidiosa empregado foi o
mesmo utilizado por SOUSA et al. 2003, e por ALMEIDA et al. (2001) que
consiste na inoculagdo mecanica, através de um objeto pontiagudo (agulha de
seringa), por meio de pequenas perfuracdes para permitir a absor¢do da

suspensao pelos vasos xilematicos.

3.2.1 Avaliacdo da populacao bacteriana nos citros apos inoculagao da

bactéria X. fastidiosa

Apo6s 90 dias de inoculagdo avaliou-se a presenca de X. fastidiosa,

removendo as folhas, especificamente a nervura central, de todas as plantas
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inoculadas extraindo-se o DNA gendmico total (planta + bactéria) conforme
Murray & Thompson (1980), e realizando a analise de PCR (polymerase chain
reaction - reagdao em cadeia pela polimerase) dos extraidos a fim de verificar a
presenca ou ndo da bactéria. A revelacdo da PCR se deu em gel de agarose
realizado num sistema de eletroforese horizontal horizon com fonte modelo 200,

da Gibco BRL Life Technologies, USA.

3.3 Ressonancia Magnética Nuclear

3.3.1 Medidas de HR-MAS em citros aliadas a ferramentas quimiométricas

Os experimentos de RMN foram realizados em um equipamento da
marca BRUKER, modelo DRX 400, sob um campo magnético de 9,4 Tesla, cuja
freqiiéncia do hidrogénio ¢ de 400,21 MHz. As medidas de HR-MAS foram
realizadas utilizando-se uma sonda especifica para esta técnica, sendo esta uma
sonda multinuclear de observacao direta de 4 mm de diametro para aquisi¢ao
dos espectros de RMN de 'H. Empregou-se também um fluxo de ar comprimido
e uma bomba pneumatica numa pressao superior a 6 bares a fim de manter o
giro da amostra em 5 KHz.

As analises quimiométricas foram realizadas em um
microcomputador com sistema operacional Windows XP, utilizando os
seguintes softwares: Microsoft Office Excel e Pirouette® versdo 4.0 (Infometrix

Inc.; Washington, USA).

3.4 Cromatografia

Todos os solventes utilizados foram de grau CLAE.
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3.4.1 Analise da variacdo do perfil quimico de citros via HPLC aliada a

ferramentas quimiométricas

Para a andlise da varia¢ao do perfil quimico de Citrus utilizou-se o
Cromatografo Liquido de alta eficiéncia Shimadzu com sistema quaternario de
bombas 10 AD, detector tipo arranjo de diodos modelo SPD-10 AvP, injetor
automatico modelo SIL 10-A, com desgaseificador Shimadzu DGA-10. As
condi¢des cromatograficas foram: Coluna Phenomenex® Luna C18 (55 x 4,6
mm), coluna de seguranca C18 (4x3 mm); fase movel MeOH: ACN (1:1)
acidificada com 0,1 % de acido formico B, e solucdo de acido formico 0,1%
(v/v) A. A inclinagdo utilizada foi 15-40% em 16 min, 40-50% até os 25 min,
50-95% até os 40 min., permanecendo isocratico em 95% de B por 10 min; o
retorno do gradiente foi feito em 10 min (95-15% de B). Detector (UV-DAD)
A=190- 600 nm. A al¢a de amostragem foi de20 ul e a vazdo de 1,0 ml/min.

As analises quimiométricas foram realizadas em um
microcomputador com sistema operacional Windows XP, utilizando os
seguintes softwares: Microsoft Office Excel®, Matlab® (Mathworks Inc.; Natick,
USA), Pirouette® versio 4.0 (Infometrix Inc.; Washington, USA) e a rotina para
alinhamento dos picos ou bandas cromatograficas foi disponibilizada no site

http://www.models.klv.dk/source/DTW_COW/index.asp.

3.4.2 Analise dos extratos de citros utilizando a técnica HPLC-UV-SPE-
NMR

Utilizou-se um equipamento da marca BRUKER, modelo AV500
Ultrashield, sob um campo magnético de 11,7 Tesla, (500,13 MHz para a
freqiiéncia de hidrogénio). O sistema de HPLC-UV-SPE foi composto por um
cromatografo Agilent Technologies modelo 1100, equipado com bomba

quaternaria G1311A, degaseificador G1322A, amostrador automéatico G1329A e
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detector de Ultravioleta G1314B. A sonda HPLC-NMR ou CLAE-RMN de 4
mm com volume de deteccdo de 30 pl foi utilizada em conjunto com uma
unidade de Extracdo em Fase Solida (SPE) Bruker/Spark Prospekt II para a
concentragdo dos analitos de interesse. A fase estacionaria dos cartuchos
empregada foi a HySphereResin GP-10-12 pm.

As condi¢oes cromatograficas foram: Coluna Phenomenex® Luna
C18 (150 x 4,6 mm), coluna de seguranga C18 (4x3 mm); a fase movel consistiu
em ACN (B) e agua (A). A inclinagdo do método utilizado foi 5-40% em 22
min, 40-45% até os 25 min, 45-55% até os 37 min, e de 55-95% até os 40 min,
permanecendo isocratico em 95% de B por 10 min; o retorno do gradiente foi

feito em 10 min (95-5% de B).

3.4.3 Analise da variacdo do perfil quimico de citros via HPLC-MS/MS (ou
CLAE-EM/EM)

Para a andlise da variacao do perfil quimico de Citrus via HPLC-
MS/MS utilizou-se o Cromatografo Liquido (Waters) — Alliance 2695 equipado
com Detector de UV (PDA) para CLAE Waters 2996 Waters 2695 Separations
Module acoplado ao Espectrometro de Massas QuattroLC — MICROMASS,
triplo-quadupolo, APCI.

As condi¢des cromatograficas foram: Coluna Phenomenex® Luna
C18 (150 x 4,6 mm), coluna de seguranga C18 (4x3 mm); a fase movel consistiu
em MeOH: ACN (1:1) acidificada com 0,1 % de acido formico B, e solugdo de
acido férmico 0,1% (v/v) A. A inclinacao utilizada foi 15-40% em 16 min, 40-
50% até os 25 min, 50-95% até os 40 min, permanecendo isocratico em 95% de
B por 10 min; o retorno do gradiente foi feito em 10 min (95-15% de B). O
fluxo de entrada no espectrometro de massas foi regulado utilizando-se um

spliter numa vazao de 0,3 ml/min.
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3.4.4 Quantificacao das cumarinas preniladas xantiletina e seselina nas
raizes de citros

Para a quantificacdo das cumarinas xantiletina e seselina nas raizes
dos citros em estudo, utilizou-se o Cromatdgrafo Liquido de alta eficiéncia
Shimadzu com sistema binario de bombas 10 AD, detector tipo arranjo de
diodos modelo SPD-10 A, injetor automatico modelo SIL 10-A, com
desgaseificador Shimadzu DGA-10. As condigOes cromatograficas foram:
Coluna Phenomenex® Luna C18 (150 x 4,6mm), coluna de seguranca C18 (4x3
mm); fase mével HO:MeOH:ACN (50:35:15) no modo reverso isocratico de
eluicao.

O tempo de duragdo da corrida foi de 50 min, sendo que dos 30 a
40 min aumentou-se a concentragdo da fase orginica até¢ 90% a fim de se
realizar a “limpeza” da coluna cromatografica, deixando-a isocratica por 10 min.
Posteriormente condicionou-se a coluna com a fase movel isocratica inicial
(50:35:15) por 10 min entre cada analise.

A alca de amostragem foi 20 pl, a vazdo de 1,0 ml/min e a
temperatura do forno foi de 30°C. O comprimento de onda utilizado na

quantifica¢do das cumarinas foi de 220 nm.

3.4.5 Quantificacdo das cumarinas preniladas xantiletina e seselina nas

folhas e caules de citros

A quantificacdo das cumarinas xantiletina e seselina nas folhas e
caules superiores e inferiores de citros foi realizada via HPLC-MS/MS, onde
utilizou-se o Cromatografo Liquido (Waters) — Alliance 2695 equipado com
Detector de UV (PDA) para CLAE Waters 2996 Waters 2695 Separations
Module acoplado ao Espectrometro de Massas QuattroLC — MICROMASS,
triplo-quadupolo, APCI.

As condi¢des cromatograficas foram: Coluna X-terra® Phenyl

Hexyl 3,5 pm (30 x 5 mm); fase movel H,O:MeOH:i-PropOH (62:35:2),
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contendo 0,1% TFA, modo isocratico de eluicdo e duracdo de 10 min. O
detector utilizado foi o DAD-UV, al¢a de amostragem de 20 pl e vazdo de 0,9

ml/min.

3.4.6 Quantificacao dos flavondides hesperidina e rutina nas folhas e caules

de citros

Para a quantificacdo dos flavondides nas folhas, caules superiores e
caules inferiores de citros utilizou-se o Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia
Agilent Technologies modelo 1200, equipado com bomba quaternaria G1311A,
degaseificador G1322A, amostrador automdtico G1329A, detector de
Ultravioleta G1314B e forno. As condigdes cromatograficas foram: Coluna
Phenomenex® Luna C18 (25 x 4,6 mm), coluna de seguranca C18 (4x3 mm);
fase movel H;O:ACN:THF (80:5:15+ 0,1% acido férmico) no modo reverso
1socratico de elui¢do. O tempo de duracao da corrida foi de 40 min.

A alca de amostragem foi 20 pl, a vazdo de 1,0 ml/min e a
temperatura do forno foi de 40°C. O comprimento de onda utilizado na

quantificagdao dos flavonoides foi de 283 nm.

3.5 Demais equipamentos, solventes e reagentes utilizados
Abaixo segue uma lista dos principais equipamentos, materiais,

solventes e reagentes utilizados no decorrer deste trabalho de doutorado.

v' Metanol grau HPLC- J.T. Baker e Mallinckrodt
v" Acetonitrila HPLC — J.T. Baker ¢ Mallinckrodt
v" Membrana Teflon 0,45 e 0,20 um (Millipore®™)

v" Tubos Falcon 15 ¢ 50 mL

v" Seringas de 1,0 ¢ 5,0 mL
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D N N N <

<

Agua Ultra Pura, obtida num sistema MILLI-Q, 18 Ohm .(Milipore)

Padroes analiticos hesperidina e rutina, com grau de pureza de 90% via

HPLC, Sigma-Aldrich

Centrifuga marca Eppendorf modelo 5810R com sistema de refrigeracao
Ultra-turrax IKA T 10 basic

Seringas HAMILTON Microliter 25, 50 e 250 pL.

Banho termostatizado com controle de temperatura, circulacdo de dgua e

agitador magnético da Arsec

Bomba Peristaltica

Rota evaporador — Tecnal Mod. 120

vortex PHOENIX AP56.

Evaporador rotativo Biichi com banho de aquecimento

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

DVG 50 Savant.
Balanga Analitica — Bel Engineering Mod. Mark 210A
Balanca semi-analitica — Bel Engineering Mod. Mark 500

Termociclador Mastercycler Personal (Eppendorf), utilizado para

realizacdo dos ciclos de PCR

Freezer -86°C da marca FORMA Scientific

Micropipetas marca Eppendorf de 20-200 uL e 200- 1000 uL.
Kit de reagentes de PCR TaqgMan, obtido da Apllied Biosystems

Moinho Criogénico modelo 6750 Freezer MILL Keypad Overlayl
(5 pex Cert Prep., USA)

39






Procedimentos Experimentais

4. Procedimento Experimental

4.1 Inoculacio da Bactéria Xylella fastidiosa

Ao completar noventa dias apos a enxertia de C. sinensis sobre C.
limonia, 70 mudas foram inoculadas mecanicamente com a estirpe 9a5c de X.
fastidiosa . Esta estirpe foi isolada de uma planta matriz de laranja péra com
sintomas de CVC mantida em casa de vegetacdo. A bactéria foi cultivada in
vitro a 28 °C, por 10 dias, em placa de petri com meio de cultura PW agar. Para
a inoculacdo nas plantas, colonias de X. fastidiosa foram retiradas do meio de
cultura, ressuspendidas em 4gua destilada e removidas de restos do meio de
cultura por centrifugacdo (3.000 xg/5 min). A concentracdo bacteriana da
suspensdo era de aproximadamente 4,9 x 10’ unidades formadoras de col6nia
por mililitros de solucdo (UFC ml™).

Em seguida pipetou-se 10 ul da suspensdo e os depositou sobre os
caules superiores das mudas em pelo menos 3 pontos. Perfurou-se com agulha
sobre a gota da suspensdo. Esse método de inoculagdo empregado foi o mesmo
utilizado por SOUSA et al. 2003, e por ALMEIDA et al. (2001) que consiste na
inoculacdo mecanica, através de um objeto pontiagudo (agulha de seringa), por
meio de pequenas perfuragdes para permitir a absor¢cao da suspensao pelos vasos
xilematicos. Com o intuito de obter uma maior eficiéncia de penetracao
bacteriana no interior do caule, as plantas foram submetidas a estresse hidrico de
dois dias antes da inoculagdo, o que pdde resultar em uma rdpida e completa
absorcao da suspensao. A regido do caule inoculada com a bactéria foi marcada
para que as folhas emitidas acima deste ponto fossem utilizadas nas avaliacoes.

Os enxertos inoculados, 10 enxertos nao inoculados (mantidos
como controle negativo), 80 mudas de laranja péra pé-franco e 80 mudas de
limdo cravo pé-franco foram mantidas em casa de vegetacdo a 28 °C até a

avaliacdo dos sintomas da doenca e posterior preparo das amostras.
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4.1.1 Avaliacdo da populacao bacteriana nos citros apos inoculagao da

bactéria X. fastidiosa

Apos trés meses de inoculagdo da bactéria, em agosto de 2006,
avaliou-se a presenca de X. fastidiosa, removendo as folhas, especificamente a
nervura central, de todas as plantas e extraiu-se 0 DNA gendmico total (planta +
bactéria) conforme Murray & Thompson (1980). A populacdo bacteriana nas
plantas inoculadas com a bactéria foi avaliada através da analise de PCR
(polymerase chain reaction - reacdo em cadeia pela polimerase) dos extraidos a
fim de verificar a presenca ou nao da bactéria. O procedimento de extragdo e
posterior analise de PCR consistem nas seguintes etapas:

a) Amostras de 100 mg do peciolo e parte da nervura central de
uma folha recém colhida das plantas inoculadas com X. fastidiosa foram pesadas
e trituradas em um almofariz sob nitrogénio liquido.

b) Em seguida as amostras trituradas foram transferidas para um
eppendorf e acrescenta-se 800 ulL da solugdao tampao CTAB (Tris-HCI 50mM,
EDTA 10mM, NaCl 120mM, CTAB 1% e Mercaptoetanol 0,1%).

c) Homogeneizou-se os eppendorfs, vortexando-os por 10 s,
incubando-os por 30 min em banho Maria a 60°C.

d) Resfriou-se a temperatura ambiente ¢ adicionou-se 750 uL de
cloroféormio: 4lcool isoamilico (24:1); agitou-se suavemente em torno de 80
vezes.

e) Centrifugou-se por 8 min a 12000 rpm, e transferiu-se 550 pL da
fase superior (sobrenadante) para outro eppendorf.

f) Na seqili€éncia, as amostras acrescentou-se 0,1 volume (55 uL) de
tampao de precipitacio CTAB (Tris-HCI 50mM, EDTA 10mM, CTAB 1%),
agita-se moderadamente; repetiu-se a etapa b (adicdo de cloroféormio) e

centrifugou-se por 8 min a 12.000 rpm.
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g) Transferiu-se novamente 450 uL. do sobrenadante resultante da
centrifugacdo em f, adicionou-se 450 uL de tampdo de precipitacio CTAB,
agita-se levemente deixando em repouso por 20 min.

h) Apos decorrido esse tempo, centrifugou-se por 4 min a 10000
rpm, descartou-se o sobrenadante e observou-se a presenga do pellet aderido a
parede do eppendorf.

1) Dissolveu-se o precipitado (pellet) em 400 uL da solugdo TE alto
sal (Tris-HCl 10mM, EDTA ImM e NaCl 1M) em banho Maria a 65°C,
adicionou-se 2 volumes de etanol absoluto gelado e incubou-se a -80°C por 15
min ou overnight a -20°C.

J) Ap6s, centrifugou-se por 20 min a 12000 rpm , seprarou-se o
pellet do sobrenadante e o lavou com etanol 70%.

1) Centrifugou-se por 5 min a 12000 rpm, removeu-se o
sobrenadante, acrescentou-se 400 pL de etanol 100%, centrifugou-se por 5 min
a 12000 rpm

m) Removeu-se o sobrenadante resultante da centrifugacao em (1),
secando-o a 55 °C por aproximadamente 10 min em estufa de circulagio de ar.

n) Finalmente, dissolveu-se o pellet formado na etapa anterior em
40 uL de TE + RNAse , deixando-o reagir por 30 min a 37°C.

0) Revelou-se o produto da reacdo anterior em gel de agarose 0,8%.

No preparo do tampdo de extracdo utilizou-se os seguintes

reagentes ¢ as seguintes proporgoes:
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Tabela 4.1. Reagentes necessarios para o preparado do tampao de extracdao de

DNA gen6mico total (planta + bactéria) com sarcosyl.

Reagente Quantidade/amostra
Tris-HCI (1M) 100 uL
EDTA (0,5M) 20 uL
NaCl (5M) 140 uL
CTAB (5%) 200 pL
Sarcosyl 10% 200 uL
Mercaptor 140 mM 200 uL
H,O até completar o volume de 900 pL

Para a realizagdo de PCR ¢ necessario adicionar ao DNA extraido
uma solucdo denominada de “mix” a qual possui os seguintes reagentes e

padroes:

Tabela 4.2. Proporcdo entre padrdes e reagentes necessarios para o preparo do

“mix” utilizado juntamente com o DNA gendmico total na analise de PCR.

Reagente Quantidade/amostra

TE (tampao alto sal) 2,5 ul
MgCl, 1,25 uL
DNTP 2,5 mM 1,0 uL
Primer CVC-1 0,8 uL
Primer CVC-272-2 0,8 uL
TAQ polimerase 0,3 uL
DNA 3ulL

H,O 15,35 pL
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Adicionou-se 0 DNA gen6mico (3 pL) num eppendorf de 500 puL
ou num po¢o de placa de Elisa e em seguida adiciona-se o “mix” sob banho de
gelo. Transferiu-se a placa ou o eppendorf para o aparelho Mastercycler
Personal da Eppendorf, programaou-se os ciclos de PCR e deixou a reacao de
PCR acontecer pelo prazo de 3 horas.

Ao final, pipetou-se 25 puL do produto de PCR, 5 uL de corante e¢ 7
uL de Ladder e aplicou-se 10 pL no gel de agarose, o qual foi montado no
suporte e adicionou-se o volume necessario da solugdo tampao de corrida, sendo
entdo aplicada uma intensidade de corrente de 20 mA até o loading buffer
atingir a metade do do gel. Neste momento, desmontou-se o sistema e iniciou-se
o processo de revelacao.

Para o preparo do gel de agarose utilizou-se os seguintes reagentes.

Tabela 4.3. Reagentes utilizados no preparo do gel de agarose.

Reagente Quantidade
TE (tampao alto sal) 160 mL
Agarose IS¢
Brometo de etidio 4,5 uL

4.2 Ressonancia Magnética Nuclear

4.2.1 Medidas de HR-MAS em citros aliadas a ferramentas quimiométricas

As partes vegetais de citros em estudo (raizes, caules inferiores,
caules superiores e folhas) foram lavadas com &gua corrente para retirar o
excesso de matéria organica, e colocadas em estufa de circulagdo de ar com
temperatura controlada de 45°C por trés dias com o intuito de desidrata-las

totalmente. Em seguida, o material seco foi moido em moinho de facas Willey,
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pulverizado em moinho criogénico e peneiradas utilizando uma peneira
molecular de 0,25 um, a fim de deixar todas as particulas homogéneas.

O procedimento de preparo das amostras para a medida de HR-
MAS se deu de acordo com o protocolo de VIZZOTO (2004), onde inseriu-se
uma pequena quantidade de amostra seca € moida num rotor cujo volume ¢ de
24 uL. Adicionou-se também algumas gotas de uma solugdo de TSPA-ds em
agua deuterada (D,0O). O sinal do TSPA-d4 ¢ utilizado tanto para avaliar a
qualidade da medida espectral quanto para calibrar o aparelho. O excesso da
solucdo foi expelido apos conectar o insert e fechar o rotor. As medidas foram

realizadas em triplicata.

4.3 Cromatografia

4.3.1 Analise da variacdo do perfil quimico de citros via HPLC aliada a

ferramentas quimiométricas

Assim como no item 4.2.1 as partes vegetais de citros foram
lavadas com agua corrente para retirar o excesso de matéria organica, €
colocadas em estufa de circulagdo de ar com temperatura controlada de 45°C por
trés dias com o intuito de desidrata-las totalmente. Em seguida, o material seco
foi moido em moinho de facas Willey, pulverizado em moinho criogénico e
peneiradas utilizando uma peneira molecular de 0,25 um, a fim de deixar todas
as particulas homogéneas evitando assim erros experimentais de extracao.

Pesou-se 50 mg de material seco, adicionou-se 2,0 mL de uma
solucdo de metanol:agua (1:1), triturou-se e extraiu-se os metabolitos por 90 s
utilizando-se um ultraturrax a 20000 rpm e centrifugou-se a 4000 rpm por 5 min.

Filtrou-se o sobrenadante em filtros PTFE MILLIPORE® 30 mm de didmetro e

0,22 um de poro. Repetiu-se o procedimento de extracdo por mais duas vezes.
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Secou-se o produto de extracdo num equipamento SpeedVac, re-
suspendeu-se novamente em 6,0 mL na solucdo de metanol:dgua (1:1) e retirou-

se uma aliquota de 20,0 uL para analise por HPLC-UV.

4.3.2 Analise dos extratos de citros utilizando a técnica HPLC-UV-SPE-
NMR

O método de extragdo dos metabdlitos secundarios para a andlise
dos extratos de citros utilizando a técnica de HPLC-UV-SPE-NMR foi o mesmo

citado anteriormente (item 4.3.1).

4.3.3 Analise da variacdo do perfil quimico de citros via HPLC-MS/MS (ou
CLAE-EM/EM)

Pesou-se 50 mg de material seco, adicionou-se 2,0 mL de uma
solucdo de metanol:agua (1:1), triturou-se e extraiu-se os metabolitos por 90 s
utilizando-se um ultraturrax a 20000 rpm e centrifugou-se a 4000 rpm por 5
min. Filtrou-se o sobrenadante em filtros PTFE MILLIPORE® 30 mm de
diametro e 0,22 um de poro. Repetiu-se o procedimento de extragdo por mais
duas vezes.

Secou-se o produto de extracdo num equipamento SpeedVac, re-
suspendeu novamente em 6,0 mL na solugdo de metanol:agua (1:1) e retirou-se

uma aliquota de 1,0 mL para analise por HPLC-MS/MS.
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4.3.4 Quantificacao das cumarinas preniladas xantiletina e seselina nas
raizes de citros

4.3.4.1 Preparo das amostras

Pesou-se 20 mg de material seco (raizes de citros), adicionou-se 1,0
mL de metanol 100%, agitou.-se por 30 s utilizando-se um vortex e centrifugou-
se a 12000 rpm por 20 min. Filtrou-se o sobrenadante em filtros PTFE
MILLIPORE® 30 mm de didmetro e 0,22 um de poro. Repetiu-se o
procedimento de extracdo por mais duas vezes.

Secou-se o produto de extracdo num equipamento SpeedVac, re-
suspendeu novamente em 3,0 mL de metanol e retirou-se uma aliquota de 20,0
uL para anélise por HPLC-UV.

Todas as extracdes foram realizadas em triplicatas, ou seja, utilizou-

se trés amostras de 20 mg cada.

4.3.4.2 Preparo das solucées padrao, padrao estoque, padroes de analise e

amostras controle de qualidade

Para o preparo das solu¢des padrio das cumarinas xantiletina e

seselina utilizou-se o seguinte procedimento:

a) xantiletina: Pesou-se exatamente uma massa 10 mg da cumarina
xantiletina, a qual foi previamente isolada, e caracterizada por RMN de
'H e por CG-MS, cujo grau de pureza via HPLC demonstrou-se maior que
95% e transferiu-se para um baldo volumétrico de 10 mL. Em seguida
este padrdo foi solubilizado em MeOH e armazenado a -20°C. Sua
concentragdo nominal foi de 1 mg/mL , 1000 ppm ou 1000 pg/mL .

b) Seselina: Assim como a xantiletina, pesou-se uma massa de 10 mg dessa

cumarina, transferiu-a para um baldo volumétrico de 10 mL e a
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solubilizou em 10 mL de MeOH. Sua concentracao nominal foi de 1000
ug/mL e a mesma foi armazenada a -20°C.

Em seguida preparou-se as solu¢des de trabalho, tanto da
xantiletina quanto da seselina, também em MeOH, nas concentracoes de 10, 20,
40, 100, 200, 400 e 1000 pg/mL para os padrdes de calibragdo e 12, 500 e
900ng/mL para os controles de qualidade.

A curva de calibragdo para o método desenvolvido foi a
denominada curva de calibracdo por padronizagdo externa e foi preparada como
descrito abaixo:

Preparou-se em triplicata solugdes de calibragao, pipetando 100 pL
das solucdes de trabalho em tubos de ensaio, e evaporou-se o solvente através de
ar comprimido. Apos a secagem, solubilizou-se os padroes em 1 mL. de MeOH e
os agitou num vortex por 30 s. Obteve-se as seguintes concentragdes finais dos
padrdes de calibragdo: 1, 2, 4, 10, 20, 40 e 100 pg/mL, tanto para a xantiletina
quanto para a seselina. As curvas de calibracdo foram obtidas por regressao
linear, considerando a relacdo area do pico/concentragdo dos padrdes. A
linearidade da curva de calibracdo foi obtida pelo valor do coeficiente de
correlacao linear de Pearson.

As curvas de calibracdo por adicdo de padrio tanto para a
xantiletina quanto para a seselina foram preparadas a partir das solu¢des padrao
das mesmas na concentracdo de 1000 pg/mL. Para isso utilizou-se as seguintes
concentragoes:

Xantiletina: 10, 15, 30, 60 e 80 png/mL.

Seselina: 10, 15, 30, 60 e 80 pg/mL

Ambas as cumarinas foram adicionadas as matrizes de raizes de
citros, secas em fluxo de ar afim de evaporar todo o solvente, e extraidas
utilizando a metodologia citada no item 4.2.1.1.

Assim como na curva de calibragdo, as curvas de adigdo de padrao

foram obtidas através da regressdo linear, considerando a area das bandas
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cromatograficas relativas as concentracoes dos analitos j& presentes nas matrizes
mais os analitos adicionados as mesmas. Calculou-se os fatores de resposta para
curva e através do calculo de retorno, o teor das cumarinas em cada amostra € o

poder de extracdo da técnica.

4.3.4.3 Figuras de mérito utilizadas na validacido do método analitico por
HPLC

As figuras de mérito utilizadas na validacdo do método analitico
das cumarina xantiletina e seselina foram a seletividade, a eficiéncia de extracao
ou recuperagao, a precisao (intra e inter dia) e exatidao.

Para a seletividade foram utilizadas seqiiéncias de andlise contendo
trés amostras. A recuperagdo se deu no preparo das curvas de adicdo de padrao,
pois ndo havia amostras isentas dos analitos de interesse e nem padrdes similares
aos analitos que pudessem ser utilizados como padrao interno.

Para avaliacdo da precisdo intra e inter dia preparou-se em
quintuplicata, a partir das solugdes padrdo, amostras nas seguintes
concentragdes: 1,2; 50 e 90 pg/mL, em dias ndo consecutivos. A precisdo do
método analitico foi expressa no coeficiente de variacdo CV (%) das replicatas.

Ja a exatiddo foi expressa em porcentagem entre a razdo do valor
médio das concentragdes extraidas sobre a concentracdo média das
concentracoes adicionadas. Além do calculo acima, realizou-se também o
chamado “teste cego” para o calculo da exatiddao. Os valores considerados
aceitos foram:

- Precisdo: CV menores que 3% para amostras preparadas a partir dos padroes
estoque e 15% para as amostras de raizes;

- Exatidao: desvios aceitos menores que 2% do valor nominal da concentragao.
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4.3.4.4 Limites de Quantificacdo e deteccao

O limite de quantificagdo (LQ) foi determinado pela menor
concentragdo, de trés replicas, onde a precisao ndo excedia 20% de variabilidade
¢ a exatidao nao excedia os desvios de 20% do valor nominal da concentracao.
O limite de detec¢do (LD) foi determinado considerando a relagdo sinal/ruido de
trés vezes a linha de base referente as bandas cromatograficas da xantiletina e da

seselina.

4.3.5 Quantificacdo das cumarinas preniladas xantiletina e seselina nas

folhas, caules inferiores e caules superiores de citros

4.3.5.1 Preparo das amostras

As partes aéreas de citros (folhas, caules superiores e inferiores)
depois de coletadas foram lavadas com agua corrente e colocadas em estufa de
circulagdo de ar com temperatura controlada de 45°C por trés dias. Em seguida,
o material seco fo1 moido em moinho de facas Willey, pulverizado em moinho
criogénico e peneiradas utilizando uma peneira molecular de 0,25 pm.

Pesou-se 50 mg de material seco, adicionou-se 2,0 mL de metanol
100%, agitou-se por 30 s utilizando-se um vortex, extraiu-se utilizando um
ultraturrax IKA a 20000 rpm por 1 min e 30 s e centrifugou-se a 4000 rpm por 4
min. Filtrou-se o sobrenadante em filtros PTFE MILLIPORE® 30 mm de
diametro e 0,22 um de poro. Repetiu-se o procedimento de extragdo por mais
duas vezes.

Secou-se o produto de extracdo num equipamento SpeedVac, re-
suspendeu novamente em 6,0 mL de metanol e retirou-se uma aliquota de 20,0
ulL para andlise por LC-MS-MS. Todas as extragdes foram realizadas em

triplicatas.

51



Procedimentos Experimentais

4.3.5.2 Preparo das solucées padrao, padrao estoque, padroes de analise e

amostras controle de qualidade

Para o preparo das solu¢des padrio das cumarinas xantiletina e

seselina utilizou-se o seguinte procedimento:

c) Xantiletina: Pesou-se exatamente uma massa 10 mg da cumarina
xantiletina, a qual foi previamente isolada, e caracterizada por RMN de
'H e por CG-MS, cujo grau de pureza via HPLC demonstrou-se maior que
95% e transferiu-se para um baldo volumétrico de 100 mL. Em seguida
este padrdo foi solubilizado em MeOH, retirou-se uma aliquota de 1mL e
diluiu-se para 10 mL. A concentragdo nominal final foi de 10 pg/mL e a
solucdo foi armazenada a -20°C.

d) Seselina: Assim como a xantiletina, pesou-se uma massa de 10 mg dessa
cumarina, transferiu-a para um baldo volumétrico de 100 mL, solubilizou-
se em 100 mL de MeOH e a diluicdo foi feita até sua concentracao

nominal atingir 10 pg/mL e a mesma foi armazenada a -20°C.

Em seguida preparou-se as solugdes de trabalho, tanto da
xantiletina quanto da seselina, também em MeOH, nas concentragdes de 0,005;
0,01; 0,05; 0,1; 1,00; 5,00; e 10 pg/mL para os padrdes de calibragdo e 0,012;
4,50 e 8,00 ug/mL para os controles de qualidade.

A curva de calibragdo para o método desenvolvido foi a
denominada curva de calibracdo por padronizagdo externa e foi preparada
analogamente ao item 4.2.2.2.

As curvas de calibracdo foram obtidas por regressdo linear,
considerando a relacdo area do pico/concentracao dos padrdes. A linearidade da
curva de calibragdo foi obtida pelo valor do coeficiente de correlagdo linear de

Pearson.
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As curvas de calibracdo por adicdo de padriao tanto para a
xantiletina quanto para a seselina foram preparadas a partir das solu¢des padrao
das mesmas na concentragdo de 100 ng/mL. Para isso utilizou-se as seguintes
concentragoes:

Xantiletina: 0,5; 1,0 e 3,0 pg/mL.

Seselina: 0,5; 1,0 e 3,0 pg/mL

Ambas as cumarinas foram adicionadas as matrizes de caules e
folhas de citros, secas em fluxo de ar a fim de evaporar todo o solvente, e
extraidas utilizando a metodologia citada no item 4.2.2.1.

As curvas de adicdo de padrao foram obtidas através da regressao
linear, considerando a darea das bandas cromatograficas relativas as
concentragdes dos analitos ja presentes nas matrizes mais o0s analitos

adicionados as mesmas.

4.3.5.3 Parametros utilizados do método analitico por HPLC-MS/MS

Nio se utilizou todas as figuras de mérito necessdrias para a
validacao do método analitico via HPLC-MS/MS das cumarinas xantiletina e
seselina nas folhas e caules de citros, mas avaliou-se a seletividade, a eficiéncia
de extracdo ou recuperacao, a precisao e exatidao.

Para a seletividade foram utilizadas seqiiéncias de andlise contendo
trés amostras. A recuperagdo se deu no preparo das curvas de adicdo de padrao,
pois nao havia amostras isentas dos analitos de interesse e nem padrdes similares
aos analitos que pudessem ser utilizados como padrao interno.

Para a avaliagdo da precisdo preparou-se em quintuplicata, a partir
das solucdes padrdo, amostras nas seguintes concentracoes: 0,012; 4,50 ¢ 8,00
pg/mL. A precisdao do método analitico foi expressa no coeficiente de variagdo

CV (%) das replicatas. J4 a exatiddo foi expressa em porcentagem entre a razao
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do valor médio das concentragdes extraidas sobre a concentracdo média das
concentragoes adicionadas. Os valores considerados aceitos foram:

- Precisao: CV menores que 15% para amostras preparadas a partir
dos padrdes estoque € 20% para as amostras de folhas e caules;

- Exatidao: desvios aceitos menores que 15% do valor nominal da

concentracao.

4.3.5.4 Limites de Quantificacdo e deteccao

O limite de quantificagdo (LQ) foi determinado pela menor
concentragao, de trés replicas, onde a precisao ndo excedia 20% de variabilidade
¢ a exatidao nao excedia desvios de 20% do valor nominal da concentragao. O
limite de deteccdo (LD) foi determinado considerando a relagdo sinal/ruido de
trés vezes a linha de base referente as bandas cromatograficas da xantiletina e da

seselina.

4.3.6. Quantificacdo dos flavondides hesperidina e rutina nas folhas e caules

de citros

Para a quantificagdo dos flavonoides nas folhas, caules superiores e
caules inferiores de citros pesou-se 50 mg de material seco, adicionou-se 2,0 mL
de metanol:agua (1:1), agitou-se por 30 s, extraiu-se utilizando um ultraturrax
IKA a 20000 rpm por 1 min e 30 s e centrifugou-se a 4000 rpm por 4 min.
Filtrou-se o sobrenadante em filtros PTFE MILLIPORE® 30 mm de didmetro e
0,22 um de poro. Repetiu-se o procedimento de extracdo por mais duas vezes.

Secou-se o produto de extracdo num equipamento SpeedVac, re-
suspendeu novamente em 6,0 mL de metanol e retirou-se uma aliquota de 20,0
uL para andlise por HPLC-UV. Todas as extragdes foram realizadas em

triplicatas, ou seja, utilizou-se trés amostras de 50 mg cada.
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4.3.6.1 Preparo das solucées padrao, padrao estoque, padroes de analise e

amostras controle de qualidade

Para o preparo das solugdes padrdo dos flavonoides hesperidina e

rutina utilizou-se o seguinte procedimento:

e) Hesperidina: pesou-se exatamente uma massa 10 mg da mesma, a qual foi
obtida comercialmente, cujo grau de pureza estd em torno de 90% e
transferiu-se para um baldo volumétrico de 10 mL. Em seguida este
padrao foi solubilizado em MeOH e armazenado a -20°C. Sua
concentragdo nominal foi de 1 mg/mL ou 1000 ppm .

f) Rutina: assim como a hesperidina, pesou-se de 10 mg do flavonodide,
transferiu-a para um baldo volumétrico de 10 mL e a solubilizou em 10
mL de MeOH. Sua concentragdo nominal foi de 1000 ppm e a mesma foi

armazenada a -20°C.

Em seguida preparou-se as solugdes de trabalho, tanto para a
hesperidina quanto para a rutina, nas concentragdes de 10, 20, 50, 100, 200, 400,
600, 800 e 1000 pg/mL; 5, 10, 25, 50, 100, 200, 300, 400 e 500 ug/mL para os
padroes de calibracdo da hesperidina e rutina respectivamente e 40, 500 e 900;
20, 250 e 450pg/mL para os controles de qualidade.

A curva de calibracdo para o método desenvolvido foi também a
denominada curva de calibragdo por padronizacdo externa e foi preparada de
modo analogo ao item 4.3.4.2.

Obtiveram-se as seguintes concentragdes finais dos padroes de
calibragdo: 1, 2, 5, 10, 20, 40, 60, 80 ¢ 100 pg/mL para a hesperidina e 0,5; 1;
2,5; 5; 10; 20; 30; 40 e 50 pg/mL para a rutina. As curvas de calibracdo foram

obtidas por regressao linear, considerando a relagdo area do pico/concentragao
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dos padrdes. A linearidade da curva de calibragdo foi obtida pelo valor do
coeficiente de correlacao linear de Pearson.

As curvas de calibragdo por adi¢cdo de padrao para os flavondides
citados acima foram preparadas a partir das solugdes padroes das mesmas na
concentracdo de 1000 pg/mL. Como trata-se de matrizes diferentes; folhas e
caules, adicionou-se os padroes hesperidina e rutina numa matriz de caules e
numa matriz de folhas.

As concentragdes utilizadas foram:

- Hesperidina

folhas: 1,0; 3,0; 10; 50; 60 pg/mL.
caules: 3,0; 6,0; 20; 40; 70 png/mL.

- Rutina:

folhas: 2,0, 6,0; 10; 20; 25; 35 ug/mL
caules: 5,0; 15,0; 30;35; 45; png/mL.

Ambos os flavondides foram adicionadas as matrizes de raizes de
citrus, secas em fluxo de ar a fim de evaporar todo o solvente, e extraidas
utilizando a metodologia citada no item 4.2.1.1.

Assim como na curva de calibragdo, as curvas de adigdo de padrao
foram obtidas através da regressdo linear, considerando a area das bandas
cromatograficas relativas as concentracoes dos analitos j& presentes nas matrizes
mais os analitos adicionados as mesmas. Calculou-se os fatores de resposta para
curva e através do calculo de retorno, o teor dos flavondides em cada amostra e

o poder de extragdo de da técnica.
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4.3.6.2 Figuras de mérito utilizadas na validacido do método analitico por
HPLC

As figuras de mérito utilizadas na validacdo do método analitico
dos flavonoides foram: a seletividade, a eficiéncia de extracao ou recuperagao, a
precisdo (intra e inter dia) e a exatidao.

Para a seletividade foram utilizadas seqiiéncias de andlise contendo
trés amostras. A recuperagdo se deu no preparo das curvas de adicdo de padrao,
pois ndo havia amostras isentas dos analitos de interesse e nem padrdes similares
aos analitos que pudessem ser utilizados como padrao interno.

Para avaliacdo das precisdes intra e inter dia preparou-se em
quintuplicata, a partir das solugdes padrdo, amostras nas seguintes
concentragdes: 4,0; 50 e 90 ug/mL e 2,0; 25 e 45 png/mL para a hesperidina e
rutina respectivamente, em dias ndo consecutivos. A precisio do método
analitico fo1 expressa no coeficiente de variagdo CV (%) das replicatas. Ja a
exatiddo foi expressa em porcentagem entre a razdo do valor médio das
concentracoes extraidas sobre a concentracdo média das concentragoes
adicionadas. Os valores considerados aceitos foram:

- Precisdo: CV menores que 3% para amostras preparadas a partir
dos padrdes estoque e 15% para as amostras de folhas, caules superiores e
inferiores;

- Exatiddo: desvios aceitos menores que 2% do valor nominal da

concentracao.
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5. Resultados e discussoes

5.1 Resultados obtidos apos a inoculacio da bactéria X. fastidiosa em

enxertos de citros

As avalia¢des dos sintomas de CVC nas plantas manipuladas com a
bactéria X. fastidiosa iniciaram-se trés meses apOs a inoculacdo, conforme
indicado por LI (1997), apud JAIMES (2002). Um dos métodos mais seguros
para a deteccdo da X. fastidiosa ¢ através da amplificacdo do seu DNA pela
reacdo da polimerase em cadeia, a PCR, onde utiliza-se primers para amplificar
um fragmento de 733 pares de bases (pb) presentes nas folhas contaminadas
com a bactéria (Lins et al, 2008). As amostras que apresentaram o fragmento de
733 pb amplificado foram consideradas positivas para a X. fastidiosa. Segundo
informacoes pessoais da pesquisadora Dra Alessandra de Souza do Centro de
Citricultura Apta Citros, a técnica de inoculacdo seguida neste trabalho tem uma
eficiéncia de 60 a 80% em plantas jovens, sendo que a medida que as plantas
envelhecem, diminui-se a eficiéncia. Mas neste trabalho, conseguiu-se 100% de
inoculagdo, ou seja, constatou-se a presenga da bactéria X. fastidiosa em todas as
plantas inoculadas mecanicamente. A Figura 5.1 mostra o resultado da presenca
de DNA da X fastidiosa em todas as mudas analisadas.

Ao observar a figura 5 notam-se bandas mais € menos intensas
indicando que quanto maior a intensidade maior a concentragdo de DNA
extraido e conseqlientemente maior a concentragdo bacteriana nas plantas.
Mesmo sendo um teste qualitativo e ndo quantitativo, a Figura 5.1 mostra que a
concentragdo de X. fastidiosa, apesar de ter sido inoculada numa mesma
concentragdo de unidades formadoras de coldnia, varia muito entre plantas com
mesma idade, e também pode variar em concentragdo nas diferentes partes

vegetais (LINS et al, 2008).
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Figura 5.1. Gel de agarose dos produtos amplificados por PCR do DNA
extraido das folhas de citros apos a inoculagdo da bactéria X. fastidiosa: 1até 70

plantas; N= controle negativo (dgua); M= marcadores.

Apesar de se ter comprovado a presenca da bactéria, as plantas
ainda nao apresentavam sintomas de CVC, sendo necessario realizar
observacoOes visuais freqiientes do aparecimento dos sintomas, os quais foram
surgindo ao decorrer de mais 60 dias. O intuito do projeto era analisar o perfil
quimico dos pés-francos de C. sinensis ¢ C. limonia, do enxerto controle
negativo, ou seja do enxerto sem inocular a bactéria e dos enxertos com a
bactéria inoculada mas sem sintomas visiveis de CVC e com a bactéria
inoculada e com sintomas de CVC. Como pdde-se notar nos procedimentos €
nos resultados, um “ciclo” completo para que se tenha o material de estudo em
maos, leva em torno de oito meses, desde o preparo do enxerto até o
aparecimento dos sintomas foliares da bactéria. Obteve-se 56 mudas de C.
sinensis sobre C.limonia com sintomas de CVC e 14 mudas sem sintomas de
CVC. Por falta de experiéncia ndo foi separado uma quantidade maior de plantas
sem sintomas, mas com a bactéria presente. Também foi separada apenas uma
pequena quantidade de plantas do controle, ou seja, os enxertos desenvolvidos

nas mesmas condi¢des, porém sem a inoculagcdo da bactéria. Isto levou a muito
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pouco material destas plantas para os estudos posteriores, principalmente de
folhas.

Todas estas plantas foram separadas em folhas, caules (inferiores e
superiores) e raizes, os quais foram rotulados como discriminados abaixo:

Limao cravo (C. limonia):

FLC - folhas do limao cravo

CLC - caules do limao cravo

RLC - raizes do limao cravo

Laranja péra (C. sinensis):
FLP - folhas da laranja péra
CLP - caules da laranja péra

RLP - raizes da laranja péra

Enxerto controle (enxerto de C. sinensis sobre C. limonia sem
inocular a bactéria X. fastidiosa):

FEC - folhas do enxerto controle

CSEC - caules superiores do enxerto controle

CIEC - caules inferiores do enxerto controle

REC - raizes do enxerto controle

Enxerto sem sintomas de CVC (enxerto de C. sinensis sobre C.
limonia com a bactéria X. fastidiosa inoculada, mas sem sintomas foliares
de CVO):

FESS - folhas do enxerto sem sintomas de CVC

CSESS - caules superiores do enxerto sem sintomas de CVC

CIESS - caules inferiores do enxerto sem sintomas de CVC

RESS - raizes do enxerto sem sintomas de CVC
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Enxerto com sintomas de CVC (enxerto de C. sinensis sobre C.
limonia com a bactéria X. fastidiosa inoculada e com sintomas foliares de
CVO):

FECS - folhas do enxerto com sintomas de CVC
CSECS - caules superiores do enxerto com sintomas de CVC
CIECS - caules inferiores do enxerto com sintomas de CVC

RECS - raizes do enxerto com sintomas de CVC

Os cddigos citados acima serdo utilizados deste ponto em diante
nos resultados e discussdes posteriores.

Na extracao do DNA bacteriano foi utilizado um protocolo no qual
alguns constituintes sdo muito importantes para evitar algumas reagdes quimicas
no meio. O tampao CTAB elimina polissacarideos e polifendis, os quais oxidam
o DNA irreversivelmente, tornando-o inacessivel as enzimas de restri¢cdes. O
EDTA tem a funcio de quelar cofatores como o Mg®" e Mn”" inibindo as
nucleases, as quais podem degradar o DNA. Os tampdes de extracdo possuem
pH em torno de oito, favorecendo a complexacao dos cofatores com o EDTA. O
mercaptoetanol € o cloroférmio possuem a funcdo de desnaturar as proteinas
presentes no meio, tornando-as insoliiveis na fase aquosa, onde se encontram os

acidos nucléeicos. Ou seja, estes separam os acidos nucléicos das proteinas.

5.2 Medidas de HR-MAS CMPG em amostras de Citros

Ao realizar as medidas espectroscopicas de HR-MAS utilizou-se a
sequéncia de pulsos CPMG com supressdo do sinal da 4gua, a fim de “filtrar” os
sinais de moléculas com tempo de relaxagao (T2) muito curto, o qual provoca o
alargamento dos sinais, € minimizar o sinal oriundo da agua deuterada. Outra
fun¢do do uso da CPMG ¢ suprimir os sinais provenientes de macromoléculas

presentes nas células vegetais que sdo mais rigidas e maiores, fornecendo sinais
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alargados os quais podem vir a encobrir deslocamentos provenientes de
micromoléculas.

Inicialmente foram avaliados os espectros de RMN de '"H CPMG
HR-MAS visando de observar se os mesmos continham informag¢des suficientes
para distinguir os espécimens estudados e se as informacoes eram reprodutiveis
nas mesmas partes vegetais. Foram obtidos espectros em triplicata para cada
amostra de citros e de cada parte vegetal, e ainda considerou-se o deslocamento
quimico, a intensidade relativa e a largura da linha dos sinais presentes.

A Figura 5.2 mostra os espectros de RMN-HR de 'H das amostras
dos caules inferiores e superiores dos enxertos (amostra padrao do caule inferior
e superior sem inocular a bactéria, CIEC e CSEC respectivamente; caule inferior
e superior com sintoma, CIECS, CSECS; caule inferior e superior sem sintoma,
CIESS, CSESS), das raizes dos enxertos (amostra padrio sem inocular a
bactéria, REC, raizes com sintoma RECS, raizes sem sintoma RESS), em
comparagdo com aqueles obtidos para os caules inferiores das plantas de origem,
laranja péra (CLP) e limdo cravo (CLC). Observa-se uma infinidade de
deslocamentos quimicos provenientes das mais diversas classes de metabolitos
secundarios. Todos os espectros possuem um bom grau de similaridade, mas
ocorrem algumas variacoes nas intensidades dos sinais. Sendo assim, optou-se
por analisar separadamente cada parte vegetal, comparando os pés-francos e os

enxertos.
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Figura 5.2. Espectros de RMN HR-MAS de 'H das amostras dos caules inferiores e superiores dos enxertos (amostra padrio do caule inferior e
superior sem inocular a bactéria, CIEC e CSEC respectivamente; caule inferior e superior com sintoma, CIECS, CSECS; caule inferior e superior
sem sintoma, CIESS, CSESS), das raizes dos enxertos (amostra padrao sem inocular a bactéria, REC, raizes com sintoma RECS, raizes sem sintoma
RESS), em compara¢do com aqueles obtidos para os caules inferiores da laranja péra (CLP) e limao cravo (CLC). Experimentos realizados em

triplicatas e com supressao do sinal da agua (D,0O, 400 Mz)
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Na Figura 5.3 foram colocados os espectros de RMN-HR de 'H das
amostras dos caules inferiores dos enxertos (amostra padrdo sem inocular a
bactéria, CIEC, caule inferior com sintoma CIECS, caule inferior sem sintoma
CIESS) em comparagdo com aqueles obtidos para os mesmos 6rgaos das plantas
de origem, laranja péra (CLP) e limdo cravo (CLC). Esta figura mostra que ha
uma variacdo de intensidade em alguns deslocamentos, sendo essa proveniente
da diferenca de concentragdo de acucares presentes em todas as matrizes.

Nota-se que no espectro da amostra do limao cravo (CLCa), o qual
¢ tolerante ao ataque da bactéria X. fastidiosa, aparecem sinas referentes a um
metabolito que possui deslocamentos quimicos nas regioes de 6 1,5 com mais
intensidade que nas demais matrizes. No espectro da amostra do caule inferior
da laranja péra (CLPa), a qual ndo ¢ resistente ao ataque bacteriano, aparecem
sinais nas regides de o 3,6 a 4,0 e também na regido de 6 5,5 mais intensos que
naqueles das demais matrizes. Estes sinais sdo caracteristicos de agucares, e
estes aparecem com deslocamentos muito proximos, mas em menor intensidade
nas demais matrizes. Estes dados ndo permitem inferir defesas, pois a laranja
péra ndo ¢ resistente a X. fastidiosa.

Analisando o espectro de RMN-HR de 'H (Figura 5.4) da amostra
do caule inferior do limao cravo (CLCa) separado daqueles das demais matrizes,
verifica-se sinais de carboidratos o que poderia sugerir os deslocamentos
proximos de o 1,5 referirem-se as metilas de unidades de raminose. Contudo, a
raminose apresenta um sinal em 6 5.40 (d, J = 1.5 Hz) referente ao seu
hidrogénio anomérico, ¢ um segundo sinal em & 0.79 (d, J = 6.5 Hz)
correspondente a sua metila em C-5, além dos outros sinais nas regides de
03,6 a 4,0 (HARBONE, 1994). Os dois singletos intensos em & 1.43 e 1.48
apresentam integrais para trés hidrogénios cada, portanto ndo correspondem a
dubletos. Os sinais da raminose podem até estarem presentes, mas em
intensidades despreziveis. Além disso, a diferenca entre os deslocamentos

quimicos destes sinais levaram a um J de 20 Hz, confirmando que estes sinais
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referem-se a metilas de outra classe de compostos. O metabolito (ou 0s)
referente a estes sinais ndo permaneceram na mesma concentracdo (ou sua
biossintese foi inibida) nos enxertos oriundos deste limao cravo. Infelizmente
este metabolito ndo foi identificado neste experimento € nem nos proximos que
serdo discutidos. Com isto, fica uma pergunta sem resposta, se seria ele o
responsavel pela resisténcia do limao cravo frente a X. fastidiosa.

Na Figura 5.5 foram colocados os espectros de RMN-HR de 'H das
amostras dos caules superiores dos enxertos (amostra padrdo sem inocular a
bactéria, CSE, caule superior com sintoma CSECS, caule superior sem sintoma
CSESS) em comparacdo com aqueles obtidos para os caules inferiores das
plantas de origem, laranja péra (CLP) e limdo cravo (CLC). Esta figura mostra
que nos espectros referentes aos enxertos com (CSECS) e sem sintomas
(CSESS) aparecem sinais mais desblindados entre & 6.8 ¢ 8.4 com baixa
intensidade, mas praticamente ausentes no espectro da amostra da laranja péra
(CLP). Os sinais entre 6 7.5 e 8.4 aumentam um pouco em intensidade para
enxertos com sintomas (CSECS) em relacdo aqueles da matriz sem sintomas
(CSESS). Compostos aromaticos em maior concentracdo em matrizes com
sintomas foram identificados em outros experimentos que serdo discutidos mais
a frente. Os sinais caracteristicos de carboidratos sdo dificeis de avaliar
comparativamente. Alguns sinais na regido de & 3.0 a 4.4 aumentam a
intensidade no espectro da amostra do enxerto com sintomas (CSECS) e alguns
se igualam aqueles da laranja péra (CLP). Infelizmente ndo foi possivel
identificar nenhuma destas substancias neste experimento, contudo a variacao da

intensidade de alguns sinais € indicativa da presenga da bactéria.
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Figura 5.3. Espectros de RMN-HR de 'H das amostras dos caules inferiores dos enxertos (amostra padrio sem inocular a bactéria,

CIEC, caule inferior com sintoma CIECS, caule inferior sem sintoma CIESS) em comparacdo com aqueles obtidos para os mesmos

orgaos das plantas de origem, laranja péra (CLP) e limao cravo (CLC), com supressao do sinal da agua ((D,0O, 400 Mz).
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SpinWorks 3: Caule limao cravo
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Figura 5.4. Espectro de RMN HR-MAS de 'H da amostra do caule inferior do limio cravo (CLCa) separado daqueles das

demais matrizes, com supressao do sinal da agua ((D,0O, 400 Mz)
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Na Figura 5.6 foram colocados os espectros de RMN-HR de 'H das
amostras das raizes dos enxertos (amostra padrdao sem inocular a bactéria, REC,
raizes com sintoma RECS, raizes sem sintoma RESS) em comparacdo com
aqueles obtidos para os caules das plantas de origem, laranja péra (CLP) e limdo
cravo (CLC). O mesmo comentado acima para a andlise dos caules superiores
ocorre com as raizes, ou seja, os sinais caracteristicos de carboidratos sao
dificeis de avaliar comparativamente. Contudo, ¢ nitido o aumento da
intensidade do carboidrato que possui o deslocamento do hidrogénio anomérico
proximo a & 5.3. Infelizmente ndo foi possivel identificar nenhuma destas
substancias neste experimento.

A diferenca nas intensidades de alguns sinais em todos os
experimentos discutidos acima via os espectros de RMN-HR de 'H mostra que o
metabolismo secundario do enxerto com doenga varia na planta como um todo,
desde a raiz ao caule superior. Contudo, como os espectros foram dificeis de
avaliar comparativamente, foi aplicado em cada matriz métodos quimiométricos

de analise exploratoria.
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Figura 5.5. Espectros comparativos d¢ RMN HR-MAS de 'H das amostras dos caules superiores dos enxertos (amostra padrio

sem inocular a bactéria, CSEC, caule superior com sintoma CSECS, caule superior sem sintoma CSESS) em comparagdao com

aqueles obtidos para a laranja péra (CLP) e limao cravo (CLC), com supressao do sinal da agua (D,0, 400 Mz).
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Figura 5.6. Espectros comparativos d¢ RMN HR-MAS de 'H das amostras das raizes dos enxertos (amostra padrio sem

inocular a bactéria, REC, raizes com sintoma RECS, raizes sem sintoma RESS) em comparacao com aqueles obtidos para os

caules das plantas de origem, laranja péra (CLP) e limao cravo (CLC), com supressao do sinal da agua ((D,0, 400 Mz).
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5.2.2 Analise Exploratoria dos dados obtidos através da RMN de 'H HR-
MAS CPMG de amostras de Citros

A analise visual ndo foi totalmente eficaz para fornecer regides
espectrais em comum ou diferente na comparagdo das amostras estudadas, como
discutido no item anterior. Ao se realizar uma andlise exploratéria destes dados
espectroscopicos a mesma pode evidenciar possiveis regides, separando assim
amostras tolerantes das susceptiveis ao ataque bacteriano. Os dados
espectroscopicos obtidos foram submetidos 4 analise de componentes principais
(PCA) e a analise por agrupamentos hierarquicos (HCA).

Todas as partes vegetais foram preparadas em triplicatas, eliminou-
se algumas regides espectrais que se tratavam de residuos de dgua presente na
amostra, o sinal referente ao TMSP-d4 e ruidos presentes entre os sinais, para
entdo auto-escalar os espectros. Foram analisados simultaneamente todos os
espectros de RMN-HR de 'H obtidos para as amostras estudadas, caules
inferiores e superiores, folhas e raizes, os quais geraram uma matriz.
Inicialmente aplicou-se a andlise de PCA nesta matriz. A matriz gerada, apds as
exclusdes era formada por 54 linhas correspondentes a 18 partes vegetais em
triplicata ¢ 16467 colunas, correspondentes aos deslocamentos quimicos. A

Figura 5.7 relata o grafico de linhas da matriz gerada.
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Figura 5.7. Gréfico de linhas correspondentes aos espectros de RMN HR-MAS de 'H das amostras dos caules inferiores e superiores
dos enxertos (amostra padrao do caule inferior e superior sem inocular a bactéria, CIEC e CSEC respectivamente; caule inferior e
superior com sintoma, CIECS, CSECS; caule inferior e superior sem sintoma, CIESS, CSESS), das raizes dos enxertos (amostra padrao
sem inocular a bactéria, REC, raizes com sintoma, RECS, raizes sem sintoma, RESS), em compara¢gao com aqueles obtidos para os
caules inferiores das plantas de origem, laranja péra (CLP) e limdo cravo (CLC). Os blocos em cinza mostram as regides do

espectro excluidas na analise de quimiometria. (D,0O, 400 Mz)
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Na Tabela 5.1 pode-se verificar a varidncia dos dados originais

explicada por cada componente principal (PC), além da varidncia cumulativa

dada por um nimero de PCs. Os valores auxiliam na escolha do nimero de PCs

usados.

Tabela 5.1. Tabela de variancia para a analise conjunta de todos os dados dos

espectros d¢ RMN HR-MAS de 'H de todas as partes vegetais dos citros

estudados.
Variancia Percentagem Cumulativa

(%) (%)

PC1 82720,60 12,74 12,74
PC2 79844,50 12,30 25,05
PC3 64494,30 9,93 34,98
PC4 42557,66 6,55 41,54
PC5 36038,28 5,55 47,10
PC6 29459,27 4,53 51,64
PC7 24945,73 3,84 55,48
PC8 24934,55 3,84 59,32
PC9 19811,97 3,05 62,38
PC10 18548,76 2,85 65,23
PC11 17362,48 2,67 67,91
PC12 15462,00 2,38 70,29
PC13 14457,16 2,22 72,52
PC14 11275,45 1,73 74,26
PC15 11549,05 1,77 76,04

A analise de PCA foi realizada utlizando-se 62,38% de informagdes

dos dados originais descritos por 9 componentes principais. As informacoes

citadas acima podem também ser verificadas através do grafico da percentagem
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da variancia versus o numero de PCs, o qual mostra um decréscimo nitido da
variancia com o aumento das PCs, fazendo com que as componentes principais
sucessivas contenham cada vez menos informacdes a respeito dos dados. E
quando a ‘“curva” de variancia para de cair bruscamente, o nimero de PCs
correspondente ¢ aquele que deve ser usado para a analise dos dados.
Analisando a Figura 5.8 conclui-se que apos a nona PC tém-se uma pequena

variacao de dados.
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Figura 5.8. Grafico da variancia versus os numeros de PCs, para a andlise
conjunta de todos os dados dos espectros de RMN HR-MAS de 'H de todas as

partes vegetais dos citros estudados.

A diferenciacdo entre as matrizes foi obtida conforme descrito nos

graficos de escores representado na Figura 5.9.
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Figura 5.9. Grafico de scores de PC1 x PC2 da analise conjunta de todos os
dados dos espectros de RMN HR-MAS de 'H de todas as partes vegetais dos
citros estudados. As andlises foram feitas em triplicatas e as letras a, be ¢
referem-se a cada matriz.

Observa-se que os valores positivos de PC1 e PC2 sdo responsaveis
pela separagdo entre as matrizes das folhas e dos caules. Contudo, ndo houve
separacdo entre as diferentes matrizes das folhas, assim como entre aquelas dos
caules. O mesmo foi observado para as matrizes das raizes em comparacdo com
aquelas das folhas e caules , onde hd uma tendéncia de separacao entre ambos na
PCI1 e também na PC2. Analisando a Figura 5.9 nota-se que as replicatas entre
as amostras estdo bastante proximas, mostrando assim que a analise dos dados

via RMN de 'H por HRMAS foi bem reprodutivel.
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A analise por HCA, Figura 5.10, confirma a separa¢do das matrizes
dos caules daquelas das folhas e raizes, mostrando que os caules inferiores e
superiores possuem pouca similaridade quimica com as demais partes vegetais,
enquanto as as raizes se correlacionam em pequena intensidade com as folhas.
Pode-se observar também que ha uma separacdo entre as matrizes das raizes

com sintomas de CVC e as demais raizes.
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Figura 5.10. Dendograma obtido na analise por HCA com os dados de RMN HR-
MAS de 'H das amostras dos caules inferiores e superiores dos enxertos (amostra
padrdo do caule inferior e superior sem inocular a bactéria, CIEC e CSEC
respectivamente; caule inferior e superior com sintoma, CIECS, CSECS; caule inferior
e superior sem sintoma, CIESS, CSESS), das raizes dos enxertos (amostra padrdo sem
inocular a bactéria, REC, raizes com sintoma RECS, raizes sem sintoma RESS), das
folhas dos enxertos (amostra padrao sem inocular a bactéria, FEC, folhas com sintoma
FECS, folhas sem sintoma FESS), das folhas do limdo cravo (FLC) e da laranja péra
(FLP), dos caules da laranja péra (CLP) e limao cravo (CLC). As andlises foram feitas

em triplicatas e as letras a, b e ¢ referem-se a cada matriz. (similaridade de 0,25%).
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Os resultados acima nado sao faceis de analisar como um todo,
assim estes foram analisados individualmente entre as respectivas partes
vegetais, uma vez que se trata de matrizes que possuem um comportamento
quimico consideravelmente diferente. Na fitoquimica classica realizada pelo
Grupo de Produtos Naturais da UFSCar, isolou-se quase que exclusivamente

flavonoides nas partes superiores € cumarinas nas raizes.

5.2.2.1 Analise Exploratoria dos dados obtidos através da RMN de 'H HR-

MAS das amostras das folhas dos citros estudados

Ao realizar a PCA e a HCA das folhas, Figuras 5.11 e 5.12
respectivamente, observou-se que hd uma separacao através da PC1 entre as
matrizes das folhas de limao cravo das demais folhas (laranja péra e folhas dos
enxertos), demonstrando aqui que o perfil quimico do limdo cravo difere dos
demais e pode ser separado através da quimiometria. Ja pela PC2 tém-se a
separacdo entre as matrizes das folhas do enxerto controle (positivo) com
aquelas das folhas de laranja e do enxerto com a bactéria presente (sintomatica e
assintomatica; negativo), demonstrando que o perfil quimico das plantas tende a
ser mais proximo do perfil quimico da laranja péra que € suscetivel ao ataque
bacteriano. A Figura 5.12 mostra claramente o isolamento das matrizes folhas

do limdo cravo no inicio do dendograma.

78



Resultados e discussfes

100
£
.
0 $eico &
N
@)
g |
%ﬁ(ﬁa
-100-
T I T [ T T T
-100 0 100
PC1 (30.58%)

Figura 5.11. Grafico de scores de PC1 x PC2 da analise conjunta de todos os
dados dos espectros de RMN HR-MAS de 'H das amostras das folhas dos citros
estudados (amostra padrdao sem inocular a bactéria, FEC, folhas com sintoma
FECS, folhas sem sintoma FESS, folhas do limao cravo, FLC, e da laranja péra
FLP). As analises foram feitas em triplicatas e as letras a, b e ¢ referem-se a cada

matriz.
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Figura 5.12. Dendograma obtido na analise por HCA com os dados de RMN
HR-MAS de 'H das amostras das folhas dos citros estudados (amostra padrio
sem 1nocular a bactéria, FEC, folhas com sintoma FECS, folhas sem sintoma
FESS, folhas do limdo cravo, FLC, e da laranja péra FLP). (similaridade de
0,38%).

A analise das faixas de deslocamentos quimicos foi feita com o
intuito de otimizar também melhores faixas espectrais que poderiam vir a
corroborar com as analises de PCA e HCA. O primeiro intervalo de
deslocamento quimico foi compreendido entre 6 1,0 a 3,0.

A Figura 5.13 mostra que apesar da reprodutibilidade nos dados da
espécie do limao cravo ndo ter sido boa, pode-se distinguir trés grupos. Um
grupo compreendido pelas matrizes das folhas do enxerto com sintomas de CVC
bem caracterizado pela PC2; outro grupo compreendido pelas matrizes das
folhas de limdo cravo, caracterizado pelas PC1 e PC2 e um terceiro grupo
compreendido pelas matrizes das folhas dos enxertos controle, enxerto sem
sintomas de CVC e laranja péra, mostrando que ha uma variacdo do perfil

quimico no intervalo de deslocamento de 6 1,0 a 3,0.
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Figura 5.13. Grafico de scores de PC1 x PC2 da analise conjunta de todos os
dados dos espectros de RMN HR-MAS de IH, regido de 6 1,0 a 3,0, das
amostras das folhas dos citros estudados (amostra padrdo sem inocular a

bactéria, FEC, folhas com sintoma FECS, folhas sem sintoma FESS, folhas do

limdo cravo, FLC, e da laranja péra FLP). As analises foram feitas em triplicatas

e as letras a, b e ¢ referem-se a cada matriz.
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O mesmo comportamento ocorre ao analisar a regido espectral de
entre O 3,0 a 5,5 conforme pode ser observado na figura 5.14, havendo alteragdo

apenas nos valores de PC1 para as matrizes das folhas de limdo cravo.
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Figura 5.14. Grafico de scores de PC1 x PC2 da analise conjunta de todos os
dados dos espectros de RMN HR-MAS de IH, regido de 6 3,0 a 5,5, das
amostras das folhas dos citros estudados (amostra padrao sem inocular a

bactéria, FEC, folhas com sintoma FECS, folhas sem sintoma FESS, folhas do

limao cravo, FLC, e da laranja péra FLP). As analises foram feitas em triplicatas

e as letras a, b e ¢ referem-se a cada matriz.

A terceira regido espectral analisada foi a denominada de
aromatica, compreendida entre 6 6,5 a 8,0. A andlise dessa regido (Figuras 5.15
e 5.16) mostra que as matrizes das folhas do limdo cravo estdo separadas
daquelas das folhas da laranja péra e do enxerto controle através da PC2,
enquanto as matrizes das folhas das espécies com a bactéria presente estio muito

proximas entre si.
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Figura 5.15. Grafico de scores de PC1 x PC2 da andlise conjunta de todos os dados
dos espectros de RMN HR-MAS de 'H, regido de 0 6,5 a 8,0, das amostras das folhas
dos citros estudados (amostra padrao sem inocular a bactéria, FEC, folhas com
sintoma FECS, folhas sem sintoma FESS, folhas do limao cravo, FLC, e da laranja
péra FLP). As analises foram feitas em triplicatas e as letras a, b e ¢ referem-se a cada
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Figura 5.16. Dendograma obtido na analise por HCA com os dados de RMN HR-
MAS de 'H, regido de 0 6,5 a 8,0, das amostras das folhas dos citros estudados
(amostra padrao sem inocular a bactéria, FEC, folhas com sintoma FECS, folhas sem
sintoma FESS, folhas do limao cravo, FLC, e da laranja péra FLP). (similaridade de

0,48%).
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5.2.2.2 Analise Exploratoria dos dados obtidos através da RMN de 'H HR-

MAS das amostras dos caules dos citros estudados.

Nas Figuras 5.17 e 5.18 foi observado o agrupamento das matrizes
dos caules superiores separadamente daquelas dos inferiores, enquanto a matriz
do caule superior do enxerto com sintomas (CSECS) foi a que mais se diferiu
das demais. Todas as matrizes dos caules inferiores dos enxertos comportaram-
se de forma analoga aquelas dos caules dos pés-francos de laranja e de limao,
apesar de ndo haver separa¢do significativa. As matrizes dos caules inferiores do
enxerto com sintomas de CVC (CIECS) caem na mesma regido de PCA

daqueles dos caules do limao cravo.
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Figura 5.17. Grafico de scores de PC1 x PC2 da analise conjunta de todos os
dados dos espectros de RMN HR-MAS de 'H das amostras dos caules
superiores e inferiores dos citros estudados (amostra padrao do caule inferior e
superior sem inocular a bactéria, CIE e CSE respectivamente; caule inferior e
superior com sintoma, CIECS, CSECS; caule inferior e superior sem sintoma,
CIESS, CSESS, caule da laranja péra, CLP, caule do limao cravo, CLC). As

analises foram feitas em triplicatas e as letras a, b e c referem-se a cada matriz.
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Figura 5.18. Ampliacdo do grafico de scores de PC1 x PC2 da analise conjunta
de todos os dados dos espectros de RMN HR-MAS de 'H das amostras dos

caules superiores e inferiores dos citros estudados.

A PCA das matrizes dos caules em o6 1,0a 3,0 (Figura 5.19)
mostrou uma grande separacdo daquelas dos caules do limdo cravo em relacao
as demais. Novamente foi observado que as matrizes dos caules inferiores se

aproximaram mais daquelas dos caules da laranja péra e ndo do limdo cravo.
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Figura 5.19. Grafico de scores de PC1 x PC2 da analise conjunta de todos os
dados dos espectros de RMN HR-MAS de IH, regido de 6 1,0 a 3,0, das
amostras dos caules superiores ¢ inferiores dos citros estudados (amostra padrao
do caule inferior e superior sem inocular a bactéria, CIEC e CSE
respectivamente; caule inferior e superior com sintoma, CIECS, CSECS; caule
inferior e superior sem sintoma, CIESS, CSESS, caule da laranja péra, CLP,
caule do limao cravo, CLC). As andlises foram feitas em triplicatas e as letras a,

b e ¢ referem-se a cada matriz.

Ao analisar a regido espectral de entre 6 3,0 a 5,5 conforme pode
ser observado na Figura 5.20, nota-se que a PCA nessa regido comporta-se de
modo andlogo a regido de 06 1,0 a3,0. Verifica-se a separagdo da matriz do
caule do limao cravo daquelas dos caules superiores e inferiores do enxerto com
sintomas, indicando que estas ultimas possuem caracteristicas quimicas

semelhantes aos caules de laranja péra.
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Figura 5.20. Grafico de scores de PC1 x PC2 da analise conjunta de todos os
dados dos espectros de RMN HR-MAS de IH, regido de 6 3,0 a 5,5, das
amostras dos caules superiores ¢ inferiores dos citros estudados (amostra padrao
do caule inferior e superior sem inocular a bactéria, CIEC e CSEC
respectivamente; caule inferior e superior com sintoma, CIECS, CSECS; caule
inferior e superior sem sintoma, CIESS, CSESS, caule da laranja péra, CLP,
caule do limao cravo, CLC). As andlises foram feitas em triplicatas e as letras a,
b e ¢ referem-se a cada matriz.

Na regido aromatica compreendida entre 0 6,5 a 8,0 observa-se a
separacdo entre as matrizes dos caules superiores com sintomas de CVC e
controle das demais matrizes dos caules através da PC2 (Figura 5.21). Ndo ha
separacdo entre as matrizes dos caules inferiores ao se analisar essa regido

espectral.
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Figura 5.21. Grafico de scores de PC1 x PC2 da analise conjunta de todos os
dados dos espectros de RMN HR-MAS de IH, regido de 0 6,8 a 8,0, das
amostras dos caules superiores ¢ inferiores dos citros estudados (amostra padrao
do caule inferior e superior sem inocular a bactéria, CIEC e CSEC
respectivamente; caule inferior e superior com sintoma, CIECS, CSECS; caule
inferior e superior sem sintoma, CIESS, CSESS, caule da laranja péra, CLP,
caule do limao cravo, CLC). As andlises foram feitas em triplicatas e as letras a,

b e ¢ referem-se a cada matriz.

5.2.2.3 Analise Exploratoria dos dados obtidos através da RMN de 'H HR-

MAS das amostras das raizes dos citros estudados

Analisando a PCA das matrizes das raizes (Figura 5.22), nota-se
um comportamento analogo aquelas das folhas, sendo que a diferenga esta no
fato de que forma-se trés grupos bem distintos entre si. Um grupo € constituido
pelas matrizes das raizes do enxerto com sintomas de CVC. Um segundo grupo
compreende as matrizes das raizes dos enxertos controle e aquelas sem sintomas
de CVC. Um terceiro grupo ¢ constituido pelas matrizes das raizes da laranja

péra.
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Figura 5.22. Grafico de scores de PC1 x PC2 da analise conjunta de todos
os dados dos espectros de RMN HR-MAS de 'H das amostras das raizes
dos citros estudados (amostra padrdo das raizes sem inocular a bactéria,

RE; raizes com e sem sintomas, RECS, RESS; raizes da laranja péra, RLP,

e do limdo cravo, RLC). As andlises foram feitas em triplicatas e as letras

a, b e c referem-se a cada matriz.

Com esse resultado pode-se inferir que quando ha a presenga da
bactéria, mas a planta ndo apresenta sintoma, estas possuem similaridades
quimicas as raizes do limdo cravo, ou seja, ao padrdo. Mas a medida que a
bactéria se desenvolve na planta e o sintoma aparece, o enxerto comporta-se
quimicamente diferente do limdo cravo, seu porta-enxerto. A andlise de PC2
relata que se pode separar quimiometricamente as matrizes das raizes da laranja
péra daquelas das raizes dos enxertos do limao cravo.

Analisando a HCA através da Figura 5.23 nota-se que apesar da
similaridade ser baixa, tem-se uma similaridade entre as matrizes das raizes do
enxerto com sintomas de CVC com aquelas das raizes de laranja péra,
mostrando assim uma tendéncia na produgdo de metabolitos secundarios pelo

enxerto similares aos metabdlitos da laranja péra.
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Figura 5.23. Dendograma obtido na analise por HCA com os dados de RMN

HR-MAS de 'H das amostras das raizes dos citros estudados (amostra padrio
das raizes sem 1nocular a bactéria, RE; raizes com e sem sintomas, RECS,
RESS; raizes da laranja péra, RLP, e do limao cravo, RLC). (similaridade de

0,25%).

O mais interessante foi o resultado obtido com a andlise das
matrizes das raizes no deslocamento de 61,0 a3,0. Tem-se novamente a
separacao das matrizes das raizes com sintomas de CVC daquelas dos demais
enxertos e das raizes do limado cravo. Verifica-se também uma similaridade entre
as matrizes das raizes da laranja péra e aquelas das raizes com sintomas de
CVC. Isto pode ser visto em PCI1, onde tanto as matrizes das raizes de laranja
quanto do enxerto com sintomas aparecem em valores negativos de PCI1 e as

demais em valores positivos (Figura 5.24).
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Figura 5.24. Grafico de scores de PC1 x PC2 da analise conjunta de todos
os dados dos espectros de RMN HR-MAS de IH, regido de 6 1,0 a 3,0,
das amostras das raizes dos citros estudados (amostra padrao das raizes
sem 1nocular a bactéria, REC; raizes com e sem sintomas, RECS, RESS;
raizes da laranja péra, RLP, e do limdo cravo, RLC). As analises foram

feitas em triplicatas e as letras a, b e ¢ referem-se a cada matriz.

Relacionando os valores das componentes principais dos graficos
de escores aos valores do grafico de loadings, verifica-se que as variaveis
destacadas em amarelo sdo as responsaveis pelo agrupamento (Figuras 5.25 e
5.26). Assim, pode-se verificar que as principais influéncias foram os sinais de
deslocamentos quimicos mais intensos, provavelmente devido ao aumento da
producao pela planta de alguns metabolitos em comum entre as espécies de

laranja péra e enxerto com sintomas de CVC.
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Figura 5.25. Grafico de loadings (PC2) dos espectros de RMN HR-MAS de 'H,

regido de 6 1,0 a 3,0, das matrizes das raizes dos citros estudados.
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Figura 5.26. Grafico de linhas dos espectros de RMN HR-MAS de 'H, regido
de 6 1,0 a 3,0, das matrizes das raizes dos citros estudados, destacando em

amarelo as variaveis descritas por valores negativos de PC2 responsaveis pela

diferenciacdo das raizes de laranja péra.

Na regido espectral entre & 3,0 a 5,5 novamente verifica-se a
separacao das matrizes das raizes com sintomas de CVC daquelas dos demais

enxertos e das raizes do limao cravo. Verifica-se também uma similaridade entre
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as matrizes das raizes da laranja péra e aquelas das raizes com sintomas de CVC
(Figura 5.27).

Na regido denominada de aromadtica (Figura 5.28) tém-se a
separacdo das matrizes estudadas em trés grupos distintos: grupol: amostra
padrao das raizes sem inocular a bactéria, REC, raizes do enxerto sem sintomas,
RESS, e raizes do limdo cravo, RLC; grupo 2: raizes da laranja péra, RLP;
grupo 3: raizes do enxerto com sintomas, RECS. Esta informag¢do ¢ interessante,
pois sugere que as raizes doentes (RECS) sintetizaram compostos aromaticos
diferentes daqueles ja existentes em seus citros de origem, limao cravo (RLC) e
laranja péra. Também pose-se inferir que as raizes do enxerto sem sintomas
(RESS) devem ter o mesmo perfil quanto aos compostos aromaticos que aquele
do limao cravo (RLC).

50

o
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e
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Figura 5.27. Grafico de scores de PC1 x PC2 da analise conjunta de todos os
dados dos espectros de RMN HR-MAS de IH, regido de 6 3,0 a 5,5, das
amostras das raizes dos citros estudadas (amostra padrao das raizes sem inocular
a bactéria, REC; raizes com e sem sintomas, RECS, RESS; raizes da laranja

péra, RLP, e do limao cravo, RLC).
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Figura 5.28. Grafico de scores de PC1 x PC2 da analise conjunta de todos
os dados dos espectros de RMN HR-MAS de 'H (regido aromatica) das
amostras das raizes dos citros estudadas (amostra padrao das raizes sem
mnocular a bactéria, RE; raizes com e sem sintomas, RECS, RESS; raizes

da laranja péra, RLP, e do limdo cravo, RLC).

Os estudos RMN HR-MAS de 'H analisados com as ferramentas
quimiométricas permitiram observar no geral diferengas entre as matrizes dos
citros com sintomas de CVC e aquelas das plantas sem sintomas, assim como
entre estas duas e as plantas que lhes deram origens (laranja péra e limdo cravo).
Assim, estes estudos mostraram que os objetivos iniciais do projeto poderiam
ser alcancados. Pois se ndo houvesse diferencas significativas no perfil quimico
das matrizes estudadas, as hipoteses do projeto seriam invalidas. A quimiometria
ndo mostra quais as diferengcas nos perfis quimicos, mas garante que elas
existem e sdo significativas. As analises d¢ RMN HR-MAS de 'H também nio
permitiram identificar os respectivos compostos que diferenciam as matrizes
estudadas, mas ja4 indicam serem eles carboidratos e substancias aromaticas.
Finalmente, os dados obtidos neste estudo indicaram no geral que o projeto pode

ser desenvolvido com seguranga de sucesso.
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5.3 Analises da variacdo do perfil quimico dos citros estudados via HPLC

aliada a ferramentas quimiométricas

A analise do perfil quimico de uma dada espécie constitui um
método qualitativo e pode-se ou ndo validar esses métodos utilizando as
propriedades de mérito como a repetibilidade, e a precisdo de inje¢do. Nesse
trabalho, foram feitas extracdes em triplicatas de cada parte vegetal e
comparou-se visualmente a repetibilidade e a precisdo de inje¢do através da
sobreposicao das bandas cromatograficas e dos tempos de retengdo. Pode-se
concluir que a técnica de extracdo apresentou uma boa reprodutibilidade. A
validagdo da extracdo foi feita ao quantificar alguns metabolitos e sera
discutida posteriormente. Apesar de se ter realizado o experimento utilizando
o detector de arranjo de diodos (DAD) numa faixa espectral de 190 a 600 nm,
escolheu-se um comprimento de onda fixo, 260 nm. Esse comprimento de
onda foi o que melhor representou o perfil cromatografico e as bandas nele
presentes. Alguns comprimentos de onda ddo uma deflexao de solvente muito
grande deixando a linha de base com desvio acentuado. Outros, por sua vez,
sao muito seletivos € podem inibir ou mascarar sinais de moléculas que
possuem comprimento de onda maximo diferente do escolhido.

As Figuras 5.29 a 5.32 mostram os cromatogramas obtidos com
as replicatas (n=3) de todas as partes vegetais das espécies estudadas no

comprimento de onde de 260 nm.
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Figura 5.29. Cromatogramas sobrepostos das replicatas (n=3) dos extratos das

folhas dos citros estudados (amostra padrao sem inocular a bactéria, FEC, folhas

com sintoma FECS, folhas sem sintoma FESS, folhas do limao cravo, FLC, e da

laranja péra FLP), (A = 260 nm).
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Figura 5.30. Cromatogramas sobrepostos das replicatas (n=3) dos extratos dos

caules inferiores dos citros estudados (amostra padrao do caule inferior sem

inocular a bactéria, CIEC; caule inferior com sintoma, CIECS; caule inferior

sem sintoma, CIESS, caule da laranja péra, CLP, caule do limdo cravo, CLC), (A

=260 nm).
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Figura 5.31. Cromatogramas sobrepostos das replicatas (n=3) dos extratos dos
caules superiores dos citros estudados (amostra padrdao do caule superior sem
inocular a bactéria, CSEC; caule superior com sintoma, CSECS; caule superior
sem sintoma, CSESS, caule da laranja péra, CLP, caule do limdo cravo, CLC),

() = 260 nm).
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Figura 5.32. Cromatogramas sobrepostos das replicatas (n=3) dos extratos das

raizes dos citros estudados (amostra padrao das raizes sem inocular a bactéria,

REC; raizes com e sem sintomas, RECS, RESS; raizes da laranja péra, RLP, e

do limao cravo, RLC). (A = 260 nm).
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Estes cromatogramas foram analisados pela quimiometria, os quais
foram transformados em dados numéricos e organizados numa matriz, onde as
linhas representavam as amostras, € as colunas representavam as variaveis, ou
seja, os tempos de retencdo de cada banda cromatografica. O comprimento de
onda utilizado para representar as amostras foi o de 260 nm. Contudo, a corrida
cromatografica foi realizada na faixa de 190 a 600 nm, avaliando outros
comprimentos de onda como 220, 254, 300, 365, 400, 450 nm. Escolheu-se o
comprimento de onda de 260 nm devido ao fato de que essa regido ndo
apresentava um grande desvio da linha de base e também se obteve nesse
comprimento de onda uma intensidade razoidvel da maioria das bandas
cromatograficas.

A matriz gerada apresentou 54 linhas e 4220 colunas e os
cromatogramas desta amostras foram submetidos ao alinhamento, de acordo
com o meétodo proposto por Skov et AL (ano, referencia ndo foi citada). O
método citado pressupde a existéncia de uma referéncia, a partir da qual as
demais serdo alinhadas e que deve apresentar um elevado indice de similaridade
com relagdo ao conjunto total de amostras.

Utilizou-se como referéncia uma amostra de cada parte vegetal,
para as folhas, utilizou-se o cromatograma das amostras das folhas do enxerto
com sintomas de CVC, para os caules utilizaram-se as amostras do caule inferior
do enxerto sem sintomas de CVC e para as raizes as amostras da raiz do enxerto
com sintomas de CVC.

Em alguns casos pode-se realizar uma redugdo do nimero de
variaveis deixando assim os célculos computacionais mais rapidos, uma vez que
o conjunto de dados ¢ menor. Mas, para o alinhamento de cromatogramas ao
reduzir o nimero de variaveis pode haver distor¢des nas formas de areas e
bandas, fazendo com que sua aplicagdo deva ser minuciosamente avaliada.
Nesse trabalho, ndo se aplicou o recurso matematico citado acima. Para o

alinhamento dos cromatogramas utilizou-se intervalos amplos de m (segment
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length) e ¢ (slack size), e a medida que se obteve os resultados, intervalos
menores foram utilizados, até que seus valores convergissem.

Os valores obtidos para m e ¢ foram:

- Folhas: 302 e 115 respectivamente

- Caules: 500 e 150 respectivamente

- Raizes: 124 e 1 respectivamente

Assim, os cromatogramas da matriz [54 x 4220] foram alinhados
através do algoritmo COW (Correlation Optimized Warping) utilizando os
segmentos de tamanho m e o grau de flexibilidade # mostrado acima.

Ao analisar o perfil quimico via HPLC-DAD tem que ser
considerado todas as bandas com maiores € menores intensidades numa mesma
propor¢ao, sendo necessario auto-escalonar os dados cromatograficos para em
seguida aplicar a quimiometria.

Os dados cromatograficos obtidos foram submetidos 4 analise de
componentes principais (PCA) e a andlise por agrupamentos hierarquicos

(HCA).

A analise de PCA foi realizada utlizando-se 97,05% de informagdes
dos dados originais descritos por 3 componentes principais. A diferenciagdo foi
obtida conforme descrito nos graficos de scores representados nas Figuras 5.33 e
5.34. Nestas figuras observa-se nitidamente a separacdo das matrizes das raizes
(valores positivos de PC1 e PC2) daquelas referentes as folhas e caules. Contudo
ndo houve separagdo entre as matrizes de cada 6rgdo. Verifica-se uma tendéncia
de separagdo entre as matrizes das folhas e dos caules em PC2. Ampliando-se
um pouco o grafico observa-se que ha também uma tendéncia de agrupamento
das matrizes das raizes do enxerto com e sem sintomas (RECS, RESS) com
aquelas das raizes do limdo cravo (RLC). As matrizes das raizes de laranja péra

(RLP) estdo bem diferenciadas das demais.
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Na analise conjunta de todas as matrizes estudadas a quimiometria
mostrou haver diferencas relevantes entre as matrizes das partes aéreas daquelas
referentes as partes inferiores dos citros estudados. Todas as observagdes acima
foram confirmadas no dendograma obtido na andlise de HCA para estas

matrizes estudas (Figura 5.35).
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Figura 5.33. Grafico de scores de PC1 x PC2 dos cromatogramas das
amostras dos caules inferiores e superiores dos enxertos (amostra padrao
do caule inferior e superior sem inocular a bactéria, CIEC e CSEC
respectivamente; caule inferior e superior com sintoma, CIECS, CSECS;
caule inferior e superior sem sintoma, CIESS, CSESS), das raizes dos
enxertos (amostra padrdo sem inocular a bactéria, REC, raizes com
sintoma RECS, raizes sem sintoma RESS), das folhas dos enxertos
(amostra padrdao sem inocular a bactéria, FEC, folhas com sintoma FECS,
folhas sem sintoma FESS), das folhas do limdo cravo (FLC) e da laranja
péra (FLP), dos caules da laranja péra (CLP) e limdo cravo (CLC). As
analises foram feitas em triplicatas e as letras a, b e c referem-se a cada

matriz, (A = 260 nm).
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Figura 5.34. Ampliacdo do grafico de scores de PC1 x PC2 dos cromatogramas
(A =260 nm), contendo todas as matrizes das partes vegetais dos citros

estudados.
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Figura 5.35. Dendograma dos dados cromatograficos (A = 260 nm), das
amostras dos caules inferiores e superiores dos enxertos (amostra padrao do
caule inferior e superior sem inocular a bactéria, CIEC e CSEC respectivamente;
caule inferior e superior com sintoma, CIECS, CSECS; caule inferior e superior
sem sintoma, CIESS, CSESS), das raizes dos enxertos (amostra padrao sem
inocular a bactéria, REC, raizes com sintoma RECS, raizes sem sintoma RESS),
das folhas dos enxertos (amostra padrao sem inocular a bactéria, FEC, folhas
com sintoma FECS, folhas sem sintoma FESS), das folhas do limao cravo (FLC)
e da laranja péra (FLP), dos caules da laranja péra (CLP) e limao cravo (CLC).
As analises foram feitas em triplicatas e as letras a, b e c referem-se a cada

matriz, (similaridade de 0,20%).
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Verificou-se nestas analises que nao foi possivel observar uma boa
separacdo entre as matrizes de cada 6rgdo, assim, visando uma anilise mais
refinada, as matrizes de cada orgdo foram re-avaliadas separadamente. As
Figuras 5.36 e 5.37 mostram as matrizes das folhas separadas em trés grupos
distintos: grupo 1 incluindo as matrizes das folhas da laranja péra (FLP), grupo 2
compreende as matrizes das folhas do limao cravo (FLC) e o terceiro grupo
inclui as matrizes das folhas dos enxertos destes dois citros (FEC). Verifica-se
em PC2 que h4a uma tendéncia de separagdo das matrizes da folhas com e sem
sintomas (FECS, FESS) daquelas referentes as amostras padroes onde a bactéria
nao foi inoculada (FEC). Também pode ser observado que as matrizes da folhas
dos enxertos com e sem sintomas (FECS, FESS) assemelham-se mais aquelas do
limdo cravo (FLC). As matrizes das amostras padroes onde a bactéria ndo foi

inoculada (FEC) aproximam-se mais da folhas da laranja péra (FLP).
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Figura 5.36. Grafico de scores de PC1 x PC2 dos cromatogramas (A = 260 nm),
das amostras das folhas dos enxertos (amostra padrao sem inocular a bactéria,
FEC, folhas com sintoma FECS, folhas sem sintoma FESS), das folhas do limao
cravo (FLC) e da laranja péra (FLP). As analises foram feitas em triplicatas e as

letras a, b e ¢ referem-se a cada matriz.
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Figura 5.37. Ampliacdo do grafico de scores de PC1 x PC2 dos cromatogramas

(A =260 nm) das amostras das folhas dos citros estudados.

Correlacionando os graficos de linhas e /loadings com os

cromatogramas pode-se relacionar alguns tempos de reten¢do de substancias e

também a concentragdo das mesmas com a discriminagdo obtida, ou seja, a

separacdo quimiométrica esta relacionada com variagdo de concentragdao de

algumas substancias (Figuras 5.38 e 5.39). Uma dessas substincias trata-se de

uma cumarina, o bergapteno, cujo tempo de retengdo ¢ de aproximadamente 25

min e estd presente apenas nas folhas de limdo cravo e nas folhas do enxerto

com sintomas de CVC. A identificacdo da mesma se deu via LC-MS e sera

discutida posteriormente neste trabalho (pag. 219).
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Figura 5.38. Grafico de loadings (PC1 x PC2) dos cromatogramas (A = 260 nm)

das amostras das folhas dos citros estudados.
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Figura 5.39. Grafico de linhas dos cromatogramas das amostras das folhas dos
citros estudados, destacando em amarelo as variaveis responsaveis pela

diferencia¢do das matrizes.
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A Figura 5.40 mostra as matrizes dos caules superiores e inferiores
separadas em trés grupos: grupo 1 inclui as matrizes dos caules superiores do
enxerto com e sem sintomas (CSECS, CSESS), juntamente com aquelas dos
caules superiores referentes as amostras padroes onde a bactéria ndo foi
inoculada (CSEC), o grupo 2 compreende estas mesmas matrizes mas referentes
aos caules inferiores do enxerto (CIECS, CIESS, CIEC), no grupo trés
encontram-se as matrizes dos caules da laranja péra (CLP) e limao cravo (CLC).
O perfil quimico destes dois ultimos ¢ muito diferente, e, portanto ndo € clara a
proximidade destes dois como mostrou a quimiometria. Também verifica-se
que ha uma tendéncia de separacdo das matrizes dos caules superiores com e
sem sintomas (CSECS, CSESS) daquelas referentes as amostras padroes onde a

bactéria nao foi inoculada (CSEC).
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Figura 5.40. Grafico de scores de PC1 x PC2 dos cromatogramas das amostras dos
caules inferiores e superiores dos enxertos (amostra padrdo do caule inferior e superior
sem inocular a bactéria, CIE e CSE respectivamente; caule inferior e superior com
sintoma, CIECS, CSECS; caule inferior e superior sem sintoma, CIESS, CSESS), dos
caules da laranja péra (CLP) e limao cravo (CLC), (A =260 nm).
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Por outro lado, ao analisar o grafico de scores PC1xPC2 das raizes
dos citros estudados observa-se uma maior coeréncia com o que se conhece
sobre resisténcia a X. fastidiosa. Considerando que o limdo cravo ¢ resistente a
X fastidiosa, seria esperado que as raizes do enxerto com sintomas de CVC
apresentassem perfil quimico préximo deste ultimo como um mecanismo de
defesa. A Figura 5.41 confirma esta hipotese, pois ela mostra uma estreita
proximidade das matrizes das raizes do enxerto com sintoma (RECS) com
aquelas do limao cravo (RLC). As matrizes das raizes do enxerto sem sintoma
(RESS) por fatores ainda ndo claros mantém a bactéria em baixa concentracao,
sendo um indicativo de que o seu mecanismo de defesa nao foi ativado. Com
isto seria esperado para estas matrizes um perfil quimico proximo aquele da
amostra padrdo do enxerto sem inocular a bactéria (REC). A Figura 5.41
também confirma esta hipotese, mostrando certa proximidade destas matrizes
(RESS e REC), onde a matriz RESSa encontra-se na interse¢do dos dois
quadrantes, e as demais muito proximo da linha divisoria negativa e positiva.
Estas mesmas observagdes sdo reforcadas nos graficos de linhas e loadings com
os cromatogramas dos extratos das diferentes raizes estudadas (Figuras 5.42 e

5.43).
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Figura 5.41. Grafico de scores de PC1 x PC2 dos cromatogramas das amostras
das raizes dos enxertos (amostra padrao das raizes sem inocular a bactéria, REC;
raizes com e sem sintomas, RECS, RESS), das raizes da laranja péra (RLP) e do

limao cravo (RLC), (A = 260 nm).
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Figura 5.42. Grafico de loadings (PC1 x PC2) dos cromatogramas (A = 260

nm), das matrizes das raizes dos citros estudados.
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Figura 5.43. Grafico linhas dos cromatogramas das matrizes das raizes dos
citros estudados, destacando em amarelo as variaveis responsaveis pela

diferenciagdo das matrizes.

As duas substiancias, nos tempos de retencdo em 32 e 33 min
aproximadamente, sdo as cumarinas preniladas xantiletina e seselina
respectivamente, as quais estdo presentes em grandes quantidades nas raizes dos
citros estudados. Podem ser consideradas substancias marcadoras da presenga da
bactéria X. fastidiosa, pois estas foram quantificadas e apresentaram variacao em
suas concentragdes quando na presenca da bactéria. Estes dados serdo discutidos
em topicos mais a frente.

Os estudos de HPLC analisados com as ferramentas
quimiométricas levaram a resultados similares aqueles obtidos com RMN HR-
MAS, ou seja, ambos permitiram observar no geral diferencas entre as matrizes
dos citros com sintomas de CVC e aquelas das plantas sem sintomas, assim
como entre estas duas e as plantas que lhes deram origens (laranja péra e limdo

cravo). A quimiometria ndo mostrou quais as diferengas nos perfis quimicos em
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ambos os estudos, mas garante que elas existem e sdo significativas. Finalmente,
os dados obtidos nestes estudos indicaram no geral que o projeto podia ser
desenvolvido com seguranca de sucesso. Contudo, € importante ressaltar que o
presente estudo ndo avaliou as variagdes sazonais € nem diferentes idade das
plantas. Todas as plantas estudadas possuiam a mesma idade. Novos estudos

serdo necessarios para se avaliar as varidveis citadas acima bem como outras.

5.4 Quantificacao das cumarinas preniladas xantiletina e seselina nas raizes
dos citros estudados

As cumarinas preniladas xantiletina e seselina sdo comuns na
familia Rutaceae e estdo presentes em quantidades razoaveis nas raizes dos
citros estudados (Figura 5.44). A literatura relata véarias atividades biologicas
para estas cumarinas. A seselina ja foi reportada a possuir: - efeitos
antinociceptivos, ou seja, efeitos que impedem as fungdes do organismo de
detectarem estimulos lesivos sobre 0 mesmo como uma agulhada e ou uma
queimadura, funcionando como um anestésico (LIMA et al., 2006); - efeitos
anti-proliferativos em vérias linhagens de células cancerosas como linfomas e
leucemia (GUNATILAKA et al., 1994; MAGITAIS et al., 1998; ; LIN et al.,
2003); - bloqueador de edemas das patas de camundongos (GARCIA-ARGAEZ
et al., 2000;); dentre varias outras atividades. A xantiletina ¢ citada a possuir
atividades: - antiplaquetaria; - anticancerigena (GLINATILAU & KINGSTON,
1994); - potencial herbicida (ANAYA et al., 2005); - inibicdo a fungos
simbioticos de formiga cortadeira (GODOY et al., 2005).

Em citros ambas cumarinas tém sido relatadas como compostos
antifungicos. Segundo KHAN (1985) elas foram acumuladas no tronco e raizes

de citros quando estes foram infectados por Phytophthora ssp.
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Figura 5.44. Estruturas moleculares das cumarinas preniladas xantiletina (1) e
seselina (2).

Com o intuito de verificar o acimulo ou ndo dessas duas cumarinas
nas raizes dos citros estudados, quando os mesmos foram inoculados com a
bactéria X. fastidiosa, desenvolveu-se um método analitico via HLPC-DAD para
quantifica-las. Este constituiu em uma modifica¢do de um método desenvolvido
por RIBEIRO (2006), para avaliar a formacdo das cumarinas xantiletina,
seselina e suberosina via a prenilacdo de umbeliferona. Nas partes superiores,
folhas e caules, as concentracdes de xantiletina e seselina sao muito baixas, com
isto, para estes Orgaos foi necessario desenvolver um segundo método, via LC-
MS e sera discutido no topico posterior (item 5.5).

O método foi desenvolvido utilizando amostras das raizes do
enxerto de Citrus sinensis sobre C. limonia (Cs-Cl, no restante do texto este
enxerto sera citado por esta sigla). Inicialmente analisou-se (item 3.4.4 do
procedimento experimental) a pureza das bandas cromatograficas de interesse.
Amostras de raizes do enxerto Cs-Cl foram analisadas utilizando um DAD com
varredura entre 190 e 600 nm (Figura 5.45). Os cromatogramas apresentaram
boa seletividade (o = 1,7) entre as bandas referentes as duas cumarinas
xantiletina e seselina nos t, = 17,30 min e t, = 19,01 min, respectivamente. Nao
foi detectado nenhum interferente nas eluigcdes das mesmas (visto via grafico
comparativo dos A, dado via software) e na quantificagdo o comprimento de

onda selecionado fo1i o de 220 nm.
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Figura 5.45. a) Cromatograma do extrato das raizes do enxerto Cs-Cl com
sintomas de CVC; b) ampliacdo do cromatograma mostrando a separagdo entre
as cumarinas; ¢) e d) espectros de UV da xantiletina e seselina respectivamente;
e) e f) curvas de pureza de banda cromatografica entre 190 e 600 nm para as

cumarinas xantiletina e seselina respectivamente.
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O método de quantificacdo foi validado seguindo as normas
estabelecidas pela ANVISA, publicadas em 2003 (Resolucio RE n° 899,
ANVISA 2003). Segundo RIBANI et al.;(2004) uma validacdo engloba todos os
procedimentos necessarios para demonstrar se o método empregado para a
quantificacdo da concentracdo de uma amostra em uma matriz ¢ eficaz e
especifico para a aplicacdo desejada. Os pardmetros necessarios para medir a
aceitabilidade do desempenho de um método analitico de acordo com a FDA
(Food and Drug Administration) e ANVISA sdo: linearidade, precisdo, exatidao,
sensibilidade, seletividade e recuperacdo. Para uma melhor discussdao os
conceitos destes parametros serdo resumidos a seguir.

A Linearidade ¢ a habilidade das respostas analiticas serem
diretamente proporcionais as concentracoes das substincias em estudo. Para
medi-la constroi-se uma curva com a matriz que ira ser utilizada em triplicata
com seis ou mais concentragdes diferentes. O desvio do limite de quantificagao
(LQ) deve ser menor ou igual a 20% e para os demais pontos da curva devem
ser menores ou iguais a 15%. O coeficiente de correlagdo deve ser igual ou
superior a 0,95% (RIBANI et al., 2004).

A Precisao do método avalia a repetibilidade, a precisao
intermediaria e reprodutibilidade. A repetitividade ¢ o grau de concordancia
entre resultados de analises individuais quando o procedimento ¢ aplicado
repetidamente as multiplas andlises de uma mesma amostra homogénea, em
idénticas condi¢des de teste. Os coeficientes de variacdo (CV) obtidos no
minimo de trés matrizes para o controle de qualidade (CQ), CQB - baixo, CQM
— médio e CQA - alto devem ser menores ou iguais a 15%. A precisdo
intermediaria expressa as variacdes dentro de um laboratério, como: dias
diferentes, analistas diferentes, métodos diferentes, ou equipamentos diferentes,
sobre uma mesma amostra ou padrao, definindo exatamente quais as condigdes a
variar (uma ou mais). Os resultados dos dados obtidos em dias alternados, por

um mesmo analista, usando um mesmo equipamento, mesmas concentragdes €
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mesma metodologia, deverdo ser o mesmo (RIBANI et al., 2004). A
reprodutibilidade € o grau de concordancia entre os resultados das medi¢oes de
uma mesma amostra, efetuadas sob condi¢des variadas de medi¢ao (mudanga de
operador, local, equipamentos, etc.), ou seja, colaboracdo inter-laboratorial
(RIBANI et al., 2004).

A Exatidao deve apresentar valores compreendidos entre mais ou
menos 15% do valor nominal do (CQB), (CQM) e (CQA) e de mais ou menos
20% para LQ, calculados a partir de no minimo trés matrizes diferentes
(RIBANI et al., 2004). A Sensibilidade descreve quanto a resposta varia com a
variacdo da concentragdo do analito, a menor concentracdo da curva pode ser
aceita como o LQ do método quando o CV para o controle de qualidade for
inferior a 20% (RIBANTI et al., 2004).

A Seletividade ¢ a habilidade de um método separar, do composto
de interesse, componentes da amostra que serdo visiveis no detector. A resposta
de interferentes no tempo de retengdo da substancia investigada deve ser inferior
a 20% da resposta do LQ (RIBANI et al., 2004).

A Recuperagdo ¢ a relacdo entre o resultado experimental obtido
depois da analise de uma amostra, fortificada com uma quantidade conhecida do
analito, e o valor tedrico desta quantidade fortificada (RIBANI et al., 2004).

A andlise da linearidade do método no estudo das amostras das
raizes do enxerto Cs-Cl foram utilizados dois métodos de calibragao: calibracao
por padronizacdo externa e calibracdo por adigdo de padrdo. A primeira ¢
utilizada quando as amostras ndo precisam passar por um pré-tratamento
extenso, como € o caso das amostras das raizes do enxerto Cs-Cl neste trabalho.
A curva de calibracdo foi feita por padrdes de calibracdo, os quais sdo solugdes
de concentracdes conhecidas do analito, ou dos analitos (xantiletina e seselina).
A determinacao das concentracdes dos analitos nas diversas raizes do enxerto
Cs-Cl foi feita pela comparacdo da area dos picos correspondestes as cumarinas

em estudo com as dreas obtidas a partir das solu¢des padrao de calibragao.
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A calibragdo por adicdo de padrio ¢ realizada quando nao ¢
possivel obter uma matriz ou extrato isento dos analitos em interesse, em
matrizes muito complexas ou quando existem interacoes fortes entre o analito e
a matriz. Segundo Snyder et. al.; (1997), para a construcdo de uma curva de
adicdo de padrio adicionam-se diferentes concentracdes do analito ou dos
analitos de interesse a matriz, a qual ja contém uma quantidade conhecida do(s)
mesmo(s). Extrapola-se a reta, afim de determinar a concentracao do analito [C],
cuja regressdo linear foi definida pelas concentragdes analisadas.

Ao se obter curvas por padronizagdo externa e por adicdo de padrao
e ao compara-las se obtiver curvas paralelas, pode-se afirmar que a matriz nao
influencia e ndo interfere na quantificacio do analito de interesse. Nestas
condi¢des pode-se determinar a concentragao do analito em diferentes amostras
utilizando simplesmente a regressdo obtida a partir da padroniza¢do externa.

A constru¢ao da curva de calibragdo por padronizagdo externa se
deu através do preparo de sete concentracdes diferentes variando entre 1 e 100
uL em triplicata e a regressao foi obtida pelo método dos minimos quadrados, a
partir da relagdo entre as areas das bandas cromatograficas e a concentragdo das
amostras (vide o item 4.3.4.2 Preparo das solucdes padrdo, padrdo estoque,
padrdes de analise e amostras controle de qualidade, pag. 48). As Figuras 5.46 ¢
5.47 mostram as curvas por padronizagao externa e por adigdo de padrao das
cumarinas xantilena e seselina respectivamente. As Tabelas 5.2 ¢ 5.3 contém as
precisOes e exatiddes determinadas para as curvas de calibracdo externa da

xantiletina e seselina respectivamente.
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Tabela 5.2. Precisdao (CV%) e exatidao (%) determinadas para a curva de

calibracdo externa do padrdo xantiletina.

Ponto Concentracao CvV Exatidao
(ng mL™) (%) (%)
01 1,0 0,6 96,5
02 2,0 0,5 97,6
03 4,0 0,9 98,6
04 10,0 1,4 99,1
05 20,0 0,1 101,5
06 40,0 1,6 99.9
07 100,0 0,9 100,0

Tabela 5.3. Precisdao (CV%) e exatidao (%) determinadas para a curva de

calibracao externa do padrdo seselina.

Ponto Concentrac¢ao Cv Exatidao
(pgmL") (%) (%)
01 1,0 0,9 102,7
02 2,0 0,9 97,6
03 4,0 2,7 101,1
04 10,0 1,4 98,7
05 20,0 0,1 101,1
06 40,0 2,0 99,7
07 100,0 0,6 100,0
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Entre as réplicas (n=3) da xantiletina, o coeficiente de variacao nao
ultrapassou os 2%. Os coeficientes de correlagdo obtidos para a curva de
padronizagdo externa e pela curva de adigdo de padrao foram 1,0000 e 0,9991
respectivamente, valores estes acima do preconizado pela ANVISA que ¢ de
0,98. E as curvas possuem 96% de similaridade, demonstrando assim a alta
seletividade do método e a ndo-interferéncia da matriz na resposta analitica
(Figura 5.46).

Ja para a seselina, entre as réplicas (n=3), o coeficiente de variacao
ndo ultrapassou 3% e os coeficientes de correlacdo obtidos para as curvas de
padronizagao e adi¢do de padrao foram 1,000 e 0,9982 respectivamente. Ambas
possuem 106% de similaridade, demonstrando, como para a andlise da
xantiletina, a alta seletividade do método e a nao-interferéncia da matriz na

resposta analitica (Figura 5.47).
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Figura 5.46. Curvas de calibragdo por padronizagdo externa e por adicao de
padrao respectivamente, para o método de quantificagdo da cumarina xantiletina

em raizes do enxerto Cs-Cl.
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Figura 5.47. Curvas de calibragdo por padronizagdo externa e por adicao de
padrao respectivamente, para o método de quantificacdo da cumarina seselina

em raizes do enxerto Cs-Cl.

A fim de se comparar a quantificagdo entre as duas curvas, foram
avaliadas as concentracdes das cumarinas na matriz da raiz do enxerto Cs-Cl
controle. Pela curva de calibragdo por padronizacdo externa, as concentragdes
médias da xantiletina e da seselina no referido extrato foram de 62,23 e 33,53
ug/mL respectivamente. Ao utilizar a curva de adicdo de padrdo foram
encontradas as concentragdes 59, 73 e 35,53 pg/mL para as cumarinas
xantiletina e seselina, respectivamente. As variagoes foram de 4,17 e 5,6% para
ambas cumarinas, respectivamente, mostrando assim que a matriz esta
influenciando muito pouco na extragao, uma vez que a variacao estd bem abaixo
da aceita pelo método.

A precisdo e a exatiddo do método foram avaliadas preparando-se
amostras em trés diferentes concentragdes, as quais foram denominadas de
controle de qualidade. Foram elas: concentragdes baixas: 1,2 ng/mL, média: 50
ug/mL e alta: 90 pug/mL, tanto para a xantiletina quanto para a seselina,
respectivamente, em quintuplicata e em trés dias ndo-consecutivos. A precisao
do método foi determinada calculando-se o desvio padrao relativo entre as areas
obtidas para as replicatas analisadas, e a exatiddao foi determinada pelo desvio da

concentragdo média experimental em relacdo a concentragdo teodrica, em valores
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percentuais. Os valores aceitos sdo de até 15% para a exatidao e a precisao nas
concentragdes acima do limite de quantificacdo, segundo resolucdo da ANVISA.

A precisao do método para a xantiletina variou de 0,4 a 1,6% e para
a seselina de 1,0 a 3,1 %. A exatiddo variou de 97,5 a 105,8% para a xantiletina
e para a seselina de 94,8 a 108,9%, mostrando assim que os valores encontram-
se nos limites aceitaveis pela norma da ANVISA. Nas Tabelas 54 e 5.5
encontram-se os valores da precisdo e exatiddo para o método de quantificacao

das cumarinas xantiletina e seselina em raizes do enxerto Cs-Cl.

Tabela 5.4. Valores percentuais de precisao e exatidao, intra e inter-dias, do

método de quantificagdo da cumarina xantiletina.

Concentracao 1° dia (n=5) 2° dia (n=5) 3° dia (n=5) Média
(ng mL'l) CV Exatidao CV Exatidio CV Exatidiao CV Exatidao
1,2 1,2 104,1 04 97,5 1,6 1043 1,06 1019
50,0 0,4 102,0 1,6 102,3 1,4 105,8 1,13 103,36
90,0 0,9 104,0 1,0 104,7 0,5 105,7 0,80 104,8

Tabela 5.5. Valores percentuais de precisao e exatiddao, intra e inter-dias, do

método de quantificacdo da cumarina seselina.

Concentracao 1° dia (n=5) 2° dia (n=5) 3° dia (n=5) Média
(ng mL'l) CV Exatidao CV Exatidio CV Exatidiao CV Exatidao
1,2 1,8 108,7 1,5 105,1 1,9 108,9 1,73  107,5
50,0 3,1 101,0 1,5 103,1 1,7 104,4 2,1 102,8
90,0 1,0 94,8 1,3 103,0 1,0 103,3 1,1 100,3
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Avaliou-se a exatiddao do método também pelo chamado teste cego,
onde um segundo analista preparou duas amostras com concentragdes
desconhecidas do autor do trabalho. As amostras obtiveram uma precisao de
103,1 e 102,2 % para a menos concentrada e de 105,4e 99,4% para a mais
concentrada, correspondentes as cumarinas xantiletina e  seselina

respectivamente, conforme mostrado nas tabelas 5.6 ¢ 5.7.

Tabela 5.6. Valores de exatiddo para o teste cego da xantiletina.

Amostra Concentracao Concentracao Exatidao
teorica calculada (%)
(g mL™) (g mL™)
1 25 25,77 103,1
2 70 73,78 105.4

Tabela 5.7. Valores de exatidao para o teste cego da seselina.

Amostra Concentracao Concentracao Exatidao
teorica calculada (%)
(ug mL™) (ug mL™)
1 30 30,67 102,2
2 65 64,63 99,43

O limite de quantificagdo (LQ) pode ser definido como a menor
concentragdo quantitativamente determinada com valores aceitaveis de precisao
e exatiddo. Segundo a ANVISA, os valores devem estar na faixa de 15 a 20%.
Para se determinar o limite de quantificacdo do método em discussdao foram
preparadas amostras em concentracoes decrescentes € em triplicata, onde se

obteve tanto para a xantiletina quanto para a seselina a concentracdo de
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quantificacdao de 1,0 pg/mL, apesar do coeficiente de variacdo estar na faixa de
0,6%. Como era de se esperar valores bem maiores de concentragdo para ambas
cumarinas no extrato, optou-se por assumir esse valor de limite inferior de
quantificagao.

O limite de deteccao (LD) pode ser definido como a menor
concentragdo que o meétodo ¢ capaz de diferenciar, com confianga do ruido
experimental. Segundo a ANVISA este valor deve estar entre 2 a 3 vezes
superior ao ruido apresentado pela linha de base. Andlogo a determinacao do LQ
injetou-se amostras preparadas em concentragcdes decrescentes e em triplicatas, e
foram obtidos como limites de detec¢do 0,02 e 0,05 pg/mL para a xantiletina e
seselina respectivamente.

Todos os dados discutidos acima mostram que o método
desenvolvido para a analise quantitativa das cumarinas xantiletina e seselina nas
raizes do enxerto Cs-Cl estd validado. Com isto este método foi utilizado com
seguranca na andlise quantitativa destas cumarinas em amostras de raizes de:
laranja péra, limdo cravo, enxerto de Cs-Cl sem inoculacdo da bactéria X.
fastidiosa (amostra controle), enxerto de Cs-Cl onde a bactéria foi inoculada
mas ndo apresentaram sintomas e enxerto de Cs-Cl com sintomas de CVC.
Tentou-se analisar também as partes superiores como os caules e folhas, mas
nao se obteve sucesso devido a co-eluicdes de metabolitos interferentes e devido
também a baixa concentracdo dos mesmos nestas partes vegetais. Os valores
quantitativos serdo discriminados com relagdo a concentragao das cumarinas nos
extratos secos (mg/Kg de extrato), uma vez que a extrapolacdo para a
concentragdo em relacdo a planta seca se reflete apenas nas condi¢oes utilizadas
de extracao.

As Tabelas 5.8 € 5.9 mostram os resultados obtidos (em mg/ kg de
amostra seca) na quantificacdo das cumarinas xantiletina e seselina nas raizes

dos citros estudados.
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Tabela 5.8. Concentragdao de xantiletina nas raizes de citrus.

Amostra Matéria seca de planta Desvio padrao
(mg Kg™) *)
Raizes laranja péra 8142.8 147,9
Raizes limao cravo 12709,9 415,4
Raizes enxerto controle 9226,8 135,1
Raizes enxerto com sintomas 13321,9 592.8
Raizes enxerto sem sintomas 12070,5 495,9

Tabela 5.9. Concentracao de seselina nas raizes de citrus.

Amostra Matéria seca de planta Desvio padrao
(mg Kg™) *)
Raizes laranja péra 18052,0 9204
Raizes limao cravo 8047,7 452,7
Raizes enxerto controle 4972,7 115,2
Raizes enxerto com sintomas 4681,1 230,6
Raizes enxerto sem sintomas 34429 111,6

A Figura 5.48 mostra a correlagdo entre ambas as cumarinas nas

raizes das matrizes dos citros estudados.
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Figura 5.48. Concentra¢do das cumarinas xantiletina e seselina nas raizes dos
citros estudados. Matrizes de raizes de: laranja péra (RLP), limdo cravo (RLC),
enxerto de Cs-Cl sem inoculacao da bactéria (REC), enxerto de Cs-Cl onde a
bactéria foi inoculada, mas ndo apresentaram sintomas (RESS) e enxerto de Cs-

Cl com sintomas de CVC (RECS).

Analisando os dados obtidos verifica-se que a concentracdo da
seselina nas raizes da laranja péra ¢ 2,2 (18052,0/8142,8) vezes maiores que
aquela encontrada para a xantiletina. A concentracdo da seselina ¢ 3,6 vezes
menor na raiz do enxerto sem inoculacdo da bactéria (REC) que aquela da raiz
da laranja péra como pé-franco. Contudo, a concentracdo da xantiletina na
planta padrdao REC ¢ menor em 1,37 vezes que aquela das raizes do limdo cravo
e maior em 1,13 vezes que aquela da laranja péra. Estes dados indicam o que era
esperado pelas defini¢cdes de enxertia, em que a planta mantém as caracteristicas
das plantas de origem, com pequenas variagdes. Ou seja, as raizes do enxerto de
Cs-Cl assemelham-se mais aquelas do limdo cravo de origem e ndo aquelas da
laranja péra que origina a copa da planta.

Comparando os dados referentes aos enxertos sadios e com CVC
verifica-se que a concentragao da seselina diminui cerca 1,06 (4972,7/4681,1)

vezes nas raizes do enxerto com sintoma (RECS) e de 1,44 (4972,7/3442.,9)
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vezes naquelas onde a bactéria foi inoculada, mas ndo apresentaram sintomas
(RESS), quando comparado ao controle (enxerto de Cs-Cl sem inoculacdo da
bactéria, REC). A concentragdo da xantiletina ao contrario aumenta nestas
mesmas matrizes numa relagdo de 1,44 (9226,8/13321,9) e 0,76
(9226,8/12070,5), respectivamente. A concentracdo da xantiletina nas raizes do
enxerto com sintoma (RECS) ¢ um pouco maior (1,04 vezes) que aquela das
raizes do limao cravo (RLC), o qual € resistente a X. fastidiosa. Estes resultados
sugerem que os enxertos de Cs-Cl na presenga da bactéria inibem a biossintese
da cumarina angular seselina, desviando a prenilacdo da umbeliferona para o
carbono C-6, para posteriormente levar a xantiletina em um percentual maior.

Compostos préformados, presentes em plantas sadias que podem
representar uma barreira quimica as infec¢des por patdogenos em potencial, sao
chamados de compostos antimicrobianos préformados ou fitoantecipinas. Por
outro lado, os compostos sintetizados em resposta ao ataque de patdogenos ou
estresse, como parte da resposta de defesa da planta, s3o chamados fitoalexinas
(OSBOURN, 1999). Compostos antimicrobianos pré-formados ficam retidos
dentro das células vegetais como constituintes biologicamente ativos, ou como
precursores inativos os quais podem ser prontamente ativados em resposta ao
ataque do patdgeno (OSBOURN, 1999).

A Xylella fastidiosa limita-se ao xilema das plantas afetadas,
estando presente em todas as partes da planta em que exista tal tipo de estrutura.
O conjunto de vasos xilema-floema, também chamados tecidos ou feixes
vasculares, forma um sistema vascular continuo que percorre a planta inteira,
incluindo folhas, ramos, caule, tronco, raizes, flores, frutos e sementes. Com
isto, esta bactéria vem sendo encontrada em todos estes 6rgios (PRIA JUNIOR
et. al., 2003).

Os enxertos de Cs-Cl com sintomas de CVC (RECS) e aqueles
onde a bactéria foi inoculada, mas ndo apresentaram sintomas (RESS) possuem

a habilidade de acumularem xantiletina nas raizes, a qual poderia
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potencialmente reduzir o desenvolvimento da bactéria, ou seja, estarem agindo
como fitoantecipina, pois segundo as informacdes acima a X. fastidiosa também

se desenvolvem nas raizes.

5.5 Quantificacdo das cumarinas preniladas xantiletina e seselina nas folhas

e caules dos citros estudados

O método validado via HPLC discutido no item acima nao foi
eficiente na quantificagdo de seselina e xantiletina nas partes superiores dos
citros estudados, principalmente nas folhas, onde a concentragdo de ambas ¢
muito baixa e tem-se uma grande quantidade de interferentes. Partiu-se entio
para a analise das mesmas utilizando a técnica de espectrometria de massas no
modo denominado de SRM (Selected Reaction Monitoring). Esse modo envolve
o monitoramento de uma ou mais transigdes especificas em uma dada condigao
e os efeitos de interferentes sdo quase totalmente minimizados, ou eliminados, a
ndo ser que haja um metabdlito que possua a mesma transicdo no mesmo tempo
de retengdo. As andlises de quantificagdo foram feitas utilizando APCI no modo
positivo de ionizagao (Atmospheric Pressure Chemical Ionization).

Os extratos foram analisados por LC-MS/MS e os parametros de
separacdo cromatografica foram ajustados para o espectrometro de massas
“Micromass Quattro LC”, acoplado ao sistema de dados “Masslynx” (v4.1). A
ionizagao por APCI no modo positivo AP+, e os demais pardmetros podem ser

observados na Tabela 5.10 abaixo:
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Tabela 5.10. Parametros utilizados no LC-MS\MS.

Parametros LC/MS/MS
Eluicio isocratica Potencial do capilar 3,53kV
T (min) H0 0,1% MeOH i-PropOH Potencial do cone 41V
TFA 0,1%TFA 0,1%TFA

0 62 35,0 3,0 Potencial cone extrator 41V

10 62 35,0 3,0 Potencial lentes RF 0,71V

10,1 End Temperatura do probe 350°C
Temperatura do bloco da
fonte 45°C
Pressdo do gas de colisdo 1,7.10° mbar
Pressao do vacuo 9,9.104 mbar

Fluxo do gas de 741L/h
dessolvatacao (N3)

Energia de colisao 25,0 eV
Temperatura da coluna 33°C

TFA: acido trifluoracético; i-PropOH: alcool isopropanol;

Na quantificagdo utilizou-se uma coluna X-terra Waters MS C18
3.5 micra 3.0 x 30 mm, aumentando a resolugdo e a separacdo cromatografica.
Os compostos em estudo sdo isdmeros quanto a posi¢ao do anel pirano, contudo
nas condicoes do experimento elas possuem caminhos de fragmentacao distintos
(Figuras 5.53 e 5.54). As transi¢Oes definidas para o experimento de SRM foram
baseadas nos espectros de ions fragmentados destes compostos (figuras 5.49 a
5.52), onde se selecionou as seguintes transi¢des: xantiletina m/z 229> 213
(dwell time 0,30 s) e seselina 229> 175 (dwell time 0,30s).

O tempo de monitoramento foi de 10 minutos para cada substancia,
sendo necessario realizar duas corridas para a analise destas cumarinas em cada
extrato. O tempo de retengdo médio da xantiletina foi de 3,90 minutos e da

seselina de 4,15 minutos.
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FS xantiletina

FS Xantiletina 72 (0.656) 1: Scan AP+
100, 229.4 7.62e5
<
289.5
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160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

Figura 5.49. Espectro de massas (full scan) para a cumarina xantiletina no modo

positivo de ionizagao AP+,

FS xantiletina
FS Xantiletinal 78 (0.806) 1: Daughters of 229AP+
100 213.5 2.48e5

%

229.2

0 ' m/z

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250

Figura 5.50. Espectro de ions produtos para a cumarina xantiletina no modo
positivo de ionizacdo AP+, energia de colisdo de 25 eV, mostrando a transicao

mais estavel m/z 229-> 213, na forma de [M+H]".
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FS seselina
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Figura 5.51. Espectro de massas (full scan) para a cumarina seselina no modo

positivo de ionizagao AP+,

Dl seselina
DI Seselinal 83 (0.857) 1: Daughters of 229AP+
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Figura 5.52. Espectro de ions produtos para a cumarina seselina no modo
positivo de ionizacdo AP+, energia de colisdo de 25 eV, mostrando a transicao

mais estavel m/z 229-> 175 na forma de [M+H]'".
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As propostas de fragmentagdes para a transigdo 229->213 referente
a xantiletina e para a transicdo 229->175 referente a seselina encontram-se

abaixo Figuras 5.53 e 5.54.

/ \
-16u -CO = N\
—_— —_—
-CH, XA X S
~0 O O O 0 o
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H miz=229 miz m/z = 185

-CO,

=
O
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Figura 5.53. Proposta de fragmentagdo para a xantiletina no modo positivo

AP+,

m/z = 229 m/z = 229

3 ‘/( +CO)

m/z =175

Figura 5.54. Proposta de fragmentacgdo para a seselina no modo positivo AP+.
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Para a quantificacdo das cumarinas nas partes superiores dos citros
estudados nao se utilizou todas as figuras de mérito para a validagdo do método.
Utilizou-se a curva de calibragdo por padronizacdo externa em triplicata € em
seis concentracoes diferentes: 0,01; 0,05; 0,1; 0,5; 1,0; 5,0; 10 ug/mL tanto para
a xantiletina quanto para a seselina. As Figuras 5.55 e 5.56 mostram a menor e a

maior concentragao das curvas para a xantiletina e seselina respectivamente.

Curva de calibracao 17-Mar-2009
11:52:50
Curva 00l1a 2 1: MRM of 1 Channel AP+
S/N:RMS=18.54 TIC
1.03e3
a
N
O\O
2.30 5.47 757 825 ggq4 9.85
0.61 1.48 2.87 M 6.51
v
38 T T T T T T T T T  Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
Curva 10_1 2 Sm (Mn, 2x3) 1: MRM of 1 Channel AP+
B 3.73 TIC
440935 6.97e5
Area
S
1 T T T T T T T T —— Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00

Figura 5.55. Cromatograma de SRM para as concentracoes 0,01 (a) e 10 ug/mL

(b) da cumarina xantiletina.
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Curva de calibracao 18-Mar-2009
10:13:18

Curva Ses001_1_3 1: MRM of 1 Channel AP+
. S/IN:RMS=13.69 TIC

4.70e3

%

66 T T T T T T T T  Time
2.00 4.00 6.00 8.00 10.00
Curva Ses10_1_3 Sm (Mn, 2x2) 1: MRM of 1 Channel AP+
- 4.26 TiC
677318 1.14e6
Area
N
15 T T T e 1 Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00

Figura 5.56. Cromatograma de SRM para as concentracoes 0,01 (a) e 10 ug/mL

(b) da cumarina seselina.

Pode-se observar que se escolheu como o limite de quantificacao
uma concentracao que apresentava entre 10 e 20 vezes a relagdo sinal ruido.

Ja nas Figuras 5.57 e 5.58 sdo apresentadas as curvas de calibracao
por padronizagdo externa utilizadas para quantificar as cumarinas nas partes

superiores dos citros estudados.
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Compound name: Xantiletina

Correlation coefficient: r = 0.999876, "2 = 0.999753

Calibration curve: 43926.3 * x + -208.451

Response type: External Std, Area

Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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250000+
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200000+

150000

100000

Figura 5.57. Curva de calibracdo por padronizacio externa para o método de

quantificagdo da cumarina xantiletina nas folhas e caules dos citros estudados.

Compound name: Seselina

Correlation coefficient: r = 0.999919, "2 = 0.999839

Calibration curve: 75254 * x + -164.645

Response type: External Std, Area

Cunwe type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: 1/x, Axis trans: None
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Figura 5.58. Curva de calibracdo por padronizacio externa para o método de

quantificagdo da cumarina seselina nas folhas e caules dos citros estudados.
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As curvas foram construidas a partir dos valores de areas gerados
pela integracdo das bandas referentes as cumarinas xantiletina e seselina. A
linearidade da curva referente a xantiletina foi de r’= 0,9997 e da seselina fo1 de
r’=0,9998.

Para se avaliar a precisao e a exatidao do método foram preparadas
amostras em trés diferentes concentragdes, as quais foram denominadas de
controle de qualidade. Foram elas: concentragdes baixas: 0,012 pg/mL, média:
4,5 pg/mL e alta: 8,0 ug/mL, tanto para a xantiletina quanto para a seselina
respectivamente, em quintuplicata. A precisio do método foi determinada
calculando-se o desvio padrao relativo entre as areas obtidas para as replicatas
analisadas e a exatiddo foi determinada pelo desvio da concentragdo média
experimental em relacdo a concentracdo tedrica, em valores percentuais. A
precisdo do método para a xantiletina variou de 1,2 a 4,4% e para a seselina de
4,0 a 11,2 %. Ja a exatidao variou de 88,6 a 93,3% para a xantiletina e para a
seselina de 94,8 a 108,9%, mostrando assim que os valores sdo aceitos para os
limites aceitaveis pela norma da ANVISA. As Tabelas 5.11 e 5.12 apresentam
os valores da precisdo e¢ da exatiddo para o método de quantificacdo das

cumarinas xantiletina e seselina em raizes dos citros estudados.

Tabela 5.11. Valores percentuais de precisao e exatiddo, do método de

quantificagdo da cumarina xantiletina.

Concentracao (n=5)
(ug mL™) CV  Exatidio
0,012 4.4 103,3
4,5 1,2 101,5
8,0 1,8 102,7
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Tabela 5.12. Valores percentuais de precisao e exatiddo, do método de

quantificagdo da cumarina seselina.

Concentracao (n=5)
(ng mL™) CV  Exatidio (%)
0,012 4,0 93,3
4,5 8,9 91,8
8,0 11,2 88,6

A analise da recuperacdo e ou eficiéncia de extracdo se deu
adicionando aos extratos das folhas e caules de laranja péra concentracdes de
0,5; 1,0 e 3,0 ug/mL da xantiletina e seselina. As concentracoes meédias de
leitura, sem considerar os fatores de diluicdo e utilizando a curva de
padronizagdo externa foram:

- Xantiletina:

folhas de laranja péra: 0,1 pg/mL
caules de laranja péra: 5,80 pg/mL

- Seselina:

folhas de laranja péra: 0,12 pg/mL
caules de laranja péra: 0,17 pg/mL

Logo, ao se adicionar as cumarinas nas concentracoes citadas acima
era de se esperar, apds a extracdo das mesmas as seguintes concentragoes:

- Xantiletina:

folhas de laranja péra: 0,6; 1,1 e 3,1 pg/mL
caules laranja péra: 5,9; 6,8 e 8,8 ug/mL

- Seselina:

folhas de laranja péra: 0,62; 1,12 e 3,12 ug/mL
caules laranja péra: 0,67; 1,17 e 3,17 pg/mL
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As concentragdes médias obtidas/extraidas foram:
- Xantiletina:
folhas de laranja péra: 0,64; 1,38 e 3,8 ng/mL
caules laranja péra: 5,93; 6,89 e 8,79 pg/mL
-Seselina:
folhas de laranja péra: 0,64; 1,12 ¢ 3,17 ug/mL
caules laranja péra: 0,77; 1,24 e 3,35 pg/mL

Logo, dividindo-se o valor médio da concentragdo obtida pelo valor
médio da concentragdo esperada tem-se a porcentagem de extragdo e
conseqiientemente a eficiéncia meédia de extragdo das cumarinas nas folhas e
caules dos citros estudados. O valor de recuperagao médio esta discriminado na

Tabela 5.13.

Tabela 5.13. Recuperagdo/eficiéncia de extragdo dos metabolitos quantificados

nas folhas e caules de citrus.

Controles de qualidade Xantiletina Seselina
Adicionados Recuperaciao (%) n=3  Recuperacio (%) n=3
FLP CLP FLP CLP
CQB (0,5 pg mL™) 106 100 103 114
CQM (1,0 pg mL™) 125 101 100 105
CQA (3,0 ugmL™) 112 98 101 105

Estes dados mostram que o método ¢ bem eficiente ao considerar os
valores médios de extragdao; obteve-se um erro sistematico a mais do esperado
apenas na ‘“dopagem” das folhas com a xantiletina na concentracdo de 1,0
ug/mL, contudo bem aceito nas demais analises.
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Apos a construgdo da curva de calibracdo e andlise das
recuperagoes, exatiddo e precisao, as duas cumarinas foram quantificadas nas
folhas e caules dos citros estudados. Para isso preparou-se em triplicata as
matrizes ¢ foram aplicados os valores das areas encontradas na equacao
correspondente a cada curva de calibracao por padronizagdo externa.

As Tabelas 5.14 e 5.15 mostram as médias das concentragdes das
amostras matrizes das folhas, caules inferiores e superiores, juntamente com o

desvio padrao para a xantiletina e seselina respectivamente.

Tabela 5.14. Concentracdo da cumarina xantiletina nas matrizes de folhas e

caules dos citros estudados.

Amostra mg/Kg de planta seca Desvio padrio (1)
Folhas laranja péra 10,45 0,43
Folhas limdo cravo 11,16 1,52
Folhas enxerto controle 56,93 2,10
Folhas enxerto com sintomas 11,38 0,49
Folhas enxerto sem sintomas 66,61 3,01
Caule superior enxerto controle 2327 1,38
Caule superior enxerto com sintomas de CVC 24.66 0,64
Caule superior enxerto sem sintomas de CVC 23.56 1,62
Caule laranja péra 654,25 10,53
Caule limdo cravo 684,04 9,96
Caule inferior enxerto controle 182,89 51,21
Caule inferior enxerto com sintomas de CVC 245,59 5,29
Caule inferior enxerto sem sintomas de CVC 192,16 5,07
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Tabela 5.15. Concentragcdo da cumarina seselina nas matrizes de folhas e caules

dos citros estudados.

Amostra mg/Kg de planta seca Desvio padrio (1)
Folhas laranja péra 13,99 1,92
Folhas limdo cravo 3,83 0,52
Folhas enxerto controle 21,2 3,20
Folhas enxerto com sintomas 3.4 0,58
Folhas enxerto sem sintomas 12,2 0,45
Caule superior enxerto controle 9.1 0,72
Caule superior enxerto com sintomas de CVC 10,4 0,76
Caule superior enxerto sem sintomas de CVC 8.3 0,40
Caule laranja péra 20,5 0,18
Caule limdo cravo 46,7 2,95
Caule inferior enxerto controle 10,2 0,09
Caule inferior enxerto com sintomas de CVC 10.8 0,30
Caule inferior enxerto sem sintomas de CVC 7.5 0,30

139



Resultados e discussoes

A Figura 5.59 correlaciona as concentragdes encontradas para
ambas as cumarinas nas folhas e a Figura 5.60 mostra as mesmas correlagdes

nos caules das matrizes dos citros estudados.
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Figura 5.59. Concentra¢do das cumarinas xantiletina e seselina nas folhas dos

citros estudados.
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Figura 5.60. Concentracdo das cumarinas xantiletina e seselina nos caules dos

citros estudados.
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Analisando tanto a Tabela 5.14 quanto a Figura 5.59, verifica-se
que a concentracdo da seselina ¢ maior nas folhas da laranja péra em
comparacdao com as folhas do limdo cravo. Ao contrario, a concentragao da
xantiletina tanto nas folhas do limdo cravo quanto nas folhas da laranja péra ¢
similar. Quando hd a enxertia de laranja péra sobre o limdo cravo a concentragao
dessas duas cumarina aumentam, porém a da xantiletina cresce em 5,10 vezes
aquela do limdo cravo, sugerindo que a planta responde a enxertia interferindo
na biossintese da xantiletina. Este dado leva a hipotese de que esta reagdo seria
uma resposta adaptativa da laranja péra a um novo ambiente, ou seja, vivendo
sobre o limao cravo e nao diretamente ao solo.

A concentragdo da seselina diminui nas folhas do enxerto sem
sintomas (FESS) enquanto a xantiletina aumenta um pouco quando comparado
com os dados do enxerto sem inoculacao da bactéria (FEC). O mais interessante
¢ a diminuicao da concentracao da xantiletina no enxerto com sintomas (FECS),
a qual ¢ 5,00 vezes menor que aquela do padraio FEC. Comparando a
concentragdo da seselina e xantiletina nas folhas (13,99 — 12,20 mg/kg,
respectivamente) com aquelas encontradas nas raizes (3442,9 — 18052,0 mg/kg,
respectivamente), pode-se dizer que estas cumarinas se acumulam neste ultimo
orgdo. Nos estudos das raizes o aumento na concentragdo da xantiletina indicou
ser esta uma fitoantecipina na presenca da X. fastidiosa. A diminui¢do da
concentragdo desta cumarina em 5,00 vezes nas folhas com sintomas (FECS) em
comparacgao aquela do padrao também pode ser interpretada como uma reagao
ao patdgeno. A sua diminuicdo pode estar ocorrendo devido a sua necessidade
nas raizes com CVC e consequentemente sendo translocadas para as folhas em
menores concentracdes que aquelas nas plantas sadias. Portanto, nas folhas mais
uma vez a xantiletina se mostra como uma fitoantecipina, porém diminuindo em
concentragdo para agir como potencial inibidor da bactéria nas raizes. Uma
segunda hipotese seria que a redugdo da biossintese dessas cumarinas nas folhas

dar-se-ia devido ao precursor delas, o acido cinamico, estar sendo desviado para
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a formagdo de uma segunda fitoantecipina de acao mais foliar, um flavonoéide, o
qual sera discutido mais a frente.

Analisando a Tabela 5.15 e a Figura 5.60, observa-se que nos
caules superiores dos enxertos ndo ha variacao significativa da concentragdo das
duas cumarinas na presenca da bactéria em estudo € nem em relagdo ao processo
de enxertia. Alids, a concentragdo destas cumarinas neste 6rgao ¢ muito pequena
quando comparado com os caules inferiores.

A concentracdo da xantiletina nos caules do limdo cravo ¢ da
laranja péra ¢ similar. Quando ha a enxertia de laranja péra sobre o limdo cravo
a concentragdo desta cumarina diminui muito tanto no caule superior como no
inferior, sugerindo que a planta responde a enxertia interferindo na biossintese
da xantiletina. Este efeito também foi observado nas raizes, mas em uma
intensidade menor. O quanto diminui (684,04 — 182,89 = 501,15 mg/kg) desta
cumarina no caule inferior no enxerto ndo corresponde ao quanto ela aumenta
nas folhas (10,45 — 56,93 = - 46,48 mg/kg). Ou seja, parte desprezivel estaria
sendo translocada para as folhas. O caule inferior do enxerto corresponde ao
mesmo do limdo cravo de origem, ndo havendo incompatibilidade fisica para a
translocagdo da xantiletina das raizes para o caule inferior. Isto sugere a inibicao
de translocagdo ou da biossintese desta cumarina como uma resposta ao
implante da laranja péra sobre este caule. O caule superior ¢ de origem da
laranja péra, e neste caso a hipotese de incompatibilidade fisica entre o sistema
de translocacdo da xantiletina das raizes a esta regido seria mais aceito para
explicar a menor concentragdo desta cumarina nesta parte do enxerto.

A concentragdo da seselina ¢ muito pequena no caule inferior do
enxerto sadio e ndo varia com a bactéria em seu interior. A xantiletina também
ndo varia muito nestas matrizes, sendo um pouco maior naquela com sintoma de
CVC (CIECS). A pequena variacao nas concentracoes da seselina e xantiletina
nos caules superiores e inferiores nas plantas sadias e com sintoma de CVC

sugere que nestes 0rgaos elas ndo servem como sinalizadoras da doenga.
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5.6 Quantificacdo dos flavonodides hesperidina e rutina nas folhas e caules
dos citros estudados

Os flavonoides hesperidina e rutina também sdo bastante comuns
na familia Rutaceae e estdo presentes nos frutos, casca dos frutos, folhas e
caules de citros (Figura 5.61). HARBONE e WILLIANS (2000) em uma
revisdo sobre flavondides relatam uma série de atividades biologicas para esta
classe, e em algumas incluem a hesperidina e rutina. Dentre elas destacam-se as
analgésicas, inibidoras de crescimentos larvais e pupais, redutores de edemas em
patas de ratos, anti-inflamatorias, antibacterianas, antifungicas, antioxidantes,
esta Ultima aumenta a resisténcia € a sobrevivéncia das plantas, dentre varias
outras.

Na industria de sucos, a hesperidina ¢ um subproduto da chamada
polpa citrica peletizada, a qual vem sendo estudada como substituta de alimentos
concentrados e¢ na dieta de aves, eqiiinos, suinos e¢ bovinos. A hesperidina
encontra-se numa propor¢do de mais ou menos 2% de peso em relacdo a polpa

citrica (BATISTA et al, 2009).
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Figura 5.61. Estruturas moleculares dos flavondides hesperidina (3) e rutina (4).
GOTTARDI ef al.(2004) relatam a presenga de cristais no limen de
alguns vasos xilematicos em plantas com sintomas de CVC, os quais sdo

origindrios de células do parénquima do xilema, e que possivelmente estes sejam
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do flavonoide hesperidina. ABDELNUR (2006) desenvolveu um método de
quantificacdo deste flavondide avaliando o seu teor em algumas espécies de
citros como Citrus limonia sem CVC, C. sinensis com ¢ sem CVC e C.
reticulata sem CVC. Como as plantas ndo possuiam a mesma idade e nao
houve um controle sobre a inoculacao da bactéria, foi necessario desenvolver e
validar um segundo método de quantificacdo deste flavonodide. Sabendo que
tem-se um segundo flavonoide comum em citros, a rutina, € que na literatura
nao ha nenhum relato da quantificacdo dos dois quando se tem a bactéria
inoculada em espécies de citros, optou-se por quantifica-los simultaneamente em
uma mesma analise.

O método desenvolvido por ABDELNUR (2006) utiliza como fase
movel uma composi¢do de agua:metanol:acetonitrila. A literatura mostra que
esta fase terndria ou a bindria entre agua:acetonitrila ou agua:metano sdo
comuns em estudos similares. Contudo, ao se repetir o estudo de ABDELNUR
(2006) observou-se a co-eluigdo da hesperidina com um segundo flavondide, a
naringina. Assim, foi necessario desenvolver um segundo método o qual
conseguisse a separacdo entre estes dois flavonodides. Inicialmente tentou-se
utilizar H,O:ACN:Acido Acético 71:27:2. As Figuras 5.62 & 5.65 mostram que

nestas condi¢des ainda ha a co-eluicao entre a hesperidina e a naringina.
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Figura 5.62. Cromatograma do padrdo hesperidina concentragdo 200 pg/ml.
Condicoes analiticas: Coluna Gemini C18 25x4,6 mm 10 pm Fase movel

H,0:ACN:Acido Acético 71:27:2 A=283nm, fluxo 1,0 ml/min.
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Figura 5.63. Cromatograma do padrdo naringina concentracao 200 pg/ml.
Condicoes analiticas: Coluna Gemini C18 25x4,6 mm 10 pm Fase movel

H,0:ACN:Acido Acético 71:27:2 A=283nm, fluxo 1,0 ml/min.
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Figura 5.64. Cromatograma da mistura contendo os dois padroes: hesperidina e
naringina concentragdao 200 pg/ml. Condigdes analiticas: Coluna Gemini C18
25x4,6 mm 10 um Fase moével H,0:ACN:Acido Acético 71:27:2 A=283nm,

fluxo 1,0 ml/min.
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Figura 5.65. Cromatograma de uma amostra das folhas de um dos citros
estudados. Condigdes analiticas: Coluna Gemini C18 25x4,6 mm 10 um Fase

moével H,O:ACN:Acido Acético 71:27:2 A=283nm, fluxo 1,0 ml/min.

146



Resultados e discussfes

A Figura 5.65 mostra que ao se tentar quantificar a hesperidina
utilizando as condi¢des citadas acima, havera a quantificagdo da hesperidina e
da naringina juntas.

RUSSEL et al.; (1992) haviam observado a co-elui¢cdo de alguns
acidos hidrocinamicos quando os mesmos estavam sendo quantificados no suco
de laranja e propuseram o uso de solventes como o tetraidro furano (THF) para
separa-los. DEL RIO et al; (2004), também propuseram o uso de THF na
composi¢ao da fase movel para a separacao de polimetoxiflavonas nos frutos de
C. sinensis. Diante disso desenvolveu-se um método analitico que continha
como fase movel o THF em sua composi¢do. Os resultados obtidos foram muito
interessantes, pois se obteve uma excelente separagcdo entre as duas substincias

como pode ser observado na Figura 5.66.
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Figura 5.66. Cromatograma da mistura contendo os padroes hesperidina e
naringina na concentragdo 200 pg/ml. Condi¢des analiticas: Coluna Gemini C18
5x4,6 mm 10 um Fase mével H,O:THF:Acido Acético 77:21:2 A=283nm, fluxo

1,0 ml/min.
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Em seguida, adicionou-se 4 mistura um terceiro padrdo, a rutina,
para observar a separacao ou nao da mesma frente aos outros dois flavondides, e

mais uma vez obteve-se uma excelente separacao, como mostra a Figura 5.67.
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Figura 5.67. Cromatograma da mistura contendo os padrdes hesperidina, rutina

e naringina na concentra¢dao 200 png/ml. Condi¢des analiticas: Coluna Gemini
C18 5x4,6 mm 10 um. Fase movel H;O:THF:Acido Acético 77:21:2 A=283nm,

fluxo 1,0 ml/min.

Como o THF ¢ um solvente que em percentuais elevados pode
danificar o sistema de HPLC, o ultimo passo foi otimizar as condi¢des
diminuindo a porcentagem do mesmo na fase movel. Para isso diminuiu-se a
concentragdo de 21% para 15%, adicionou-se a ACN numa propor¢ao de 5%,
substituiu-se o acido acético que estava numa porcentagem de 2% para o
formico numa porcentagem de 0,1% e obteve-se a excelente separacao (Figura

5.68).
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Figura 5.68. Cromatograma da mistura contendo os padroes hesperidina, rutina
e naringina (100 pg/ml). Condig¢des analiticas: Coluna Gemini C18 25x4,6 mm
10 um. Fase movel H,O:ACN:THF:Acido Formico 78:6:16:0,1 A=282nm,

fluxo 1,0 ml/min.

Finalmente, foram ajustados alguns pardmetros como temperatura
do forno, diminuindo-se um pouco mais o tempo de retencao da hesperidina e da
rutina e retirou-se a naringina como padrdao, pois ndo se tinha como objetivo a
quantificagdo da mesma neste trabalho.

O método final consistiu na seguinte composicdo de fase movel:
agua:acetonitrila:tetrahidrofurano:acido formico (80:5:15:0,1) e a temperatura
do forno 40°C, volume de injecdo 20uL, A=282nm, fluxo 1,0 ml/min (Figura
5.69). A Figura 5.70 refere-se ao cromatograma das folhas do enxerto com
sintomas de CVC, mostrando a alta concentracdo da hesperidina e a baixa

concentracao da rutina.
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Figura 5.69. Cromatograma da mistura contendo os padrdes hesperidina e rutina
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(100 e 50 png/ml respectivamente).
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Figura 5.70. Cromatograma da matriz das folhas do enxerto de C. sinensis/C.

limonia com sintomas de CVC.
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Visando refor¢car a robustez do método acima, as purezas das
bandas cromatograficas de interesse foram avaliada com um detetor universal.
Para 1sso, as matrizes dos citros estudados foram analisadas utilizando um DAD
com varredura entre 190 e 600 nm. Os cromatogramas apresentaram boa
seletividade (o = 1,5) entre as bandas referentes aos dois flavondides nos t. =
9,52 min e t, = 10,70 min da hesperidina e rutina respectivamente. Nao foi
detectado nenhum interferente nas eluicoes das mesmas (visto via grafico
comparativo dos A, dado via software). Na quantificagdo o comprimento de
onda selecionado foi o de 283 nm.

Este método de quantificacdo dos flavondides de interesse foi
validado seguindo as mesmas normas estabelecidas pela ANVISA e utilizadas
na validacdo do método de quantificacdo das cumarinas xantiletina e seselina,
discutidas anteriormente.

Para a andlise da linearidade do método utilizou-se dois métodos de
calibracdo: calibracdo por padronizagdo externa e calibracdo por adigdo de
padrdao. A curva de calibracdo por padronizagdo externa foi feita utilizando
solucdes de concentragdes conhecidas dos analitos hesperidina e rutina. A
determinagdo das concentragdes dos analitos nas matrizes dos citros estudados
foi feita pela comparacdo da area dos flavonoides em estudo com as areas
obtidas a partir das solucdes padroes de calibragao.

A constru¢ao da curva de calibragdo por padronizagdo externa se
deu através do preparo de oito concentragdes diferentes variando entre 2 e 100
ug/mL em triplicata para a hesperidina, e oito concentragdes diferentes variando
de 1 a 50 pg/mL em triplicata para a rutina. A regressdo foi obtida pelo método
dos minimos quadrados, a partir da relacdo entre as areas das bandas
cromatograficas e a concentracdo das amostras. As Figuras 5.71 a 5.74 mostram
as curvas por padronizagdo externa e por adicdo de padrao da hesperidina e da

rutina nas folhas e caules do limdo cravo, respectivamente.
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As Tabelas 5.16 e 5.17 mostram as precisdoes e exatidoes
determinadas para as curvas de calibragio externa dos flavonoides

quantificados.

Tabela 5.16. Precisao (CV%) e exatidao (%) determinadas para a curva de

calibracao externa do padrao hesperidina.

Ponto Concentracao CvV Exatidao
(ng mL™) (%) (%)
01 1,0 2,5 97,4
02 2,0 0,2 98,0
03 5,0 1,2 98,1
04 10,0 0,4 99,0
05 20,0 0,8 101,2
06 40,0 1,7 99,9
07 60,0 1,9 99,8
08 80,0 1,8 101,0

Tabela 5.17. Precisao (CV%) e exatidao (%) determinadas para a curva de

calibragdo externa do padrdo rutina.

Ponto Concentrac¢ao Cv Exatidao
(g mL™) (%) (%)
01 1,0 2,5 93,2
02 2,5 2,7 99,5
03 5,0 2,2 98,8
04 10,0 1,1 102,9
05 20,0 2,0 99,5
06 30,0 1,7 99,0
07 40,0 0,5 101,0
08 50,0 0,8 99,7
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Entre as réplicas (n=3) da hesperidina, o coeficiente de variacao nao
ultrapassou os 2,5%. Os coeficientes de correlacdo obtidos para a curva de
padronizagdo externa e pela curva de adigdao de padrdo nas folhas do limao cravo
foram 0,9999 e 0,9996 respectivamente, valores estes acima do preconizado pela
ANVISA que ¢ de 0,98. E as curvas possuem 105% de similaridade,
demonstrando assim a alta seletividade do método e a nao-interferéncia da
matriz na resposta analitica (Figura 5.71). Os coeficientes de correlagdo das
curvas referentes a quantificacdo da hesperidina nos caules foram 0,9999 e
0,9998 e a similaridade de 116%.

Resultados similares foram obtidos para a rutina, entre as réplicas
(n=3), o coeficiente de variagdo ndo ultrapassou 3% e os coeficientes de
correlagdo obtidos para as curvas de padronizagao e adi¢ao de padrdo nas folhas
do limao cravo foram 0,9999 e 0,9998 respectivamente. Ambas possuem 103%
de similaridade, demonstrando a alta seletividade do método e a nao-
interferéncia da matriz na resposta analitica (Figura 5.73). Os coeficientes de
correlagdo das curvas referentes a quantificacdo da rutina nos caules do limao

cravo foram 0,9998 e 0,9996 e a similaridade de 109%.
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Figura 5.71. Curvas de calibragdo por padronizagdo externa e por adicao de
padrao respectivamente, para o método de quantificagao da hesperidina nas

folhas do limao cravo.
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Figura 5.72. Curvas de calibragdo por padronizagdo externa e por adicao de
padrao respectivamente, para o método de quantificagao da hesperidina nos
caules do limao cravo.
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Figura 5.73. Curvas de calibragdo por padronizagdo externa e por adicao de
padrdo respectivamente, para o0 método de quantificagdo da rutina nas folhas do
limao cravo.
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Figura 5.74. Curvas de calibragdo por padronizagdo externa e por adicao de

padrao respectivamente, para o método de quantificacdo da rutina nos caules do

limao cravo.
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Para se avaliar a precisao e a exatidao do método foram preparadas
amostras em trés diferentes concentragdes, as quais foram denominadas de
controle de qualidade. Foram elas: concentragdes baixas: 4,0 pg/mL, média: 50
ug/mL e alta: 90 pg/mL, para a hesperidina e 2,0 pg/mL, média: 25 pg/mL e
alta: 45 pg/mL para a rutina, em quintuplicata e a andlise foi feita em trés dias
ndo-consecutivos.

A precisdo do método foi determinada calculando-se o desvio
padrao relativo entre as areas obtidas para as replicatas analisadas, e a exatidao
foi determinada pelo desvio da concentragdo média experimental em relagdo a
concentragado tedrica, em valores percentuais.

A precisdo do método para a hesperidina variou de 0,5 a 2,6% e
para a rutina de 0,6 a 3,3 %. A exatiddo variou de 96,2 a 101,2% para a
hesperidina e para a rutina de 97,3 a 102,4%, mostrando assim que os valores
estdo dentro dos limites aceitaveis pela norma da ANVISA. As Tabelas 5.18 ¢
5.19 mostram os valores da precisdo e exatidao para o método de quantificagao

dos flavondides hesperidina e rutina.

Tabela 5.18. Valores percentuais de precisdo e exatiddo, intra e inter-dias, do

método de quantificacdo do flavonoide hesperidina.

Concentracao 1° dia (n=5) 2° dia (n=5) 3° dia (n=5)
(ng mL'l) CV Exatidao CV Exatidao CV Exatidao

4,0 2,2 96,6 1,8 97,8 2,6 96,2
50,0 0,8 100,2 0,5 100,8 1,7 101,2
90,0 0,9 101,2 0,7 101,4 0,8 101,2
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Tabela 5.19. Valores percentuais de precisdo e exatiddo, intra e inter-dias, do

método de quantificagdo do flavonoide rutina.

Concentracao 1° dia (n=5) 2° dia (n=5) 3° dia (n=5)

(ng mL'l) CV Exatidao CV Exatidao CV Exatidao

2,0 2,6 97,3 1,1 100,3 3,3 100,2
25,0 0,6 101,4 1,7 101,0 1,7 102,1
45,0 1,0 100,8 0,8 100,2 2,1 102,4

Para se determinar o limite de quantificacio do método foram
preparadas amostras em concentragdes decrescentes em triplicata, onde obteve-
se para a hesperidina a concentragdo de quantificagdo de 2,0 pg/mL e para a
rutina 1,0 pg/mL, apesar do coeficiente de variacdo estar na faixa de 2,5%.
Como era de se esperar valores bem maiores de concentragdo de ambos os
flavondides no extrato, optou-se por assumir esses valores de limites inferiores
de quantificagao.

O limite de detec¢do foi determinado de modo analogo a
determinacdo do LQ, injetou-se amostras preparadas em concentragdes
decrescentes em triplicatas e chegou-se como limites de deteccdo 0,6 ¢ 0,5
ng/mL para a hesperidina e rutina respectivamente.

Os dados acima mostraram que o método quantitativo estava
validado, com isto, aplicou-o nas matrizes de folhas, caules inferiores e caules
superiores de: laranja péra, limao cravo, enxerto destes dois (padrdo), enxertos
em que a bactéria X. fastidiosa foi inoculada, mas ndo apresentaram sintomas, €
enxerto com sintomas de CVC. Os valores quantitativos foram discriminados
com relacdo a concentragdo dos flavondides nos extratos secos (mg/Kg de

extrato).
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A Tabela 5.20 mostra os resultados obtidos (em mg/ kg de amostra
seca) na quantificacdo dos flavonoides hesperidina e rutina nas matrizes dos

citros estudados.

Tabela 5.20. Concentragdo (mg/Kg de planta seca) de hesperidina e rutina nas

partes superiores das matrizes dos citros estudados.

Amostra hesperidina rutina

Folhas laranja péra

13768,90 6966,90
Folhas limdo cravo 3168,40 11328,50
Folhas enxerto controle 15413,60 2668,43
Folhas enxerto com sintomas 2336840 2927,18
Folhas enxerto sem sintomas 18770,70 2843.53
Caule superior enxerto controle 1382530 477,32
Caule superior enxerto com sintomas de CVC 1733270 828.85
Caule superior enxerto sem sintomas de CVC 9142,00 388,94
Caule laranja péra 3793,10 1020,30
Caule limao cravo 691,59 1896,70
Caule inferior enxerto controle 695,00 728,11
Caule inferior enxerto com sintomas de CVC 469,16 529,40
Caule inferior enxerto sem sintomas de CVC 773.10 703,28
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As Figuras 5.75 e 5.76 correlacionam ambos os flavondides nas

folhas e nos caules das matrizes dos citros estudados.
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Figura 5.75. Concentracdo dos flavonoides hesperidina e rutina nas matrizes de

folhas dos citros estudados.
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Figura 5.76. Concentracdo dos flavonoides hesperidina e rutina nas matrizes de

caules dos citros estudados.
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Analisando tanto a Tabela 5.20 quanto a Figura 5.75, verifica-se
que a concentragdo da hesperidina ¢ muito maior nas folhas da laranja péra em
comparagdo com as folhas do limdo cravo. Ao contrario, a concentragdo da
rutina ¢ maior nas folhas do limdo cravo e menor nas folhas da laranja péra.
Quando h4a a enxertia de laranja péra sobre o limdo cravo a concentracdo da
rutina diminui em 2,61 vezes aquela da laranja péra, enquanto a da hesperidina
se mantém quase ao mesmo nivel desta Gltima. A diminui¢do na concentragao
da rutina leva a hipotese de que esta reacdo seria uma resposta adaptativa da
laranja péra a um novo ambiente, ou seja, vivendo sobre o limdo cravo e nao
diretamente ao solo. A concentracdo da rutina no geral ndo se altera quando as
folhas deste enxerto possuem a bactéria em seu interior. Ao contrario a
concentragdo da hesperidina nas folhas com sintomas de CVC (FECS) aumenta
em 1,69 vezes aquela do enxerto padrao (FEC), e em 1,22 vezes naquelas onde a
bactéria foi inoculada, mas ndo apresentaram o sintoma (FESS).

A Figura 5.76 mostra que nos caules inferiores ndo ha variagdo
significativa da concentragdo dos dois flavondides na presenca da bactéria em
estudo e nem em relagdo ao processo de enxertia. Alids a concentracdo da
hesperidina neste 6rgdo ¢ muito pequena quando comparado com os caules
superiores. O perfil hesperidina e rutina nos caules superiores do enxerto padrao
(CSEC) mostra uma relagdo similar ao da laranja péra, mas nestes a
concentragdo da hesperidina ¢ bem maior, 3,64 vezes aquele da laranja péra.
Esta reagdo pode ser uma resposta adaptativa da laranja péra a um novo
ambiente, vivendo sobre o limdo cravo. Parece que a enxertia ocasionou
variagdes metabdlicas que levaram a inibir o caminho biossintético que leva as
flavonas, diminuindo a concentracdo de rutina em suas folhas, ¢ com isto
acumulando a flavanona hesperidina no caule superior.

A concentragdo da rutina no geral ndo se altera quando os caules
superiores deste enxerto possuem a bactéria em seu interior. Ao contrdrio a

concentragdo da hesperidina nestes com sintomas de CVC (CSECS) aumenta em
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1,25 vezes aquela do enxerto padrao (CSEC). O interessante ¢ a diminui¢ao da
concentragdo da hesperidina (1,51 vezes o CSEC) no enxerto com a bactéria,
mas sem sintomas (CSESS). Este resultado permite inferir que a hesperidina
estaria sendo deslocada para as folhas nas plantas com a bactéria e sem
sintomas, pois neste 0rgado ha um aumento na concentracao deste flavondide de
1,22 vezes em relagdo ao padrdo. Logo, a variagdo na concentragdo da
hesperidina no enxerto na presenga da bactéria pode ser interpretada como uma
reacdo ao patdgeno, e este flavonoide sendo uma fitoantecipina.

O contraste a esta hipotese € que a hesperidina ocorre em baixa
concentragdo nas folhas e caules do limdo cravo, o qual € resistente a X
fastidiosa. Portanto, a pergunta se algum metabolito secundario estaria
envolvido nesta resisténcia, permanece sem resposta. Sendo o tema deste
trabalho uma linha de pesquisa esta ndo poderia ser concluida com uma tnica
tese. Ou seja, o estudo do limdo cravo apos inoculacio da X. fastidiosa esta em
desenvolvimento por um segundo aluno do grupo de PN da UFSCar.

Os resultados acima corroboram com os encontrados por
ABDELNUR (2006), a qual afirmou que a hesperidina estd em maior
concentracao nos enxertos de C. sinensis sobre C. [imonia com sintomas de
CVC. Neste estudo de Abdelnur e neste realizado pelo doutorando nao houve
um controle de sazonalidade.

Com o conhecimento parcial do perfil quimico do enxerto de Citrus
sinensis sobre C. limonia, o passo seguinte foi desenvolver a bactéria X
fastidiosa, assim como metodologia de bioensaios de inibi¢do de seu
desenvolvimento. Os ensaios iniciais foram realizados com a bactéria na fase
estaciondria, pois a literatura cita que € neste estagio que ela encontra-se mais
resistente. Assim, a concentracdo minima inibitoria determinada seria suficiente
para inibir a bactéria em qualquer uma das fases. No entanto, posteriormente
resolveram-se fazer os ensaios em ambas as fases para verificar se as mudancas

nos MICs seriam discrepantes ou discretas. Pode-se verificar que os resultados
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sao relativamente proximos e que, portanto, ndo ha diferengas discrepantes entre
as duas fases. A partir destes dados comecou-se a realizar os experimentos
utilizando-se apenas a fase exponencial. Os resultados at¢é o momento
mostraram MICs muito bons, contudo ndo se tem dados na literatura para
comparagdo, excetos com antibidticos de uso em humanos e o protocolo do
ensaio foi diferente, ou seja, estes eram colocados junto com a bactéria para se
desenvolver e ndo apds esta ja estar desenvolvida. Entre as substancias que
mostraram boa atividade estdo a flavanona hesperidina (3.3 uM) e as cumarinas
xantiletina (4.4 puM) e seselina (6,1 uM) (RIBEIRO et al., 2008). Estes dados
confirmam o potencial da xantiletina e hesperidina em agirem como uma
barreira ao desenvolvimento do patdogeno, ou seja, permitindo classifica-los
como fitoantecipinas na presenca da X. fastidiosa. Estes estudos de bioensaios
foram desenvolvidos por um segundo aluno de doutorado do grupo de PN da

UFSCar.

5.7 Analise da variacdo do perfil quimico dos citros estudados via HPLC-

MS/MS

Os estudos de quantificacdo dos compostos anteriores foram
baseados no conhecimento experimental sobre o perfil quimico dos citros
estudados, onde se sabia que a xantiletina, seselina, rutina e hesperidina ocorrem
em quantidades relevantes nestas plantas. Porém, para se complementar as
informacoes obtidas nos estudos de quimiometria sobre os espectros de RMN de
'H (via HR-MAS CMPG) e cromatogramas de HPLC das matrizes dos citros
estudados, estas mesmas amostras foram analisadas via HPLC-MS/MS.

As analises foram qualitativas, ndo foi desenvolvido um método de
quantificagdo para todos os metabdlitos que serdo discutidos, mas a maneira
como a analise foi feita permite inferir em quantificagdo, como serd mostrado

em discussOes mais a frente. Infelizmente, ao realizar este estudo nao se pode
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comparar os metabdlitos mais polares (KUSTER et al.; 2006), uma vez que a
fonte de ionizagdo ESI estava com problemas técnicos e conseguiu-se utilizar
apenas a fonte de APCI. Propde-se neste ponto a realizagdo futura da andlise do
perfil quimico das amostras dos citros estudadas utilizando a técnica de ESI,
identificando os metabdlitos mais polares ainda ndo identificados, e
complementando assim o estudo de cada matriz. A faixa cromatografica para
estes estudos ficou compreendida entre os tempos de retencdo de 20 a 40 min.
Os metabolitos presentes na faixa de 0 a 20 min. ndo foram analisados utilizando

a técnica de HPLC-MS/MS.

5.7.1 Analise de algumas cumarinas padrées APCI

Antes de iniciar o estudo de identificacdo das bandas
cromatograficas, foram analisados alguns padrOes de cumarinas isolados
anteriormente dos citros em estudo (cedidos pelo grupo de PN da UFSCar). As
cumarinas xantiletina, seselina, umbeliferona, metoxiseselina e tamarina foram
analisadas por APCI no modo positivo de ionizacdo. Os espectros obtidos e

propostas de fragmentacgdes serdo discutidos a seguir.

5.7.1.1 Proposta de fragmentacido para a cumarina umbeliferona por APCI

no modo positivo de ionizacao

Analisando a Figura 5.77, referente aos ions produtos para m/z =
163 observa-se que o mesmo gera seis fragmentos com porcentagens
consideraveis, sendo o m/z 107 o ion base. A proposta de fragmentacdo para a
umbeliferona pode ser observada na Figura 5.78. A perda de monoxido de
carbono (CO) na molécula protonada [M+H'] com m/z 163 leva ao ion produto
m/z 135, sendo este um possivel precursor do ion base m/z 107. Este se forma

apos a perda de mais uma unidade de CO e possivel rearranjo na molécula do
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ion levando a um segundo de estabilidade maior. Este ion de m/z 107 pode
sofrer outros rearranjos e posteriormente perder novamente CO, formando o ion
produto m/z 79, este ultimo apds a perda de H, leva ao ion m/z 77.

O espectro de ions produtos também mostra a perda de dioxido de
carbono (CO,) na molécula protonada [M+H'] com m/z 163 o qual leva ao ion
produto m/z 119. Este Gltimo pode perder CO e posteriormente sofrer rearranjos
formando o ion tropilio m/z 91.

A umbeliferona foi inicialmente considerada como um possivel
padrao, mas posteriormente verificou-se que ela aparece num tempo de retencao
de aproximadamente 6,5 minutos, € como esta regido do cromatograma ndo

apresenta muitas diferencas entre os enxertos estudos, ela ndo foi analisada.

APCI_umbeliferona 47 (1.431) Cm (44:51) 1: Scan AP+
100+ 163.2 6.93e6
A) 162.9|163.5
163.7
g,
164.2 204.3
"
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100+ 107. 1.91e5
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79.3
65.4 ‘A 119.2 163.1
A
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Figura 5.77. Espectros de massas obtidos para umbeliferona por APCI no modo
positivo de analise: A) Espectro full scan; B) Espectro de massas MS/MS
(tandem) do fon de m/z 163 na forma de de [M+H]".
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Figura 5.78. Proposta de fragmentacdo para a cumarina umbeliferona.
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5.7.1.2 Proposta de fragmentacido para a cumarina metoxiseselina por
APCI no modo positivo de ionizacdo

Analisando a Figura 5.79 a qual mostra os ions produtos para m/z
259 observa-se que o mesmo gera alguns fragmentos com porcentagens
proximas, sendo m/z 189 o pico base. A proposta de fragmentacdo para a
metoxiseselina pode ser observada na Figura 5.80. A abertura do anel pirano na
molécula protonada [M+H'] com m/z 259 e posterior perda de uma unidade
CsH,4 e H; leva ao ion produto m/z 217, o qual posteriormente perde CO e forma
o pico base m/z 189. Perda de mais uma unidade de CO no ion m/z 189 leva ao
ion produto m/z 161. O interessante ¢ o ion de m/z par, ou seja, com m/z 202, o
qual poderia se originar do ion m/z 217 com a perda de uma metila radicalar. Os
demais fragmentos se formam apds a abertura do anel lactonico da cumarina e

os caminhos que levam a alguns ions produtos podem ser vistos na figura 5.83.

filhos

APCI_metoxi_seselina 50 (1.520) Sm (Mn, 4x2.00); Sm (Mn, 4x2.00); Cm (42:58) 1: Scan AP+
100+ 2595 1.31e6

1544
_‘ 2755 2939 300.6
0 e L AAaaans et el

APCI_DI_metoxi_seselina 106 (1.386) Sm (Mn, 4x2.00); Cm (84:125) 1: Daughters of 259AP+
189.2 1.29e5

205.2

2442 2593

67.3 128.4 145.6
it

T ' ! T T T T T T T T T T ™ m/z
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

Figura 5.79. Espectros de massas obtidos para metoxiseselina por APCI no
modo positivo de analise: A) Espectro full scan; B) Espectro de massas MS/MS
(tandem) do fon de m/z 259 na forma de [M+H]".
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Figura 5.80. Proposta de fragmentagdo para a cumarina metoxiseselina.

166



Resultados e discussfes

5.7.1.3 Proposta de fragmentacdo para a cumarina tamarina por APCI no

modo positivo de ionizacao

O espectro dos ions produtos para m/z 261 apresentou dois ions
produtos com intensidade relativamente alta cada um, m/z 190 e 161. O
interessante novamente ¢ a formagao de ions via mecanismo radicalar, ou seja, o
ion de m/z par 190, o qual poderia se originar do ion m/z 261 com a perda de
uma unidade C4H;O radicalar. Propostas para outros fragmentos sao mostrados
na figura 5.82. Outros caminhos poderiam ser propostos em todas as discussoes
desta tese, considerando que as analises nao foram feitas em um espectrometro
de alta resolucdo e também ndo foram usados metabolitos marcados, por

exemplo, deuterados, que poderiam confirmar algumas rotas.

tanarina
APCI_tanarina 45 (1.372) Sm (Mn, 4x2.00); Cm (41:52) 1: Scan AP+
100+ 261.6 3.03e6

302.6

0 AARRRRRRRY) T T

APCI_DI_tanarina 101 (1.321) Sm (Mn, 4x2.00); Cm (90:129) 1: Daughters of 261AP+
100+ 190.0 3.88e5

161.2

2613

LA RRAAN RARA aaAN AxRAl Ransy R nanll 1174

T T
270 280 290 300 310

Figura 5.81. Espectros de massas obtidos para tamarina por APCI no modo
positivo de analise: A) Espectro full scan; B) ) Espectro de massas MS/MS

(tandem) do fon de m/z 261 na forma de [M+H]".
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Figura 5.82. Proposta de fragmentagdo para a cumarina tamarina.

5.7.2 Analise da variacao do perfil quimico nas raizes dos citros estudados

Os perfis cromatograficos das raizes dos citros estudados estdo

mostrados nas Figuras 5.83 e 5.84 abaixo.

APCI_RLP 2: Diode Array
30.52 Range: 1.475e+2
1.0e+2 3003
3 E
o 1.90 6.106.72 1422 20,87 3520 3833
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5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
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30.03 Range: 1.329e+2
1.0e+2H
2 30.53
< E
1.90 6.12 35.22
00 ] 7 T T 7 7 T T T T T T T T T 1
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
APCI_RECS 2: Diode Array
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S 1.0e+2]
< E 30.55
ool 123 5.67 875 35,23
A 7 7 T T 7 T T T T T 7 T T T 1
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
APCI_REC 2: Diode Array
30.03 Range: 9.696e+1
2 5.0e+13 30.52
0 3 192248 565873 31,95 3520
: f 7 T T 7 T T T T T T T T T T 1
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
APCI_RESS 2: Diode Array
30.05 Range: 1.211e+2
1.0e+2
=
< 1 3055
193250 5.67 870 35,23
0. f 7 T T 7 T 7 7 T T T T T T T 1 Time
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00

Figura 5.83. Cromatogramas HPLC-DAD comparativos dos extratos das raizes

dos citros estudados
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APCI_RLP 2: Diode Array
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2
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Figura 5.84. Ampliacdo dos cromatogramas HPLC-DAD comparativos dos

extratos das raizes dos citros estudados.

Analisando apenas a Figura 5.83 observa-se a presenca de duas
bandas muito intensas em tempos de retengdo de aproximadamente 30 minutos.
Essas bandas foram previamente identificadas e at¢ mesmo quantificadas, sendo
as cumarinas xantiletina e seselina. Estes cromatogramas repetem as
observagdes discutidas nos topicos anteriores, as matrizes das raizes da laranja
péra (RLP) mostram o pico da seselina em uma intensidade maior que aquele da
xantiletina. O cromatograma das raizes dos enxertos com (RECS, RESS) ou sem
a bactéria (REC) em seu interior se assemelha ao do limao cravo, os quais ja
foram comentados anteriormente. Ao se aplicar um zoom nos cromatogramas
observa-se uma gama de metabolitos com uma boa separacdo cromatografica.
Uma analise superficial dos cromatogramas ampliados permite considera-los
muito similares as bandas cromatograficas diferenciando-se em intensidades nas
respectivas matrizes das raizes analisadas. Varios destes metabdlitos foram
identificados via a técnica de APCI no modo positivo de ionizagdo. A Figura

5.85 apresenta o cromatograma de ions totais destas matrizes.
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APCI_RLP 1: Scan AP+
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Figura 5.85. Cromatograma de ions totais (TIC) APCI no modo positivo de
ionizacao dos extratos das raizes dos citros estudados, RLP, RLC, REC, RECS ¢

RESS respectivamente.

5.7.2.1 Identificacio das bandas cromatograficas das raizes dos citros

estudados

O estudo dos cromatogramas acima obtidos por HPLC-DAD e dos
ions totais (TIC) por APCI no modo positivo de ionizagdo dos extratos das
raizes dos citros estudados, RLP, RLC, REC, RECS e RESS, permitiu
identificar 12 metabolitos secundarios. O cromatograma HPLC-DAD das raizes
da laranja péra foi utilizado como modelo para mostrar as doze bandas

cromatograficas identificadas (Figura 5.86).
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APCI_RLP 2: Diode Array
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Figura 5.86. Cromatogramas HPLC-DAD do extrato das raizes de laranja péra

com os respectivos sinais cromatograficos identificados.

5.7.2.1.1 Sinais cromatograficos 1, 2 e 3: xantoarnol, diidrosuberenol e

decursinol

A analise das bandas cromatograficas denominadas 1,2 e 3 por
APCI no modo positivo de ionizagdo mostrou para todas elas o ion
quasimolecular m/z 263. Os espectros de ions produtos de m/z 263 para estas
bandas cromatograficas mostraram alguns ions distintos, indicando referirem a
trés compostos diferentes.

O espectro de ions produtos de m/z 263 para a banda
cromatografica 1 de Rt 11,0 min (Figura 5.87a) permitiu identificar a cumarina
xantoarnol. A proposta de fragmentagdo para a cumarina responsavel pela banda

1, justificando os ions produtos mostrados no espectro da figura 5.87b, permitem
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confirmar ser esta o xantoarnol. Esta cumarina foi isolada anteriormente das
raizes de citros pelo grupo de PN da UFSCar.

O espectro de ions produtos de m/z 263 para a banda
cromatografica 2 de Rt 14,5 min (Figura 5.87c) sugeriu ser a cumarina
diidrosuberenol. A proposta de fragmentacdo para esta cumarina encontra-se na
figura 5.87d. Esta cumarina ndo foi encontrada antes nas raizes dos citros
estudados, provavelmente por estar em baixa quantidade. A literatura mostra sua
ocorréncia em Citrus acidissima (GHOSH et al.; 1982).

O espectro de ions produtos de m/z 263 para a banda
cromatografica 3 de Rt 15,28 min (Figura 5.87¢) mostra ions que correspondem
a fragmentagdo da cumarina decursinol. A proposta de fragmentagdo para esta
cumarina encontra-se na figura 5.87f. Esta cumarina foi isolada anteriormente
das raizes de citros pelo grupo de PN da UFSCar (RIBEIRO ef al.; 2008).

Os cromatogramas do ion selecionado m/z 263 com as respectivas
areas para cada matriz analisada (Figura 5.87g), permitem inferir sobre as
diferentes concentracOes destas cumarinas nas raizes dos citros estudados.
Analisando este cromatograma e a tabela 5.21, verifica-se que a banda
correspondente & cumarina xantoarnol mostra a menor area em todas as matrizes
dos citros estudados, sendo identificada em maior quantidade na laranja péra
(RLP). No limdo cravo (RLC) visivelmente ela ndo foi detectada.

A banda correspondente a cumarina diidrosuberenol mostra maiores
areas nas matrizes das raizes dos pés-francos laranja (RLP) péra e limdo cravo
(RLC), sendo bem menor nesta Ultima. Quando a laranja péra ¢ enxertada sobre
o limdo cravo a concentracdo desta cumarina diminui muito, mas o mais
interessante ¢ que ela aumenta quando este enxerto possui a bactéria X
fastidiosa em seu interior (RECS e RESS).

A banda correspondente a cumarina decursinol também mostra
maiores areas nas matrizes das raizes dos pés-francos laranja péra (RLP) e limao

cravo (RLC), sendo menor nesta ultima. No enxerto padrio (REC, sem a
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bactéria) a concentracao desta cumarina diminui muito, aumentando quando este
enxerto possui a bactéria em seu interior (RECS e RESS).

Estes dados reforcam as hipoteses feitas na quantificagdo da
xantiletina e seselina nestas mesmas matrizes. Neste estudo de quantificagdao os
resultados sugerem que os enxertos de Cs-Cl na presenga da bactéria inibem a
biossintese da cumarina angular seselina, desviando a prenilacio da
umbeliferona para o carbono C-6, para posteriormente levar a xantiletina em um
percentual maior. As cumarinas diidrosuberenol e decursinol sdo derivados de
intermediarios na formacgdo da xantiletina. Ou seja, estes dados mais uma vez
reforcam a proposta de que a presenca do patdogeno induz a inibicdo da rota de

prenilacao em C-8 em favor daquela em C-6.

Perfil RLP
APCI_RLP 339 (11.064) Sm (Mn, 4x2.00); Cm (334:345-(348:365+312:331)) 1: Scan AP+
100+ 193 5.90e5

263

163
304

o l

J gl o T T " miz
150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850
Filhos RLP

APCI_RLP_DI1 15 (11.000) Sm (Mn, 4x2.00); Cm (8:33-(40:53+1)) 2: Daughters of 263AP+
191 4.39e4

100

60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

Figura 5.87a. Espectros de massas obtidos para a cumarina xantoarnol por
APCI no modo positivo de andlise: A) Espectro ion selecionado; B) Espectro de

massas MS/MS (tandem) do fon de m/z 263 na forma de [M+H]".
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Figura 5.87b. Proposta de fragmentagdo para a cumarina xantoarnol.
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Perfil RLP

APCI_RLP 443 (14.451) Sm (Mn, 4x2.00); Cm (436:449-(453:463+420:431)) 1: Scan AP+

100+ 263 5.97e5
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Filhos RLP
APCI_RLP_DI1 76 (14.479) Sm (Mn, 4x2.00); Cm (60:94-(99:117+1:50))
100

3: Daughters of 263AP+
2.84e5

Figura 5.87¢. Espectros de massas obtidos para a cumarina diidrosuberenol por

APCI no modo positivo de andlise: A) Espectro ion selecionado; B) Espectro de

massas MS/MS (tandem) do ion de m/z 263 na forma de [M+H]".
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Figura 5.87d. Proposta de fragmentagdo para a cumarina diidrosuberenol.
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Perfil RLP
APCI_RLP 466 (15.200) Sm (Mn, 4x2.00); Cm (463:473-(477:485+451:462)) 1: Scan AP+
100 263 6.37e5
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Filhos RLP
APCI_RLP_DI 13 (15.275) Sm (Mn, 4x2.00); Cm (4:28-(34:61+1:4)) 4: Daughters of 263AP+
100 191 7.43e5

Figura 5.87e. Espectros de massas obtidos para a cumarina decursinol por APCI
no modo positivo de analise: A) Espectro ion selecionado; B) Espectro de

massas MS/MS (tandem) do ion de m/z 263 na forma de [M+H]".
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Figura 5.87f. Proposta de fragmentacao para a cumarina decursinol.
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Tabela 5.21. Extratos das raizes dos citros estudados contendo as cumarinas

xantoarnol, diidrosuberenol e decursinol com suas respectivas areas.

Cumarina

Area do lon selecionado (m/z=263) nas raizes de cada citros estudado

RLP

RLC

REC

RESS

RECS

Xantoarnol (1)
Diidrosuberenol (2)

decursinol (3)

1238209
4985412
5989126

nd*
1682149
3384448

174967
816029
2409555

220139
1545891
6159335

384626
1777884
4738674

APCI_RLP Sm (Mn, 2x2)

2 3

1: Scan AP+

- 1 4985412 5989126 263
1.33e7
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=5 1065239
270937 1238209 347488
‘ ‘ 5 }0‘5095 ‘ 749665 162680 ‘ ‘ oz 1128714 37‘2554/
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B
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T T 7 T 7 7 7 T T T T
6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00
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- 2409555 263
5.50e6
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ES! 816029
222123 374967 277465 346151 409580
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APCI_RESS Sm (Mn, 2x2) 1: Scan AP+
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1.28e7
Area
=
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6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00
APCI_RECS Sm (Mn, 2x2) 1: Scan AP+
Z 4738674 263
1.02e7
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Figura 5.87g. Cromatograma de ions selecionados (m/z=263) APCI no modo
positivo de ionizacao dos extratos das seguintes raizes: RLP, RLC, REC, RESS

e RECS, respectivamente.
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5.7.2.1.2 Sinal cromatografico 4: cumarina ulopterol

A analise da banda cromatografica denominada 4 por APCI no
modo positivo de ionizagdo mostrou o ion quasimolecular m/z 279. O espectro
de ions produtos de m/z 279 para a banda cromatografica 4 de Rt 17,6 min
(Figura 5.88a) permitiu identificar a cumarina ulopterol. A proposta de
fragmentagdo para ulopterol encontra-se na Figura 5.88b. Esta cumarina ndo foi
isolada anteriormente das raizes dos citros estudados, provavelmente devido a
sua baixa concentragdo neste Orgdo. Ela foi relatada pela primeira vez em
Eremocitrus glauca por DREYER & HUEY (1974), como sendo um artefato da
suberosina, ¢ mais tarde foi isolada de algumas espécies de Rutaceae como
Coleonema album, Micromelum pubescens, Ruta pinata, Zanthoxylum
arnottianum (WATERMAN (1983).

O cromatograma do ion selecionado m/Zz 279 com as respectivas
areas para cada matriz analisada (Figura 5.88c) mostra maior area para aquela
das raizes do pé-franco limao cravo (RLC), no enxerto padrao (REC, sem a
bactéria) a concentracao desta cumarina diminui muito, aumentando quando este
enxerto possui a bactéria em seu interior (RECS e RESS). Esta observagao
permite inferir a mesma hipdtese acima. A cumarina ulopterol € um derivado do
intermediario na formagdo da xantiletina. Ou seja, estes dados mais uma vez
reforcam a proposta de que a presenca do patdogeno induz a inibicao da rota de

prenilacao em C-8 em favor daquela em C-6.
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-Perfil RLP.

APCI_RLP 541 (17.641) Sm (Mn, 4x2.00); Cm (530:550-(557:683+342:511)) 1 Scan AP+
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Figura 5.88a. Espectros de massas obtidos para a cumarina ulopterol por
APCI no modo positivo de andlise: A) Espectro ion selecionado; B) Espectro

de massas MS/MS (tandem) do ion de m/z 279 na forma de [M+H]".

m/z =177

13

H
H + + H*
H - H
<] NS ]
MeO o~ ~o 0 o~ ~o O o O
L) H L)
H H

miz = 190 miz = 189
m/z =279
lCO
H* H +
\ < H
-« H
(0] (0] 0 0
m/z =159
m/z =161

Figura 5.88b. Proposta de fragmentagdo para a cumarina ulopterol.
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Tabela 5.22. Extratos das raizes dos citros estudados contendo ulopterol com

suas respectivas areas.

7 7
. . , .
Cumarina Area do Ion selecionado (m/z=279) nas raizes de cada citros
estudado
ulopterol 1126986 2094542 1143078 2055973 2641213
APCI_RLP Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
B 17.58 279
1126986 21.13 2.40e6
580853 Area
m %]
4 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
APCI_RLC Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
B 17.58 279
2094542 4.26e6
° Area
21
4 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
APCI_REC Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
B 17.61 279
1143078 2.37¢6
< Area
B
6 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
APCI_RESS Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
B 17.58 279
2055973 4.32e6
< Area
1
3 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
APCI_RECS Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
B 17.58 279
2641213 5.11e6
< Area
21
3 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 Time
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00

Figura 5.88c. Cromatograma de ions selecionados (m/z=279) APCI no modo
positivo de ionizacao dos extratos das seguintes raizes: RLP, RLC, REC, RESS

e RECS, respectivamente.

5.7.2.1.3 Sinais cromatograficos 5 e 8: cumarinas ostol e suberosina

A analise das bandas cromatograficas denominadas 5 e 8 por
APCI no modo positivo de 1onizacdo mostrou o ion quasimolecular m/z 245. O
espectro de ions produtos de m/z 245 para a banda cromatografica 5 de Rt 21.1
min (Figura 5.89a) permitiu identificar a cumarina ostol. A proposta de

fragmentagdo para ostol encontra-se na Figura 5.89c. O espectro de ions
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produtos de m/z 245 para a banda cromatografica 8§ de Rt 35,3 min (Figura
5.89b) permitiu identificar a cumarina suberosina. A proposta de fragmentagdo
para suberosina encontra-se na Figura 5.89d. O interessante ¢ que a diferenca
entre os dois isdmeros esta na posi¢ao da prenila, na suberosina ela se encontra
em C-6 e no ostol em C-8 ¢ isto leva a propriedades fisicas e quimicas distintas,
ostol mais polar, e as fragmentacdes por APCI no modo positivo de ionizagdo
mostrou pouquissimos ions produtos similares. Por exemplo, analisando os
perfis de fragmentacdo tanto do ostol quanto da suberosina (pagina 185),
observa-se o ion m/z= 203, caracteristico apenas do primeiro composoto (ostol).
Porém, esta fragmentacdo deveria ser encontrada no espectro de massas da
suberosina; fato esse que ndo ocorre. Logo, a proposta envolvendo o anel
lactonico justifica a presenca de m/z= 203 apenas no ostol. O ostol ndo foi
isolado anteriormente nas raizes dos citros estudados no presente trabalho,
porém o grupo de PN da UFSCar isolou a suberosina nestas mesmas matrizes. O
cromatograma do ion selecionado m/Zz 245 com as respectivas areas para cada
matriz analisada (Figura 5.89¢) e a tabela 5.23 mostram que a concentragdo do
ostol no pé-franco laranja péra € cerca de 6 vezes maior que aquela nos enxertos
estudados, nestes a sua biossintese parece ser baixa, o que explicaria o grupo de
PN ndo ter isolado esta cumarina em seus estudos com cromatografia em coluna
de bancada. GUENTER & GERHARD (1992) citam seu isolamento no 6leo de
laranja doce (péra).

No enxerto a concentragao de ostol nas raizes fica abaixo daquela
encontrada para o pé-franco limio cravo, aumentando um pouco quando estas
plantas possuem a bactéria em seu interior (RECS e RESS). Contudo, nas
plantas com sintomas de CVC (RECS) este aumento ocorre em apenas 1,23
vezes a concentracdo do enxerto padrao (REC). Este aumento para as cumarinas
com a prenilagdo em C-6 discutidas anteriormente foi na faixa de duas vezes
(diidrosuberenol 2,18; decursinol 1,97; ulopterol 2,31). A comparagdo dos dados

para o ostol com aqueles das cumarinas preniladas em C-6, mais uma vez
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reforcam a proposta de que presenga do patdogeno induz a inibicdo da rota de
prenilacao em C-8 em favor daquela em C-6.

A concentragdo da suberosina no pé-franco limado cravo ¢ um pouco
maior que aquela da laranja péra, no enxerto ela diminui um pouco e nestes com
a bactéria a concentragdo varia muito pouco. Naqueles onde a bactéria foi
inoculada, mas nao apresentaram sintomas (RESS) a concentracao da suberosina
aumenta muito pouco em 1,05 aquela do enxerto padrao (REC), ao contrario nos
enxertos com sintomas de CVC ela diminui em 1,08. Esta pequena variagao, ou
mesmo a diminui¢do na concentragdo ¢ facilmente explicada, devido ao
consumo da suberosina na formacdo da xantiletina a qual aumenta em 1,44
vezes na presenca da X fastidiosa, dados discutidos anteriormente na
quantificagdo desta cumarina nestas matrizes. A suberosina € o precursor direto
da xantiletina e das demais cumarinas preniladas em C-6 citadas acima com seus
respectivos aumento na planta com sintoma de CVC, ou seja, a sua diminuicao

nas plantas doentes seria esperada.
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Perfil RLP Filhos RLP
APCIRLP 647 (21.093) Sm (Md, 2.00); Cm (643:653-(674+626:639)) APCI_RLP_DI1 78 (21.178) Sm (Md, 2.00); Cm (63:94-(102:133+1:55)) 5: Daughters of 245AP+
1001 25 100+ 203 1.12e6

Al s P
07 T T T T T T 1 miz
Figura 5.89a. Espectros de massas obtidos para a cumarina ostol por APCI no
modo positivo de analise: A) Espectro ion selecionado; B) Espectro de massas
7 +
MS/MS (tandem) do ion de m/z 245 na forma de [M+H] .)
Perfil RLC ilhos
APCLRLC 1087 (35.424) Sm (Md, 2.00); Cm (1083:1090) '/:AIF’th:EEcifm 70 (35.408) Sm (Md, 2.00); Cm (61:81) 4: Daughters of 245AP+
100 100+ 69 9.87e5
Olhl
120 140 160 180 200 220 240 ZéO 2%50 360 3‘20 31‘10 ! miz

60 80 100

Figura 5.89b. Espectros de massas obtidos para a cumarina suberosina por
APCI no modo positivo de andlise: A) Espectro ion selecionado; B) Espectro de

massas MS/MS (tandem) do ion de m/z 245 na forma de [M+H]".
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< 7

4O—>
MeO o
m/z = 203
m/z = 245 m/z = 245 (Proposta menos provavel
de formacao do pico base )
—
m/z = 245 miz = 245
X
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de formacao do pico base ) MeO 0 \(\)
A
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- CH3.
e
TH
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H

H A
X QO OH
S 0 MeO W .
MeO o MeO O+
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N
P / m/z = 227
(@]
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Figura 5.89¢. Proposta de fragmenta¢do para a cumarina ostol.
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m/z =230

m/z = 245

-
OmO

\ \
Me H

m/z =177

Figura 5.89d. Proposta de fragmentagdo para a cumarina suberosina.
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Tabela 5.23. Extratos das raizes dos citros estudados contendo as cumarinas

ostol e suberosina com suas respectivas areas.

- -
Cumarina Area do Ion selecionado (m/z=245) nas raizes de cada citros estudado
RLP RLC REC RESS RECS
ostol 43419640 7467196 5015809 7038496 6174218
suberosina 10932822 16906664 10302929 10884051 9539211
APCI_RLP Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
_ 21.13 245
43419640 9.37e7
4 L 10225322 fres
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35 00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
APCI_RLC Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
] 16906664 4.93:‘5/
= ¥ rieit 3:':5%4 e
° ' 5.‘00 ' 10‘.00 ' 15‘.00 ' 20‘.00 ' 25‘.00 ' 30‘.00 35 00 40‘.00 ' 45‘.00 ' 50‘.00 ! 55‘.00 ' 60‘.00
APCI_REC Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
_ 35.39 245
10302929 2.97e7
£ soizhao 328 l Area
° ' 5.‘00 ' 10‘.00 ! 15‘.00 ' 20‘.00 ' 25‘.00 ' 30‘.00 ' 35 00 ' 40‘.00 ' 45‘.00 ' 50‘.00 ' 55‘.00 ' 60‘.00
APCI_RESS Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
| 10884051 3.23:?
£ roaaaoe 35343;;8 I frea
* ' 5.60 ' 10‘.00 ' 15‘.00 ' 20‘.00 ' 25‘.00 ' 30‘.00 35 00 40‘.00 ' 45‘.00 ' 50‘.00 ' 55‘.00 ' 60‘.00
APCI_RECS Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
| 9539211 2.83:?
21.16 ‘ Area
RS 6174218
L 2565594
1 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1 Time
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30 00 35 00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00

Figura 5.89e. Cromatograma de ions selecionados (m/z=245) APCI no modo
positivo de ionizacao dos extratos das seguintes raizes: RLP, RLC, REC, RESS

e RECS, respectivamente.

5.7.2.1.4 Sinal cromatografico 6: cumarina suberenol

A analise da banda cromatografica denominada 6 por APCI no
modo positivo de ionizagdo mostrou o ion quasimolecular m/z 261 (Figura
5.90a). Este ion aparece em varias outras bandas cromatograficas destas
matrizes (Figura 5.90c), mas isto ndo € estranho, pois este pode ser o fragmento
em outras cumarinas presentes nas matrizes, mas sem interesse, pois nao houve
variacdo em suas intensidades. Contudo, o espectro de ions produtos de m/z 261

para a banda cromatografica 6 de Rt 22,5 min (Figura 5.90c) permitiu identificar
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com seguranca a cumarina suberenol. A proposta de fragmentacdo para
suberenol encontra-se na Figura 5.90b. Dois isomeros desta cumarina foram
isolados anteriormente pelo Grupo de Produtos Naturais da UFSCar nestas
matrizes, os 1someros E e Z. Neste estudo ndo foi possivel verificar se os dois
is0meros co-eluiram juntos, pois ndo se conseguiu estes como padroes. Isto teria
sido interessante, pois permitiria verificar se os ions produtos de m/z 261 para
elas seriam distintos ou variariam apenas em intensidades.

O cromatograma do ion selecionado m/Zz 261 com as respectivas
areas (Figura 5.90a) e a tabela 5.24 mostram maior area para aquela das raizes
do pé-franco limao cravo (RLC), no enxerto padrao (REC, sem a bactéria) a
concentragdo desta cumarina diminui muito, aumentando quando este enxerto
possui a bactéria em seu interior (RECS e RESS, 1,69 e 1,77 vezes o padrao
REC, respectivamente). Esta observagdo permite inferir a mesma hipotese
acima. Ou seja, estes dados mais uma vez refor¢am a proposta de que a presenga
do patogeno induz a inibi¢do da rota de prenilagdo em C-8 em favor daquela em

C-6.

Filhos RLP
APCI_RLP_DI 100 (22.503) Sm (Mn, 4x2.00); Cm (94:116-(119:134+28:90)) 6: Daughters of 261AP+
100 2 8.64e4

%

T T T T T T T T 1 m/z
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

Figura 5.90a. Espectros de massas obtidos para a cumarina suberenol por APCI
no modo positivo de analise: Espectro de massas MS/MS (tandem) do ion de

m/z 261 na forma de [M+H]".
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AN
_ o =
/C—O
—
? O o
m/z = 261 Me
m/z = 203

HO
A X
+
\B k,C‘) =0
/ v
/ X
N
O 9 =0
H
m/z = 187

Figura 5.90b. Proposta de fragmentagdo para a cumarina suberenol.

Tabela 5.24. Extratos das raizes dos citros estudados contendo a cumarina

suberenol com suas respectivas areas.

Cumarina Area do fon selecionado (m/z=261) nas raizes de cada citros
estudado
RLP RLC REC RESS RECS
Suberenol (R6) 874662 996093 684310 1213540 1155967
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APCI_RLP Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
N 30.21 261
265648 | 17t 7.15¢6
Area
LIS 1305  15.62 22.46 33.57
S 2.50 8.62 1758 g74662 29.20
704783 ,opa0 996503 305314 |551|22|1 210065 4 161702 1001786 o
2 T 7 T T T T T 7 T T T T T T 7 T T T T -~ T U
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
APCI_RLC Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
- 30.21 261
4436936 1.07e7
32.17 Area
& 237 8.17 13.05 2490 7i3-§230 1530969 33 57
2112287 2861442 1666541 16.47 y -
167576 996093 ‘1223950
2 T T T T T T T T T T ]
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
APCI_REC Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
- 3024 261
2721029 -
13.08 1350451 6.05¢6
9.83 . Area
260 1564006 1433858 séiglgo P g
- - 838499
967074 14.09;315867
2
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
APCI_RESS Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
N 3024 261
3540342 3213 9.25e6
. 810 979 e, 2253 oo K0 Area
237  26914093235649 1213540 - 2357
. 433051 -
941245 }4.61,831009 A, 790789
Y 7 T ] 7 T T T T T T T T T d
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
APCI_RECS Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
N 30.21 261
3637827) 3213 9.08e6
< 810 976 1321 2250 1711003 Area
° 276  11928631944805 1046710  15.98 1156977 333-3772 33.57 5555
315120 ‘. ‘ o 298462 721802 48618
2 T T T T T T T T T T T T T T T T 1 Time
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00

Figura 5.90c. Cromatograma de ions selecionados (m/z=261) APCI no modo
positivo de ionizacao dos extratos das seguintes raizes: RLP, RLC, REC, RESS

e RECS, respectivamente.

5.7.2.1.5 Sinal cromatografico 7: cumarina citrubutina

A analise da banda cromatografica denominada 7 por APCI no
modo positivo de ionizagdo mostrou o ion quasimolecular m/z 243 (Figura
5.91a). Este ion também aparece em varias outras bandas cromatograficas destas
matrizes (Figura 5.91b, mas isto ndo ¢ estranho, pois este pode ser o fragmento
em outras cumarinas presentes nas matrizes, mas sem interesse, pois nao houve
variacdo em suas intensidades. Contudo, o espectro de ions produtos de m/z 243
para a banda cromatografica 7 de Rt 22,6 min (Figura 5.91a) permitiu identificar
com seguranga a cumarina citrubutina. A proposta de fragmentagdo para
citrubutina encontra-se na Figura 5.91c. Esta cumarina ndo foi citada
anteriormente nos citros estudados, provavelmente devido a sua baixa
concentragdo. Ela foi isolada pela primeira vez de Citrus grandis e ¢ encontrada
também em Ruta graveolens (Wu & SHUNG, 1988; STASHENKO et al.;
2000).
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O cromatograma do ion selecionado m/z 243 com as respectivas
areas (Figura 5.91c) e a tabela 5.25 mostram maior area para aquela das raizes
do pé-franco laranja péra (RLP), aumentando no enxerto padriao (REC, sem a
bactéria) e quando este possui a bactéria em seu interior (RECS e RESS, 1,42 ¢
1,27 vezes o padrao REC, respectivamente). Esta observacao permite inferir a
mesma hipdtese acima. Ou seja, estes dados mais uma vez reforcam a proposta
de que a presenga do patdogeno induz a inibicao da rota de prenilagdo em C-8 em

favor daquela em C-6.

Filhos RLP
APCI_RLP_DI1 32 (22.611) Sm (Md, 2.00); Cm (17:50-(57:63+1:8)) 6: Daughters of 243AP+
100+ 227 7.56e4

T T u T T T T T T T
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

Figura 5.91a Espectros de massas obtidos para a cumarina citrubutina por APCI

no modo positivo de analise: B) Espectro de massas MS/MS (tandem) do ion de

m/z 243 na forma de [M+H]".

o o

m/z =197

.
H' % = A H % \T H*
~(Me* H) -HCO

o MeO o o o~ o

m/z = 227 m/z = 197

m/z =243

Figura 5.91b. Proposta de fragmentagdo para a cumarina citrubutina.
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Tabela 5.25. Extratos das raizes de citrus contendo a cumarina citrubutina com

suas respectivas areas.

Cumarina Area do fon selecionado (m/z=261) nas raizes de cada citros
estudados
REC

1562447

RLP
1342985

RLC
1223010

RESS
1984558

RECS

citrubutina 2222058

APCI_RLP Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
- 33.44 243
4533579 1.24e7
K 22.53 Area
] 3494  3g52
2.60 16.44 1342985 30.73
864280 561360 713064 481036 353185
— a LD b &
f T T T T T T T T T y IR T T T T T T T T T J
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
APCI_RLC Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
_ 22.53 3223 33.44 243
2.57 1223010 960815 3.16e6
2407384 5254509;1 824776 34.77 Area
n 8] 8.10 13.05 ’ 217892
1350481 1296384 {
Ao
5 " Y v Y T T 7 T T T T T T 7 T T T 7 T T 7 7 d
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
APCI_REC Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
32.26 243
22.56 1597556 4.62e6
1562447 33.47 Area
B! 1312 474542
348818
2 7 7 T 7 7 T 7 T T 7 san 7 T 7 T T T T T 7 7 d
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
APCI_RESS Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
- 22.56 32.26 243
1084558 1549094 4.76e6
33.44 Area
ES 8.00 13.05 384974
1178485 635980 3
3 T 7 T T ¥ 7 T T T T T T 7 7 d
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
APCI_RECS Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
22.56 243
2222058 32.30 5.21e6
° 1003238 Area
Lp! 13.12
358378 30.73;378407 $53.44;282066
A
2 T i T T T T u T T T U T U T 1 Time
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00

Figura 5.91¢ Cromatograma de ions selecionados (m/z=243) APCI no modo
positivo de ionizacao dos extratos das seguintes raizes: RLP, RLC, REC, RESS

e RECS, respectivamente.

5.7.2.1.6 Sinal cromatografico 11: cumarina nordentatina

A analise da banda cromatografica denominada 11 por APCI no
modo positivo de ionizagdo mostrou o ion quasimolecular m/z 313. O espectro
de ions produtos de m/z 313 para a banda cromatografica 11 de Rt 36,71 min
(Figura 5.92a) permitiu identificar a cumarina nordentatina. A proposta de
fragmentagdo para nordentatina encontra-se na Figura 5.92c. Esta cumarina foi

isolada anteriormente do enxerto padrao (REC) pelo grupo de PN da UFSCar.
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O cromatograma do ion selecionado m/Zz 313 com as respectivas
areas para cada matriz analisada (Figura 5.92b) mostra maior area para aquela
das raizes do pé-franco limao cravo (RLC), no enxerto padrio (REC, sem a
bactéria) a concentragdo desta cumarina diminui, aumentando um pouco quando
este enxerto possui a bactéria em seu interior (RECS e RESS, 1,06 ¢ 1,19 vezes
o enxerto padrao RLC, respectivamente). A cumarina nordentatina deriva
biossinteticamente da xantiletina por uma hidroxilagdo em C-5 e uma prenilacao
em C-8, mas o ataque ocorre em C-3’ da unidade dimetilalilpirofosfato. A
pequena variacao na concentragdo desta cumarina na planta com CVC mostra
novamente que a prenilacdo em C-8 ¢ bem menos favorecida que aquela em C-6

na presenga do patogeno.

Filhos RLP
APCI_RLP_DI 33 (36.769) Sm (Md, 2.00); Cm (24:42-(47:76+1:13)) 8: Daughters of 313AP+
100+ 215 1.06e5

%

201

313

69

0 \‘ \\\\\\\\\\\\\\\\\\ m/z
60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

Figura 5.92a. Espectro de massas obtido para a cumarina nordentatina por
APCI no modo positivo de andlise: B) Espectro de massas MS/MS (tandem) do
ion de m/z 313 na forma de [M+H]".
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Tabela 5.27. Extratos das raizes dos citros estudados contendo a cumarina

nordentatina com suas respectivas areas.

Cumarina Area do fon selecionado (m/z = 313) nas raizes de cada citros
estudado
RLP RLC REC RESS RECS
nordentatina 4245070 22286730 13220985 15692293 13982694

APCI_RLP Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
- 36.73 313
4245070 1.15e7
41.29 Area
" lafisz
1 T T T T T T T T T T T T T T T 1
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
APCI_RLC Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
- 36.73 313
22286730 6.65e7
Area
<]
38.88 41.32
0 1301790 3255671
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Figura 5.92b. Cromatograma de ions selecionados (m/z=313) APCI no modo
positivo de ionizacao dos extratos das seguintes raizes: RLP, RLC, REC, RESS

e RECS, respectivamente.
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o o

m/z = 271

m/z = 257

m/z = 257

—CO

Figura 5.92¢. Proposta de fragmentagdo para a cumarina nordentatina.
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5.7.2.1.7 Sinal cromatografico 12: cumarina clausarina

A andlise da banda cromatografica denominada 12 por APCI no
modo positivo de ionizagdo mostrou o ion quasimolecular m/z 381. O espectro
de ions produtos de m/z 381 para a banda cromatografica 12 de Rt 40,90 min
(Figura 5.93a) permitiu identificar a cumarina clausarina. A proposta de
fragmentagdo para clausarina encontra-se na Figura 5.93c. Esta cumarina foi
isolada anteriormente do enxerto padrao (REC) pelo grupo de PN da UFSCar.

O cromatograma do ion selecionado m/Zz 381 com as respectivas
areas para cada matriz analisada (Figura 5.93b e tabela 5.28) mostra areas
similares para as raizes do pé-franco limdo cravo (RLC) e laranja péra (RLP).
No enxerto padrio (REC, sem a bactéria) a concentragdo desta cumarina
aumenta muito, diminuindo quando este enxerto possui a bactéria em seu
interior (RECS e RESS, 1,70 e 1,09 vezes o enxerto padrio RLC,
respectivamente). Estes dados mais uma vez reforcam a proposta de que
presenca do patdégeno induz a inibi¢do da rota de prenilagdo em C-8 e C-3 em

favor daquela em C-6.

Tabela 5.28. Extratos das raizes dos citros estudados contendo a cumarina

clausarina com suas respectivas areas.

Cumarina Area do lon selecionado (m/z = 381) nas raizes de cada citros estudado
RLP RLC REC RESS RECS
clausarina 1778637 1813764 3192502 2911658 1878310
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Perfil RLP
APCI_RLP 1256 (40.929) Sm (Md, 2.00); Cm (1252:1259-(1260:1270+1229:1248)) 1: Scan AP+
100+ 381 7.26e5

s
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APCI_RECS_DI 17 (40.794) Sm (Md, 2.00); Cm (13:32) 6: Daughters of 381AP+
1004 325 1.55e5
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Figura 5.93a. Espectros de massas obtidos para cumarina clausarina por APCI
no modo positivo de analise: A) Espectro ion selecionado; B) Espectro de

massas MS/MS (tandem) do ion de m/z 381 na forma de [M+H]".
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Figura 5.993b. Cromatograma de ions selecionados (m/z=381) APCI no modo
positivo de ionizacao dos extratos das seguintes raizes: RLP, RLC, REC, RESS

e RECS, respectivamente.

OH T H'

m/z = 339

Figura 5.93c. Proposta de fragmenta¢do para a cumarina clausarina.
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5.7.2.1.8 Sinal cromatografico 9: limonoide limonina

A analise da banda cromatografica denominada 9 por APCI no
modo positivo de ionizagdo mostrou o ion quasimolecular m/z 471. O espectro
de ions produtos de m/z 471 para a banda cromatografica 9 de Rt 38,5 min
(Figura 5.94a) permitiu identificar o limonodide limonina. A proposta de
fragmentacdo para a limonina encontra-se na Figura 5.94c. Este limonoide foi
isolado anteriormente das raizes do enxerto padrao (REC) pelo grupo de PN da
UFSCar.

O cromatograma do ion selecionado m/Zz 471 com as respectivas
areas para cada matriz analisada (Figura 5.94b) mostra que a limonina foi
detectada apenas na raiz laranja péra. Nas demais matrizes sua concentragdo
deve estar muito baixa, pois o software ndo reconheceu como area, € nao

conseguiu integrar.
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Perfil RLP

APCI_RLP 1128 (36.759) Sm (Md, 2.00); Cm (1101:1144-(1164:1337+844:1074)) 1: Scan AP+
1007 4t 3.64e5
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Figura 5.94a. Espectros de massas obtidos para o limondide limonina por APCI
no modo positivo de analise: A) Espectro ion selecionado; B) Espectro de

massas MS/MS (tandem) do ion de m/z 471 na forma de [M+H]".
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Figura 5.94b. Cromatograma de ions selecionados (m/z=471) APCI no modo
positivo de ionizagao dos extratos das raizes RLP, RLC, REC, RESS ¢ RECS,

respectivamente.
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- OH
- nao detectado / Ho
miz = 471 </ :O

Figura 5.94¢. Proposta de fragmentagdo para o limondide limonina.
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m/z = 363 _

Figura 5.94d. Continuagdo da proposta de fragmentagdo para o limonoide

limonina.
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m/z = 265
nao detectado

m/z = 229

Figura 5.94e. Continuacao da proposta de fragmentacgdo para o limondide

limonina.
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5.7.2.1.9 Sinal cromatografico 10: limonoéide limonina diosfenol (R10)

A banda cromatografica 10 corresponde a dois limondides, ou seja,
os dois co-eluiram em Rt 38,5 min, um deles é a limonina discutida no item
anterior. A segunda andlise desta banda por APCI no modo positivo de
ionizagao mostrou o ion quasimolecular m/z 485. O espectro de ions produtos de
m/z 485 para a banda cromatografica 10 (Figura 5.95b) também permitiu
identificar o limonodide limonina diosfenol. A proposta de fragmentagdo para
limonina diosfenol encontra-se na Figura 5.93d. Este limondide ndo fo1 isolado
anteriormente nas raizes do enxerto padrdao (REC) pelo grupo de PN da UFSCar.

O cromatograma do ion selecionado m/Zz 485 com as respectivas
areas para cada matriz analisada (Figura 5.93a) e a tabela 5.29 mostram para a
banda das raizes do pé-franco laranja péra (RLP) uma area 25,1 vezes maior que
aquela do limao cravo (RLC). No enxerto padrao (REC, sem a bactéria) a
concentragdo deste limonoide nas raizes ¢ um pouco menor que aquela do limao
cravo, diminuindo um pouco quando este enxerto possui a bactéria em seu
interior (RECS e RESS, 1,07 e 1,38 vezes o enxerto padrio REC,
respectivamente). Estes dados indicam o que era esperado pelas defini¢des de
enxertia, em que a planta mantém as caracteristicas das plantas de origem, com
pequenas variagdes. Ou seja, as raizes do enxerto de Cs-Cl assemelham-se mais
aquelas do limdo cravo de origem e ndo aquelas da laranja péra que origina a
copa da planta. A diminui¢do na concentragdo deste metabolito nas plantas com
a bactéria em seu interior poderia ser uma reacdo ao patdgeno. Nao € claro se
estaria havendo uma inibicdo do caminho que leva aos terpenos em favor
daquele do chiquimato, levando a maiores concentragdes das cumarinas como

fo1 visto nos itens anteriores.
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O composto identificado como 10, o limondide limonia diosfenol, ¢
bastante conhecido na Familia Rutaceae sendo encontrado em Dictamnus
angustifolius (WU et al.; 1999), Evodia rutaecarpa (Xiu-Wei & Jie, 2007),
Evodia fargesii Dode (QUAN-WEN et al.; 2006), dentre outras.

Perfil RLP

APCI_RLP 1182 (38.519) Sm (Md, 2.00); Cm (1178:1190) 1: Scan AP+
100+ 485 6.01e6
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Figura 5.95a. Espectro de massas obtido para o limonodide limonina diosfenol

por APCI no modo positivo de analise: Espectro ion selecionado.

Filhos RECS

APCI_RECS_DI 23 (38.493) Sm (Md, 2.00); Cm (19:33-(36:66+1:12)) 5: Daughters of 485AP+
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Figura 5.95b. Espectro de massas obtido para o limondide limonina diosfenol
por APCI no modo positivo de analise: B) Espectro de massas MS/MS (tandem)
do ion de m/z 485 na forma de [M+H]".
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Tabela 5.29. Extratos das raizes dos citros estudados contendo o limonodide

limonina diosfenol com suas respectivas areas.

Cumarina Area do Ion selecionado (m/z = 485) nas raizes de cada citros estudado

RLP RLC REC RESS RECS
Limonina 17004330 678163 511937 371515 474807

diosfenol
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Figura 5.95¢. Cromatograma de ions selecionados (m/z=485) APCI no modo
positivo de ionizacao dos extratos das seguintes raizes: RLP, RLC, REC, RESS

e RECS, respectivamente.
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m/z = 485

m/z = 363

Figura 5.95d. Proposta de fragmentacao para o limono6ide limonina diosfenol.
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5.7.3 Analise da variacao do perfil quimico das folhas dos citros estudados

Os perfis cromatograficos das folhas dos citros estudados estdo

mostrados nas Figuras 5.96 € 5.97.
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Figura 5.96. Cromatogramas HPLC-DAD comparativos dos extratos das folhas

dos citros estudados.
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Figura 5.97. Ampliagcdo dos cromatogramas HPLC-DAD comparativos dos

extratos das folhas dos citros estudados.
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Analisando a Figura 5.96 observa-se a presenga de uma banda
intensa no tempo de retengdo de aproximadamente 15 minutos. Essa banda foi
previamente identificada e até mesmo quantificada, correspondendo aos
flavonoides hesperidina e rutina que nestas condigdes possuem 0 mesmo tempo
de retencdo (co-eluicdo). Ao se aplicar um zoom nos cromatogramas observa-se
uma gama de metabolitos com uma boa separagdo cromatografica. Uma andlise
superficial dos cromatogramas ampliados permite considera-los muito similares,
as bandas cromatograficas diferenciam-se em intensidades nas respectivas
matrizes das folhas analisadas. Nas matrizes das folhas do limao cravo (FLC)
aparecem duas bandas em torno de Rt = 24,0 minutos, que visivelmente sdo
caracteristicas somente destas plantas. Varios destes metabolitos foram
identificados via a técnica de APCI no modo positivo de ionizagdo. A Figura
5.98 apresenta o cromatograma de ions totais destas matrizes.

Os cromatogramas do ion selecionado com as respectivas areas para
cada matriz analisada permitem inferir sobre as diferentes concentragdes dos
respectivos metabolitos nas folhas dos citros estudados, pois os experimentos
foram feitos com concentragdes iguais de cada matriz analisada. Estas

discussoes serdo feitas nos proximos itens.
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Figura 5.98. Cromatogramas de ions totais (TIC) APCI no modo positivo de
ionizacao dos extratos das seguintes folhas: FLP, FLC, FEC, FESS e FECS,

respectivamente.
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5.7.3.1 I1dentificacdo das bandas cromatograficas nas folhas dos citros
estudados

Os espectros de massas, os tempos de retengdes referentes a
corrida cromatografica via HPLC-DAD e os ions produtos formados a
partir dos ions observados no TIC por APCI no modo positivo de ionizagao
dos extratos das folhas dos citros estudados, FLP, FLC, FEC, FECS e
FESS, permitiram identificar 8 metabolitos secundarios de média
polaridade. A maioria deles sdo flavondides previamente isolados e
identificados pelo Grupo de Produtos Naturais da UFSCar, presentes nas
folhas dos citros estudados.

O cromatograma HPLC-DAD das folhas do limdo cravo foi
utilizado como modelo para mostrar as oito bandas cromatograficas

identificadas (Figura 5.99).
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Figura 5.99. Cromatogramas HPLC-DAD comparativos do extrato das
folhas do limdo cravo com os respectivos sinais cromatograficos

1dentificados.
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Estas matrizes também foram analisadas por LC-NMR, e
alguns dos metabolitos identificados via LC-MS/MS foram confirmados
utilizando os seus dados de RMN de 'H, obtidos com esta segunda
metodologia. Nas analises onde isto foi possivel as discussdes serdo feitas
com ambos os dados. Infelizmente, para esta tese ndo houve tempo habil
para analisar os extratos das raizes dos citros estudados utilizando a técnica
de LC-NMR, pois este equipamento chegou ao DQ-UFSCar recentemente.

As Figuras 5.100 e 5.101 mostram como modelo os
cromatogramas obtidos utilizando a técnica de LC-NMR nas andlises das

folhas do limao cravo (FLC).

FLC LC-NMR
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Figura 5.100. Proje¢do do Cromatograma de LC-NMR das folhas do limao

cravo obtido via software Micronal Origin.
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Figura 5.101. Cromatograma de HPLC-NMR das folhas do limdo cravo
especificando as bandas cromatograficas “trapeadas” em cartucho de SPE

para posterior andlise.

Comparando os cromatogramas obtidos pelas técnicas LC-
MS/MS e LC-NMR pode se verificar que as bandas basicamente sao as
mesmas nos primeiros 25 minutos, posteriormente ha uma diferenca de
aproximadamente 2 min. a mais no tempo de retencdo de cada metabolito
na técnica de LC-NMR. Isto pode ser exemplificado pelo tempo de
retengdo do metabdlito correspondente a banda 1, o qual em LC-MS/MS

eluiu num Rt de aproximadamente 22,5 min e na técnica de LC-NMR em

24,3 min aproximadamente.
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5.7.3.1.1 Sinal cromatografico 1: cumarina limetina ou citropteno

A analise da banda cromatografica denominada 1 por APCI no
modo positivo de ionizagdo mostrou o ion quasimolecular m/z 207. O
espectro de ions produtos de m/z 207 para a banda cromatografica 1 de Rt
22,5 min (Figura 5.103) permitiu identificar uma cumarina dimetoxilada,
podendo ser escoparona (6,7-dimetoxicumarina), 6,8-dimetoxicumarina,
limetina ou citrapteno (5,7-dimetoxicumarina) ou 7,8-dimetoxicumarina.
Considerando ion produto m/z 192 com uma intensidade relevante, este
poderia levar a sugerir a cumarina escoparona (6,7-dimetoxicumarina), pois
nesta estrutura a perda de uma metila radicalar do ion quasimolecular 207
levaria um fragmento com melhor estabilidade entre todos os demais
isomeros (Figura 5.105). A 6,8-dimetoxicumarina também levaria a um
fragmente estavel, mas esta ndo ¢ conhecida como natural em planta
superior, ¢ portando seria descartada. Este modelo ¢ excelente para se
mostrar a importancia do uso de padrdes ou da técnica de LC-NMR. Neste
trabalho contou-se com poucos padrdes, pois o grupo onde os estudos
foram realizados vem utilizando os metabolitos isolados em bioensaios.
Felizmente o LC-NMR forneceu para a banda cromatografica denominada
1 o espectro de RMN de 'H que se encontra na figura 5.104, o qual mostrou
dois dubletos em 6 7,97 (J= 9,8 Hz, 1H) e 6 6,10 (J= 9,8 Hz, 1H)
referentes aos hidrogénios 3 e 4, e outros dois dubletos em 6 6,48 e 6,41
com constantes de acoplamento de 2,0 Hz (Tabela 5.30), indicando a
presenca de substituintes em posicdes meta, ¢ permitindo atribui-los aos H-
6 ¢ H-8. Estes deslocamentos quimicos s6 permitem a banda 1 referir-se a
limetina ou citrapteno (5,7-dimetoxicumarina). Comparou-se os sinais de
RMN de 'H com a literatura (KAWAII ez al.; 1990) e concluiu-se que a
proposta estava correta. Esta cumarina ndo foi isolada anteriormente das

plantas estudadas, provavelmente por estar em pequena concentragdo. Mas,
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ela tem sido encontrada em varias espécies de Citrus. A proposta de
fragmentagdo para a limetina encontra-se na Figura 5.105.

O cromatograma do ion selecionado m/Zz 207 com as
respectivas areas para cada matriz analisada (Figura 5.106a) mostra que a
limetina estd presente apenas nas folhas de limdo cravo (FLC). No
cromatograma da matriz das folhas do enxerto com sintomas de CVC
(FECS) parece haver a banda referente a esta cumarina, mas sem
informacao sobre a respectiva area. Assim, estes dados ndo sao solidos

como indicadores da doenca nos enxertos.

MeO o~ o
citropteno (F1)

Figura 5.102. Estrutura da cumarina citropteno.

Tabela 5.30. Dados de RMN de 'H (CD;0D, 500 MHz) da cumarina

citropteno em comparagao com os dados da literatura (CDCls;, 400 MHz).

Posi¢iio SH J (Hz) & H* J (Hz)**
3 6,09 (d) 9,8 6,14 (d) 9,7
4 7,97 (d) 9,8 7,95 (d) 9,7
6 6,41 (d) 2,0 6,40 (d), 2,5
ou 8 6,48 (d) 2,0 6,26 (d) 2,5
5-OMe 3,89 - 3,87 (s) -
7-OMe 3,85 - 3,84 (s) -

*e** 8'H eJ (Hz) sdo deslocamentos quimicos e constantes obtidos da literatura (KAWAII et

al.; 1990).
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Perfil citrus folhas

APCI_perfil_FLC_DI2 84 (23.071) Sm (Mn, 4x2.00); C m (69:87-(97:115+36:59))
4

1: Daughters of 207AP+
1007 121.

1.68e4

164.2

%

149.3

Figura 5.103. Espectro de massas obtido para a cumarina citropteno por
APCI no modo positivo de andlise: B) Espectro de massas MS/MS
(tandem) do fon de m/z 217 na forma de [M+H]".
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Figura 5.104. Espectro de RMN de 'H (MeOD, 500 MHz ) da cumarina

citropteno.
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Figura 5.105. Proposta de fragmentacdao da cumarina citropteno.
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Figura 5.106a. Cromatogramas de ions selecionados (m/z=207) APCI no

modo positivo de ionizag¢do dos extratos das seguintes folhas: FLP, FLC,

FEC, FESS e FECS, respectivamente.
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5.7.3.1.2 Sinal cromatografico 2: cumarina bergapteno

A andlise da banda cromatografica denominada 2 por APCI no
modo positivo de ionizagdo mostrou o ion quasimolecular m/z 217. O
espectro de ions produtos de m/z 217 para a banda cromatografica 2 de Rt
242 min (Figura 5.108) permitiu identificar uma furanocumarina
metoxilada, podendo ser ela uma furanolinear ou angular. Ou seja, a linear
poderia ser o bergapteno (metoxila em C-5) ou xantotoxina (metoxila em
C-8), e a angular a esfondina (metoxila em C-6) ou isobergapteno
(metoxila em C-5). Este modelo novamente ¢ excelente para se mostrar a
importancia do uso de padrdes ou da técnica de LC-NMR. O grupo ndo
possuia estes padroes, mas felizmente o LC-NMR forneceu para a banda
cromatografica denominada 2 o espectro de RMN de 'H que se encontra na
figura 5.110, o qual mostrou dois dubletos em & 8,18 (J= 9,8 Hz, 1H) e &
6,22 (J= 9,8 Hz, 1H) referentes aos hidrogénios 3 e 4, um singleto em &
7,15 referente ao H-8 e mais dois dubletos em 6 7,72 ¢ 7,19 (J= 2,0 Hz)
referentes aos H-2'e H-3", confirmando uma furano cumarina. Um singleto
integrando para 3 hidrogénios em & 4,27 indicou a presenca de uma
metoxila. Comparou-se os sinais de RMN de 'H com a literatura
(BENAHMED et al.; 2008; MASUDA et al.; 1997) e concluiu-se que a
cumarina identificada trata-se da furanocumarina linear bergapteno. Os

dados espectrais da mesma encontram-se na Tabela 5.31.

OMe
OMe ) OMe MeO
. 4 3 5 c
2 2 N

(@)
OMe

i esfondina
xantotoxina isobergapteno

bergapteno
Figura 5.107. Possiveis estruturas das furanocumarinas pertencentes ao

sinal cromatografico 2
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Na auséncia de padrdo tentou-se obter na literatura espectro de
massas via APCI no modo positivos para estas cumarinas, mas infelizmente
ndo foram localizados. A proposta de fragmentacdo para o bergapteno

encontra-se na Figura 5.109.

Tabela 5.31. Dados de RMN de 'H (CD;0D, 500 MHz) da cumarina
bergapteno em comparagdo com os dados da literatura (CDCl;, 400 MHz).

Posiciio SH J (Hz) S H* J (Hz)**
3 6,22 (d) 9,8 6,27 (d) 9,9
4 8,18 (d) 9,8 8,14 (d) 9,9
8 7,15 (s) 7,11 (s) -
2 7,72 (d) 2,0 7,57 (d) 2,4
3 7,19 (d) 2,0 7,01 (d) 2,4
5-OMe 4,27 - 4,27 -

*#% §'H ¢ J* (Hz) sido deslocamentos quimicos e constantes obtidos da literatura (BENAHMED
et al.; 2008).
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Perfil citrus folhas
APCI_perfil_FLC_DI 90 (24.161) Sm (Mn, 4x2.00); Cm (80:102-(12:61+121:185)) 3: Daughters of 217AP+

100, 202.4 6.36e4

174.4

%

0 m/z

60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230

Figura 5.108. Espectro de massas obtido para a cumarina bergapteno por

APCI no modo positivo de analise: ions produto de m/z 217.
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Figura 5.109. Proposta de fragmentacdo da cumarina bergapteno.
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SpinWorks 3: Sample Details
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Figura 5.110. Espectro de RMN de 'H (CD,0D, 500 MHz ) da cumarina

bergapteno.

O cromatograma do ion selecionado m/Zz 217 com as
respectivas areas para cada matriz analisada (Figura 5.111) mostra que o
bergapteno estd presente nas folhas do limdo cravo (FLC) em uma
concentragdo 10,4 vezes maior que aquela encontrada para as folhas do
enxerto com sintoma de CVC (FECS). Nas demais matrizes esta cumarina
parece estar ausente. Estes dados sao dificeis de explicar, pois o esperado
pelas defini¢cdes de enxertia, ¢ que a planta mantém as caracteristicas das
plantas de origem, com pequenas variacdes. Ou seja, as folhas do enxerto
de Cs-Cl devem assemelhar-se mais aquelas da laranja péra que origina a
copa da planta, e nesta ndo foi detectado o bergapteno. Nao se pode dizer
que ha uma diminui¢do na concentragdo do bergapteno nas folhas dos
enxertos com CVC, pois no enxerto padrao onde a bactéria ndo foi

inoculada esta cumarina nao foi detectada. Ela teria que estar sendo
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biossintetisada nas folhas do enxerto doente como uma reacao ao patdgeno,
ou sendo translocada de outro 6rgdo da planta, o qual se origina do limdo
cravo. Esta segunda hipotese sera reforcada em um topico mais a frente
onde se discutira os resultados de estudos dos caules destas plantas via a

busca de alguns ions selecionados por APCI.
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Figura 5.111. Cromatogramas de ions selecionados (m/z=217) APCI no
modo positivo de ionizag¢do dos extratos das seguintes folhas: FLP, FLC,

FEC, FESS e FECS, respectivamente.
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5.7.3.1.3 Bandas cromatograficos 3, 4 e 7: flavondides sinensetina, 5-

demetoxinobiletina e tangeretina

A analise da banda cromatografica denominada 3, 4 e 7 por
APCI no modo positivo de ionizagdo mostrou o ion quasimolecular m/z
373. O espectro de ions produtos de m/z 373 e 343 para estas bandas
cromatograficas (Figura 5.113-5.115) permitiu identificar trés flavonoides
pentametoxilados. A técnica de APCI ¢ mais branda que a técnica de CG-
MS, a qual utiliza 70 eV para fragmentar uma molécula, enquanto a
utilizada neste trabalho usou 15 eV. Com isto, ndo foram observados ions
produtos provenientes de RDA (Retro Diels-Alder) a partir do ion m/z=
373. Estes auxiliariam a posicionar os grupos metoxilicos nos an¢is A ¢ B
com facilidade. A Retro Diels-Alder aparece, mas ndo diretamente no ion
M+H, como sera discutido mais a frente. Contudo, alguns fragmentos eram
caracteristicos de um dos isomeros, permitindo identificar um deles com
seguranca. A formagdo destes ions e suas identidades com os respectivos
flavonoides serdo discutidos a seguir. Ou seja, ndo serd mostrado para esses
trés compostos os perfis de fragmentacdo separadamente, mas apenas
alguns ions produtos fundamentais para a diferenciacdo entre os trés
flavonoides isoOmeros. As Figuras 5.113-5.15 mostram os espectros de
massas obtidos para as bandas cromatograficas 3, 4 e 7 por APCI no modo

positivo de analise com ions produto de m/z 373 e 343.

OMe O

sinesetina 5-demetoxinobiletina tangeretina |

Figura 5.112. Estrutura dos flavonoides sinensetina, S-demetoxinobiletina

e tangeretina.
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Perfil citrus folhas pefilms 3

APCI_perfil_FECS DI 73 (27.253) Sm (Mn, 2x1.00); C m (63:93-(120:159+9:50)) 2: Daughters of 373AP+ APCI__FECS_MS3 73 (27.237) Sm (Mn, 2x1.00); Cm (65 :81-(109:146+10:47)) 1: Daughters of 343AP+
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Figura 5.113. Espectros de massas obtidos para a banda cromatografica 3

por APCI no modo positivo de analise: ions produto de m/z 373 e 343.

Perfil dirus fohas perfil ms 3

APCI_perfil FECS DI_1 25(29.449) Sm (Mn, 2x1.00); Om (12:3762:107+1.8)) 3: Daughters of 378AP+  Apc| FECS_MS3_b 15 (29.263) Sm (Mn, 4x2.00); Cm (8:32-(36:61+1:4)) 2: Daughters of 343AP+
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Figura 5.114. Espectros de massas obtidos para a banda cromatografica 4

por APCI no modo positivo de analise: ions produto de m/z 373 e 343.
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Perfil citrus fohas pefil ms 3
APCI_perfil FECS DI 22 (33.484) Sm(Mn, 2x1.00); C m (8:22-(2:4+33:40)) 5: Daughters of 373AP+  APCI__FECS_MS3 7 (33.235) Sm (Mn, 4x2.00); Cm (6:1 4-30:64) 4: Daughters of 343AP+
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Figura 5.115. Espectros de massas obtidos para banda cromatografica 7

por APCI no modo positivo de analise: ions produto de m/z 373 e 343.

Ao analisar os espectros de massas das Figuras 5.113 a 5.115
referentes aos ions produtos de m/z= 373, observa-se que apenas a banda
cromatografica 7 apresenta o ion m/z= 291. Considerando o anel B
monometoxilado, e este anel perdendo uma unidade CsH¢O apartir do ion
M+H leva ao ion C;sH;4O¢ ion (m/z= 291) numa propor¢do de
aproximadamente 70%, mostrando ser um ion bastante estavel (Figura
5.116). Portanto, este fragmento sugere para a banda cromatografica 7 o

flavonoide tangeretina.

(7# H
OMe pa
u N
H OMe
H OMe
MeO m/z= 373 MeO o Z
OMe O \
MeO

tangeretina

OMe O
m/z=291

Figura 5.116. Proposta de formagdo do ion m/z = 291 referente a banda

cromatografica 7.
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O ion m/z 343 o qual aparece nos espectros das trés bandas
cromatograficas pode ter se formado pela perda de uma unidade H,C=0. A
Retro Diels-Alder ocorrendo neste ion correspondente a banda
cromatografica 7 leva aos ions m/z 211 e 133, este ultimo confirma o anel
B monometoxilado. O ion m/z 135 formado apartir do m/z 343 via
mecanismo mostrado na figura 5.117, também confirma o anel B
monometoxilado. Os ions m/z 135 e 133 também indicam a auséncia de
metoxila em C-3 (Flavonol). Os ions m/z 211 e 183 (oriundo do m/z 211,
pico base) mostram que a perda do metanal no ion M+H para levar ao m/z
343 ocorreu no anel A, confirmando o anel A totalmente metoxilado. Estes
dados permitem confirmar com seguran¢a o flavondide tangeretina para a
banda cromatografica 7 (Figura 5.117). Este foi isolado anteriormente pelo
grupo de PN da UFSCar nas folhas do enxerto padrao (FEC) (Ribeiro et al.,

2008), refor¢cando a proposta acima.
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—2CH,0
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m/z= 211
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Figura 5.117. Propostas de formagdo dos ions m/z 343, 133, 135, 183 ¢

211 referentes a banda cromatografica 7.

As matrizes das folhas do limdo cravo foram analisadas via
LC-NMR, como comentado anteriormente. Este flavondide ocorre nestas
folhas e, assim, esta banda (7, figura 5.99, pag, 211) foi separada e seu
espectro de RMN de 'H registrado. Analisando este espectro (Figuras
5.118a, b e c¢) observaram-se a presen¢a de cinco singletos na regido de o

3,80 a 4,05 integrando para trés hidrogénios, sinais esses caracteristicos de
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metoxilas presentes na molécula. Observou-se também um singleto em o
6,54 caracteristico do H-3 de flavonoide. Observaram-se ainda sinais na
regido de & 7,0 a 7,7. Nessa regido tem-se um dubleto em & 7,08 com
constante de acoplamento de 8,5 Hz e integrando para dois hidrogénios.
Outro sinal foi observado na regido de 6 7,93 que também integrou para
dois hidrogénios. Diante desses dados verifica-se tratar de um flavonoide
pentametoxilado € que o mesmo possuia um plano de simetria no anel B,
sugerindo, portanto o flavonoide tangeretina. Os dados espectrais,

comparados com a literatura estdo discriminados na tabela 5.32.

Tabela 5.32. Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 'H (CDsCN, 500
MHz) do flavonoide tangeretina (banda 7, ou 10) em comparagdo com 0s

dados da literatura (CDCl;, 400 MHz).

H tangeretina tangeretina™®
2 7,93 d (8,9) 7,87 d (9,0)
3 7,08 d (8,9) 7,02 d (9,0)
5 7,08 d (8,9) 7,02 d (9,0)
6 7,93 d (8,9) 7,87 d (9,0)
H-3 6,54 s 6,61 s
OMe 3,82 s 3,89 s
OMe 3,86 s 395s
OMe 3,87 s 3,95
OMe 3,98 s 4,02 s
OMe 4,05 s 4,10 s

o (Lletal; 2006).
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SpinWorks 3: Sample Details
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Figura 5.118a. Espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500 MHz) da banda

cromatografica 7 ou 10, flavonodide tangeretina.
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MHz) da banda cromatografica 7 ou 10, flavonoide tangeretina.
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SpinWorks 3: Sample Details
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Figura 5.118c. Ampliacdo 2 do espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500

MHz) da banda cromatografica 7 ou 10, flavonoide tangeretina.

A Retro Diels-Alder ocorrendo no ion m/z 373 correspondente
as bandas cromatograficas 3 e 4 que leva aos ions m/z 181 e 163, este
ultimo indica o anel B dimetoxilado e sem metoxila em C-3 (Figura 5.119).
O ion m/z 165 formado a partir do m/z 343 via mecanismo mostrado na
figura 5.121, também confirma o anel B dimetoxilado. Os dados discutidos
acima mostram que os flavondides correspondentes as bandas 3 e 4
possuem o anel A trimetoxilado, portanto podendo ser 5,6,7-, 6,7,8-, 5,7,8-,
5,6,8-trimetoxi.

O ion m/z 358 aparece apenas nas bandas cromatograficas 3
(m/z 358,7) e 7 (m/z 358,8); o ion em m/z 357,7 que aparece para a banda 4
corresponde a outro tipo de fragmentagcdo que sera discutida
posteriormente, ou seja refere-se ao m/z 357 e ndo 358. A formagdo deste
ion se daria pela perda de uma metila radicalar. Uma interacdo eletrOnica

entre o oxigénio da posicdo 1 do anel C e os carbonos C-6 e C-8
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permitiriam a perda de metila radicalar (Figura 5.119). Porém, esta
proposta nao descartaria nenhuma das sugestdes com anel A trimetoxilado
acima. Uma segunda possibilidade seria a perda da metila radicalar em C-5
e o radical formado ser estabilizado por uma interagdo com a carbonila em
C-4 protonada, o que ¢ bem conhecido nos flavonodides 5-hidroxilados
(Figura 5.118). Esta possibilidade permitiria descartar o flavondide com o
anel A 6,7,8-trimetoxilado, sugerindo para a banda cromatografica 4 o
flavondide 5-demetoxinobiletina, a qual ndo apresenta o ion produto m/z
358. Esta banda cromatografica 4 mostra ions produtos (m/z 357 e 327) os
quais parecem se formarem pela perda de uma unidade CH,4, o que ocorre
pela derivagao tanto do ion quasimolecular m/z 373 quanto do ion produto
343 (Figura 5.120). A explicacdo para a perda de CH4 poderia ser diminuir
a tensdo estérica de metoxilas vizinhas. Contudo, ndo é uma boa
explicagdo, pois isto ndo ocorreu na banda 7 com intensidade relevante, a
qual corresponde ao flavonoide tangeretina com o anel A totalmente
metoxilado. A 5-demetoxinobiletina foi isolado anteriormente pelo grupo
de PN da UFSCar nas folhas do enxerto padrio (FEC) (Ribeiro et al.,
2008), refor¢cando a proposta acima.

Restam para a banda 3 trés possibilidades 5,6,7,3°,4°-, 5,7.,8,
3’,4’-, ou 5,6,8,3’,4’-pentametoxiflavona. Os ions produtos analisados para
esta banda ndo permitem diferenciar estes trés flavondides. A hipotese de
que este flavondide seria a sinensetina seria reforcada no fato de que esta
foi isolada anteriormente pelo grupo de PN da UFSCar nas folhas do
enxerto padrdo (FEC) (Ribeiro et al., 2008). Infelizmente o grupo ndo
possui mais este padrdao. Contudo, o extrato dos caules superiores do
enxerto com sintoma de CVC foi analisado via LC-NMR e a banda
cromatografica com tempo de retengdo em torno de 27 min foi confirmada
ser o flavonoide sinensetina ao analisar o seu espectro de RMN de 'H

(discutido mais a frente no item 5.8.2.3). O tempo de retengdo obtido nas
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mesmas condigdes para as folhas foi também nesta faixa, 27,4 min.
Portanto, a hipotese de que a banda cromatografica 3 refere-se ao

flavonoide sinensetina fo1 mais uma vez reforcada.

OMe
OMe OMe OMe
MeO. O. MeQO o
—CHg
c | . c |
MeO MeO

OMe oLH or o
m/z= 373 H
m/z= 358
tangeretina

OMe OMe
o @ - ) @
c | OMe  _cHy c | OMe
MeO -
MeO

m/z= 358
Figura 5.119. Propostas de formac¢do do ion m/z= 358 referentes as bandas

cromatograficas 3 e 7. — H
OMe

OMe
e o L
MeQO 0
o
c OMe  _cH, ° OMe
s ( c |
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m/z= 357 ©

—CH,0
o col
owe]" ome |

OMe

5-demetoxinobiletina (F4)

OMe

OMe <
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Figura 5.120. Proposta de formacao dos ions m/z= 357, 329, 327 ¢ 312

referentes a banda cromatografica 4.
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Figura 5.121. Propostas de formac¢do dos ions produtos m/z= 181, 165, 163

e 153 referentes as bandas cromatograficas 3 e 4.
O cromatograma do ion selecionado m/Zz 373 com as
respectivas areas para cada matriz analisada (Figura 5.122) mostra que o

primeiro flavonoide, provavelmente a sinensetina, aparece em bem menor
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quantidade que os demais, sendo que nas folhas da laranja péra sua
concentragilo ¢ a mais baixa. O segundo flavondide, a 5-
demetoxinobiletina, aparece com baixa concentracdo nas folhas do limdo
cravo e em quantidade relevante nas folhas da laranja péra, no entanto no
enxerto destes dois sua concentragdo aumenta em 2,37 vezes. Segundo as
definicdes de enxertia a planta mantém as caracteristicas das plantas de
origem, com pequenas variacoes. Ou seja, as folhas do enxerto de Cs-Cl
devem assemelhar-se mais aquelas da laranja péra que origina a copa da
planta, e isto foi observado nesta amostra. Contudo, o aumento na
concentragdo da 5-demetoxinobiletina em 2,37 vezes aquela da planta de
origem pode ser interpretada como uma reagdo da laranja péra estando
sobre o limdo cravo. Sua concentragdo também aumenta quando o enxerto
possui sintomas de CVC (1,26 vezes aquela do enxerto padrdo). Este
aumento pode ser interpretado como uma rea¢do da planta ao patogeno,
permitindo classificar este flavondide como wuma fitoantecipina.
Interessante que naqueles enxertos com a X. fastidiosa em seu interior, mas
sem sintoma de CVC, a concentracdo deste flavonoide diminui numa
relacdo (-2,97 vezes aquela do enxerto padrao, FEC) maior que aquela de
seu aumento quando na formagao do enxerto (2,37 vezes FLP).

A bactéria necessita se aderir a superficie de seu hospedeiro,
em seguida ocorre a sua multiplicacdo e colonizacdo formando o biofilme,
0 que entdo leva ao sintoma da doenga. A diminui¢do da concentragao do
flavondide 5-demetoxinobiletina também mostra uma reagdo da planta
frente ao patdogeno, mas provavelmente em favor do aumento de algum
outro metabolito que estaria interferindo na interagdo bactéria-hospedeiro e
levando a inibi¢do da formacdo do biofilme, e consequentemente a
auséncia de sintoma de CVC na planta. A bactéria inoculada nas plantas foi
de um mesmo lote desenvolvido para esta finalidade. As plantas estudadas

receberam a bactéria no mesmo periodo e as andlises foram feitas todas
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também no mesmo intervalo dado para o desenvolvimento da bactéria. As
plantas tinham todas elas a mesma idade, porém, logico ndo eram
exatamente os mesmos individuos. Portanto, saber por que algumas plantas
apresentaram sintoma de CVC e outras ndo sdo reacodes dificeis de
entender. Um numero maior de plantas apresentou o sintoma de CVC.
Aquelas tolerantes (sem sintoma de CVC) seriam gendtipos diferentes e
com isto utilizam fitoantecipinas distintas, ou seja, elas variam a
biossintese do mesmo flavonoide (5-demetoxinobiletina) em sentidos
opostos, a tolerante diminui e a suscetivel aumenta. Esta ¢ uma pergunta
ainda sem resposta nesta tese.

O flavonoide tangeretina estd presente em maior quantidade
nas folhas do limao cravo e em menor naquelas da laranja péra. No enxerto
padrdo a concentracdo deste flavonoide nas folhas diminui quando
comparado ao limdo cravo e aumenta em relacdo a planta de origem. A
concentragdo deste também diminui nas plantas com a bactéria em seu
interior, porém em um percentual maior naquelas sem sintomas de CVC (-
3,15 e -1,21, em comparacdo ao padrao, FEC). Neste caso a rea¢ao da
planta € homogénea. Provavelmente a diminui¢do ocorre em favor do
aumento de algum outro metabodlito, o qual foi sintetizado em um

percentual maior nas plantas mais tolerantes.
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Figura 5.122. Cromatogramas de ions selecionados (m/z=373) APCI no
modo positivo de ionizag¢do dos extratos das seguintes folhas: FLP, FLC,

FEC, FESS e FECS, respectivamente.

5.7.3.1.4 Bandas cromatograficas 5 e 8: flavonoides 5( ou 7)-hidroxi-
3°,4°,6,7,8-pentametoxiflavona e 6-hidroxi-3’,4°,5,7,8-

pentametoxiflavona

A analise da banda cromatografica denominada 5 (31,5 min) e
8 (34,2min) por APCI no modo positivo de ionizacdo mostrou o ion
quasimolecular m/z 389. O espectro de ions produtos de m/z 389 para a
banda cromatografica 5 (Figura 5.124) permitiu identificar um flavonoide
monohidroxilado e pentametoxilado. A Retro Diels-Alder ocorrendo no ion
m/z 389 correspondente a banda cromatografica 5 leva aos ions m/z 227 e
163 em baixas intensidades, mas importantes, este ultimo indica o anel B

dimetoxilado e sem metoxila ou hidroxila em C-3 (Figura 5.125). Portanto,
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o anel A ¢ monohidroxilado e trimetoxilado. Os ions produtos analisados
para esta banda ndo permitem posicionar a hidroxila no anel A com
seguranca. Uma possibilidade seria a perda de CH; e um hidrogénio
radicalar da hidroxila em C-5 apartir do ion m/z 373, e este radical formado
ser estabilizado por uma interacdo com a carbonila em C-4 protonada, o
que ¢ bem conhecido nos flavonodides 5-hidroxilados (Figura 5.124). Esta
possibilidade permitiria explicar este ser o pico base (100%), sugerindo
para a banda cromatografica 5 o flavonoide S5-hidroxi-3,4%,6,7,8-
pentametoxiflavona. Porém, a hidroxila em C-7 estaria em uma posicao
para em relagdo a carbonila, e o radical formado também seria muito bem
estabilizado por conjugacdo. Esta conjugacdo formaria uma hidroxila ion
positivo radicalar (Figura 5.124), o que ¢ muito comum na espectroscopia
via GC/MS. Portanto, propor para a banda cromatografica 5 o flavonoide 7-

hidroxi-3",4",6,7,8-pentametoxiflavona ndo pode ser descartado.

OMe
OMe OMe
OMe
MeO. (@)
MeO o OMe
OMe
HO

MeO H
OH O

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

OMe

HO @)

O OMe

MeO

|
OMe O

OMe O

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

Figura 5.123. Formulas estruturais dos flavonoides 5-hidroxi-3’,4°,6,7,8-
pentametoxiflavona, 6-hidroxi-3’,4’,5,7,8-pentametoxiflavona e 7-hidroxi-

3’,4°,5,6,8-pentametoxiflavona.
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Perfil citrus folhas
APCI_perfi_FESS_DI1 22 (31.478) Sm (Mn, 4x2.00); Cm (16:41-(55:106+1:3)) 4: Daughters of 389AP+
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Figura 5.124. Espectro de massas obtido para a banda cromatografica 5

por APCI no modo positivo de analise: ions produto de m/z 389.
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Figura 5.125. Proposta de fragmentacao do flavonoide 5-hidroxi-3’,

4’,6,7,8-pentametoxiflavona.
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As matrizes das folhas do limdo cravo foram analisadas via
LC-NMR, como comentado anteriormente. Este flavondide ocorre nestas
folhas e, assim, esta banda (07, figura 5.101, tempo de retencao proximo ao
da banda 5 comentada acima) foi separada e seu espectro de RMN de 'H
registrado. Este mostrou cinco sinais de deslocamentos quimicos na regiao
de 6 3,8 a 4,10. Esses sinais integravam para trés hidrogénios cada um e
sdo caracteristicos de grupos metoxilas (6 3,86, 3H, OMe; 3,89 3H, OMe;
3,91, 3H, OMe; 3,95 3H, OMe; 4,06 3H, OMe). Observaram-se também
sinais de quatro hidrogé€nios aromaticos na regido de 6 7,1 a 8,0. Esses
dados foram comparados com a literatura (LI et al.; 2006), sendo
semelhantes ao flavonoide 5-hidroxi-3’,4°,7,8-tetrametoxiflavona (tabela
5.31). Este flavonoide nao foi isolado anteriormente pelo grupo de PN da
UFSCar nas folhas do enxerto padrao (FEC). Ele foi relatado nas cascas de
Citrus sinensis (laranja péra) (LI ef al.; 2006). Nas folhas do enxerto deste
ultimo sobre o limao cravo este flavondide esta sendo citado pela primeira
vez. Contudo, a auséncia do sinal caracteristico de hidroxila em C-5
impede de se confirmar a presenca desta com seguranca, € permitindo
sugerir a presenca do flavonoide 7-hidroxi-3°,4’,7,8-tetrametoxiflavona.
Este ultimo foi obtido por modificacio estrutural e os dados de RMN de 'H
também estdo na tabela 5.33 e estes ndo permitem descartar esta ultima

possibilidade (Koga et al., 2007).
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Tabela 5.33. Dados de RMN de 'H (CD;0D, 500 MHz) do flavondide 5

(ou 7)-hidroxi-3’,4’,7,8-tetrametoxiflavona em comparacdo com os dados

da literatura (CDCl;, 400 MHz).

Composto 5-hidroxi 7-hidroxi
identificado (literatura (literatura)
Posicio SH J(Hz) & H* J §H* J (Hz)**
(Hz)**
2 7,10d 8,5 7,11d 9 7,00 d 8,1
5 7,50 d 2,0 7,51d 2,0 7,42 s -
6 7,65dd  (8,5;2,0) 7,63dd (9,0;2,0) 7,57d 8,4
6 6,73 s - 6,73 s - 6,73 s -
OMe 3,86 - 3,82 - 3,97 -
OMe 3,89 - 3,84 - 3,97 -
OMe 3,91 - 3,86 - 3,98 -
OMe 3,95 - 3,92 - 4,00 -
OMe 4,06 - 4,02 - 4,04 -

* *% §'H e J (Hz) sdo deslocamentos quimicos e constantes obtidos da literatura (LI et al.,

2006; Koga et al., 2007).
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SpinWorks 3: Sample Details
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Figura 5.126. Espectro de RMN de 'H (MeOD, 500 MHz ) do flavonoide

5-hidroxi-3’,4°,6,7,8-pentametoxiflavona.
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Figura 5.127. Ampliacao do espectro de RMN de 'H (MeOD, 500 MHz )

do flavonoide 5-hidroxi-3,4’,6,7,8-pentametoxiflavona.
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O espectro de ions produtos de m/z 389 para a banda
cromatografica 8 (Figura 5.128) permitiu identificar um flavondide também
monohidroxilado e pentametoxilado. A Retro Diels-Alder ocorrendo no ion
m/z 389 correspondente a banda cromatografica 8 leva aos ions m/z 227 e
163 em baixas intensidades, mas importantes, este ultimo indica o anel B
dimetoxilado e sem metoxila ou hidroxila em C-3 (Figura 5.129). O ion m/z
227 aparece em uma intensidade um pouco maior, mais confiavel, e este
garante o anel A monohidroxilado e trimetoxilado. A diferenca entre este
flavondide e aquele da banda 5 est4 no pico base, o qual no anterior era m/z
356 e neste 359. Uma possibilidade seria a perda de CHj radicalar em C-5,
levando ao ion produto m/z 374 a partir do ion m/z 389, e este radical
formado ser estabilizado por uma interagdo com a carbonila em C-4
protonada, o que ¢ bem conhecido nos flavonoides 5-hidroxilados (Figura
5.129 Esta possibilidade permitiria explicar ndo ter se formado o ion m/z
356 em percentual relevante, sugerindo a presenca de uma metoxila em C-
5. Porém, a proposta feita para o flavonoide da banda 4 com hidroxila em
C-7, o qual também explica o ion base m/z 356, sugere um caminho
estavel. Esta mesma proposta com a eliminacdo de metoxila radicalar da
posicdo 7 também levaria ao ion m/z 374 (figura 5.129) com a mesma
condicdo de estabilidade discutida para a banda cromatografica 5. Esta
segunda proposta € mais coerente com as discussoes feitas para a banda 5.

O espectro de ions produtos também mostra a perda de duas
unidades de CH,0, a primeira levando ao pico base m/z 359, e a segunda
acompanhada pela eliminagdo de um hidrogénio radicalar da hidroxila
posicionada em C-6 levando ao ion m/z 328, no qual o radical pode ser
estabilizado por conjugacdo com o oxigénio do heterociclico C. Outro ion
produto observado ¢ o m/z 341, o qual pode se formar pela perda de trés
unidades de CH4 formando trés metilenodioxilas. Estes dados permitem

sugerir para a banda cromatografica 8 o flavondide 6-hidroxi-3°,4’,5,7,8-
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pentametoxiflavona. Infelizmente para este ndo foi possivel obter dados

espectrais de RMN.

Perfil citrus folhas

APCI_perfi_FESS_DI1 67 (34.162) Sm (Mn, 4x2.00); Cm (52:76-(104:175+8:34)) 5: Daughters of 389AP+
1.92e5

100+ 359.4

<

341.3 389.4
374.0
328.3
O T Ty T T A\ T T T T T T T TR m/z
160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420

Figura 5.128. Espectro de massas obtido para a banda cromatografica 8

por APCI no modo positivo de analise: ions produto de m/z 389.
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OMe

OMe

OMe O

m/z= 389

— CH,0O
(C-7)

OMe O m/z= 359
Pico base

m/z= 341

Figura 5.129. Proposta de fragmentacao do flavonoide 6-hidroxi-3’,

4°,5,7,8-pentametoxiflavona.
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APCI_perfil_FLC_DI1 25 (31.543) Sm (Mn, 4x2.00); C m (14:25-(30:66+1:9)) 4: Daughters of 403AP+
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5.7.3.1.5 Banda cromatografico 6: flavondide nobiletina

A andlise da banda cromatografica denominada 6 por APCI no
modo positivo de ionizagdo mostrou o ion quasimolecular m/z 403. O
espectro de ions produtos de m/z 403 e 373 para esta banda cromatografica
(Figura 5.130) permitiu identificar um flavondide hexametoxilados. Nao
foram observados ions produtos provenientes de RDA (Retro Diels-Alder)
a partir do ion m/z 403. O ion m/z 373 pode ter se formado pela perda de
uma unidade H,C=0. A Retro Diels-Alder ocorrendo neste ion leva aos
ions m/z 211 e 163, este ultimo confirma o anel B dimetoxilado ¢ a
auséncia de metoxila em C-3. Os ions m/z 211 e 183 (ortundo do m/z 211,
pico base) mostram que a perda do metanal no ion M+H para levar ao m/z
343 ocorreu no anel A, confirmando o anel A totalmente metoxilado. Estes
dados permitem confirmar com seguranca o flavonoide nobiletina para a
banda cromatografica 6 (Figura 5.131, outros fragmentos sdo mostrados
nesta figura). Este flavondide foi isolado anteriormente pelo grupo de PN
da UFSCar nas folhas do enxerto padrao (FEC) (Ribeiro et al., 2008),

refor¢cando a proposta acima.

373.7 7.00e3 perfil ms 3
APCI__FLC_MS3_b 23(31.501) Sm (Mn, 4x2.00); Cm (10:62)
183.1

301.2
2111 258.6

327.7342.7
35!

419.2 446.1

220 240 260 280 300 320 340 360 380 400 420 440

Figura 5.130. Espectros de massas obtidos para a banda cromatografica 6
por APCI no modo positivo de analise: ions produtos de (a) m/z 403 e (b)
373.
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Figura 5.131. Proposta de fragmentacao do flavonoide nobiletina.
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O cromatograma do ion selecionado m/Zz 403 com as
respectivas areas para cada matriz analisada (Figura 5.132) mostra que a
nobiletina aparece com baixa concentracao nas folhas da laranja péra e em
quantidade maior nas folhas do limdo cravo, no entanto no enxerto destes
dois sua concentragdo aumenta em 2,13 vezes aquela da planta de origem
(FLP). Este aumento pode ser interpretado como uma reagdo da laranja
péra estando sobre o limdo cravo. Sua concentracdo também aumenta
quando o enxerto possui sintomas de CVC (1,59 vezes aquela do enxerto
padrao). Este aumento pode ser interpretado como uma reagao da planta ao
patogeno, permitindo classificar este flavondide como uma fitoantecipina.
Interessante que naqueles enxertos com a X. fatidiosa em seu interior, mas
sem sintoma de CVC, a concentracao deste flavondide diminui em - 1,66
vezes aquela do enxerto padrao, FEC. Isto também foi observado com o
flavonoide 5-demetoxinobiletina discutido anteriormente. Ou  seja,
novamente observa-se a variacdo da biossintese de outro flavonodide, a
nobiletina, em sentidos opostos, as plantas tolerantes (FESS) diminuem sua
concentragdo e a suscetivel (FECS) aumenta. Esta ¢ uma pergunta ainda

sem resposta nesta tese.
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APCI_perfil_FLP_40 Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
B 3164 403
1840858 3.58e6
Area
QQ,
1 T T T T T T T T T T T T T 1
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
APCI_perfil_FLC_40 Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
- 31.58 403
3014378 6.64e6
Area
<]
1 T T T T T T T T T T T T T i
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
APCI_perfil_FEC Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
- 31.61 403
3923960 9.79e6
Area
<]
1 T T T T T T T T T T T T T T 1
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
APCI_perfil_FESS Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
- 31.61 403
2363600 5.36e6
Area
<]
2 T T T T T T T T T T T T T T 1
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 60.00
APCI_perfil_FECS_40 Sm (Mn, 2x3) 1: Scan AP+
- 31.61 403
6232529 1.41e7
Area
LIS
0 T T T T T T T T T T T T 1 Time
5.00 10.00 15.00 20.00 25.00 30.00 35.00 40.00 45.00 50.00 55.00 0.00

Figura 5.132. Cromatogramas de ions selecionados (m/z=403) APCI no
modo positivo de ionizag¢do dos extratos das seguintes folhas: FLP, FLC,

FEC, FESS e FECS, respectivamente.

Nobiletina ¢ encontrada em grande quantidade no suco e nas
cascas dos frutos de citros. Recentemente um grupo de pesquisadores
analisou o metabolismo do nobiletina sobre microssomas de figado de
ratos, hamsters e porcos, obtendo varios flavondides desmetilados, entre
eles os 6-hidroxi-3°, 4°,5,7,8-pentametoxiflavona e 7-hidroxi-3’, 4°,5,7,8-
pentametoxiflavona (Koga et al., 2007).

Foi comentado anteriormente que a bactéria inoculada nas
plantas dos citros estudados foi de um mesmo lote desenvolvido para esta
finalidade. As plantas estudadas receberam a bactéria no mesmo periodo e
as analises foram feitas todas também no mesmo intervalo dado para o
desenvolvimento da bactéria. As plantas tinham todas elas a mesma idade,
porém, logico ndo eram exatamente os mesmos individuos. Portanto, saber
por que algumas plantas apresentaram sintoma de CVC e outras ndo sao

reagdes dificeis de entender. Um nimero maior de plantas apresentou o
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sintoma de CVC. Aquelas tolerantes (sem sintoma de CVC) seriam
genotipos diferentes e com isto utilizam fitoantecipinas distintas?
Conhecendo o metabolismo da nobiletina discutido acima, pode-se propor
para as plantas tolerantes serem realmente genotipos diferentes, € um dos
mecanismos de defesa ser a modificacdo deste flavondide naqueles dois
obtidos em ensaios com animais. Estes dois flavondides seriam mais
toxicos a X. fastidiosa, impedindo o seu desenvolvimento ao nivel em que a
planta expressa os sintomas de CVC. Isto também explicaria a diminuicao
da nobiletina nas plantas tolerantes e o seu aumento naquelas ndo
tolerantes. O mesmo pode estar ocorrendo com 5-demetoxinobiletina
discutido anteriormente, porém seus produtos de desmetilagdo nao foram

detectados por estarem em baixa concentragao.

5.7.4 Analise da variacdo do perfil quimico nos caules inferiores e

superiores dos citros estudados

Ao analisar os cromatogramas de ions totais dos caules
superiores ¢ inferiores de todas as plantas de citros estudadas, verificou-se
que todos os metabodlitos secundarios possiveis de serem identificados eram
os mesmos ja analisados e discutidos nas folhas e raizes das mesmas
plantas. Os ions quasimoleculares (M+H) m/z 373 referentes aos
flavonoides sinensetina e 5-demetoxinobiletina, cujos tempos de retengcdo
no método analitico desenvolvido foi de aproximadamente 29 e 33 min,
foram encontrados nos caules superiores e inferiores. Estes dois
flavonoides foram identificados nas folhas dos citros estudados.

O ion quasimolecular (M+H) m/z 403, identificado como
nobiletina e com tempo de retengdo de aproximadamente 31,5 min, foi
encontrado nos caules inferiores e superiores. A nobiletina foi também

detectada nas folhas dos citros estudados.
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O ion quasimolecular (M+H) m/z 245 referente a cumarina
ostol e identificada nas raizes dos citros estudados, também foi detectada
com tempo de retengdo de aproximadamente 35 min nos caules superiores
e inferiores dos citros estudados.

O ion quasimolecular (M+H) m/z 313 correspondente a
cumarina nordentatina e identificada nas raizes dos citros estudados,
também foi encontrada com o tempo de retencdo de aproximadamente 37
min nos caules (nos caules superiores e inferiores dos citros estudados.

O ion quasimolecular (M+H) m/z 381 correspondente a
cumarina clausarina identificada nas raizes dos citros estudados, também
foi encontrada com o tempo de retengdo de aproximadamente 41 min nos

caules nos caules superiores e inferiores dos citros estudados.

5.7.5 Analise das cumarinas limetina e bergapteno nas raizes e caules

dos citros estudados

A cumarina limetina foi encontrada apenas nas folhas de limao
cravo (FLC), com Rt de 22,5 min. Visando verificar se esta seria
encontrada nos demais 6rgdos o seu ion quasimolecular (M+H) m/z 207 foi
selecionado para andlise em todos os citros estudados. Este ion parece estar
presente apenas no caule do limdo cravo (Figura 5.133 a, b e c). Estes
dados mostram que esta cumarina nao parece ser um marcador da doenca

CVC.
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Figura 5.133a. Cromatogramas de ions selecionados (m/z=207) APCI no

modo positivo de ionizagdo dos extratos dos seguintes caules inferiores:

CLP, CLC, CIEC, CIESS e CIECS, respectivamente.
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Figura 5.133b. Cromatogramas de ions selecionados (m/z=207) APCI no

modo positivo de ionizag¢do dos extratos dos seguintes caules superiores:

CLP, CLC, CSEC, CSESS e CSECS, respectivamente.
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Figura 5.133c. Cromatogramas de ions selecionados (m/z=207) APCI no
modo positivo de ionizagdo dos extratos das seguintes raizes: RLP, RLC,

REC, RESS e RECS, respectivamente.

A cumarina bergapteno foi encontrada nas folhas do limdo
cravo (FLC, Rt 24.2 min) em uma concentracdo 10,4 vezes maior que
aquela encontrada para as folhas do enxerto com sintoma de CVC (FECS).
Nas matrizes das folhas da laranja péra esta cumarina parece estar ausente.
Estes dados sdao dificeis de explicar, pois o esperado pelas definigdes de
enxertia, ¢ que a planta mantém as caracteristicas das plantas de origem,
com pequenas variagdes. Ou seja, seria esperado encontrar bergapteno nas
folhas da laranja péra. Outro fato interessante foi ndo ter sido encontrado
bergapteno nas folhas das plantas com a bactéria em seu interior, mas sem
sintomas de CVC.

Visando verificar se esta cumarina estivesse sendo translocada
dos caules ou raizes para as folhas no enxerto, o seu ion quasimolecular
(M-+H) m/z 217 foi selecionado para andlise em todos os citros estudados.
Este ion foi detectado apenas no caule do limdo cravo (Figura 5.134 a, b e

c). Esta informacdo sugere que a cumarina bergapteno estaria sendo
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translocada do caule do porta-enxerto limdo cravo para as folhas na copa da
arvore. O aumento da sua concentracdo nas folhas das plantas com
sintomas de CVC sugere ser esta uma fitoantecipina.

MASUDA et al (1998) relata o bergapteno e outras
furanocumarinas como sendo fitoalexinas isoladas de Glenhia littoralis
apos a inoculacdo de Pseudomonas cichorri nas suas raizes. Os autores
relatam que a producdo do bergapteno se da devido ao stress da planta
durante o processo de desenvolvimento da bactéria. Esses dados da
literatura reforcam a hipotese de que bergapteno seria uma fitoantecipina

no enxerto de C. sinensis sobre C. [imonia com sintomas de CVC.
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Figura 5.134a. Cromatogramas de ions selecionados (m/z=217) APCI no
modo positivo de ionizag¢do dos extratos dos seguintes caules inferiores:

CLP, CLC, CIEC, CIESS e CIECS, respectivamente.
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Figura 5.134b. Cromatogramas de ions selecionados (m/z=217) APCI no
modo positivo de ionizagdo dos extratos dos seguintes caules superiores:

CLP, CLC, CEC, CESS e CECS, respectivamente.
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Figura 5.134c. Cromatogramas de ions selecionados (m/z=217) APCI no
modo positivo de ionizagdo dos extratos das seguintes raizes: RLP, RLC,

REC, RESS e RECS, respectivamente.
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5.8 Analise da variaciao do perfil quimico dos citros estudados via

LC-NMR

5.8.1 Analise da variacdo do perfil quimico nas folhas do limdo cravo

utilizando a técnica LC-NMR

A técnica de LC-NMR foi aplicada apenas nos extratos das
folhas do limdo cravo. Esse experimento foi realizado pela Dra. Cristina
Daolio na Alemanha, e utilizou-se a matriz de limdo cravo, pois foi a tinica
matriz “injetada” em tempo habil de conclusdo deste trabalho. O aparelho
de LC-NMR chegou ao grupo onde a tese foi desenvolvida muito
recentemente, com isto nao foi possivel analisar as demais as matrizes
estudadas via LC-MS. Um grande problema encontrado nesta técnica foi o
fato de ter realizado apenas experimentos de RMN de 'H, os quais nem
sempre permitem definir uma estrutura com seguranga. Ttrabalhos fututros
serdo realizados com as demais matrizes, principlamente aquelas infectadas
com a bactéria afim de se determinar outros metabdlitos secundarios ndo
citados neste trabalho.

O cromatograma obtido via LC-MS/MS, foi mostrado no item
anterior € sera novamente apresentado abaixo com as especificacdes das

bandas cromatograficas identificadas via LC-NMR.
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Figura 5.135. Cromatograma de HPLC-NMR das folhas de limdo cravo

especificando as bandas cromatograficas “trapeadas” em cartucho de SPE.

Apesar de se ter aprisionado varias bandas cromatograficas,
algumas delas nao serdo discutidas, pois a relacdo sinal ruido e a pureza de
algumas delas ndo levaram a bons espectros de RMN de 'H. Conseguiu-se
neste trabalho, identificar 11 metabolitos secundarios presentes nas folhas
do limdo cravo. A banda cromatografica 10 refere-se ao flavonoide

tangeretina e esta foi discutida no item 5.7.3.1.3.
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5.8.1.1 Sinais cromatograficos 1 a 6: compostos derivados da acido p-

metoxicinamico

Ao analisar os espectros obtidos via LC-NMR para as bandas
cromatograficas de 1 a 6, observou-se que todos possuiam certo grau de
semelhanca, sendo que todos eles mostravam como cadeia principal uma
unidade do acido cinamico substituida (a cadeia principal de quase todos os
metabdlitos discutidos abaixo ¢ formada pelo acido 4-metoxicindmico).
Observou-se dois dubletos com constante de acoplamento de 16 Hz
pertencentes aos hidrogénios Ha e Hb, um singleto integrando para trés
hidrogénios na regido de & 4,0 referente a uma metoxila. Na regido dos
aromaticos, entre 0 6,5 a 7,5, todos os espectros apresentavam sinais para
trés hidrogénios nesta regido com constante de acoplamento de
aproximadamente 8,0 ¢ 2,0 Hz e multiplicidades de dubleto e duplo
dubleto, sugerindo assim a presenca de anel aromatico substituido nas
posi¢des 1, 3 e 4. Nas posi¢cdes 1 e 4, os dados sugerem a cadeia do acido
cinamico ¢ de metoxila, respectivamente. Os outros dados espectrais
referem-se ao substituinte na posi¢do 3. Estes dados serdo discutidos a
seguir analisando o espectro de RMN de 'H obtido para cada uma das
bandas cromatograficas.

A banda cromatografica 1 apresentou no seu espectro de
RMN de 'H (figuras 5.36a, b e c,) dois dubletos em & 6,35 (J = 16,0 Hz,
IH) e & 7,60 (J= 16,0 Hz, 1H) referentes aos hidrogénios Ha e Hf
pertencentes a cadeia em C-1 do dcido p-metoxicinamico. Apresentou
também um dubleto em 6 7,22 (J = 1,7Hz, 1H) referente ao hidrogénio H-3
do anel aromatico. Os hidrogénios H-5 ¢ H-6 deste anel apresentaram-se
como, duplo dubleto em 6 7,13 (J= 8,0 ¢ 1,7Hz, 1H, H-6) e dubleto em
6,84 (J= 8,0 Hz, 1H, H-5). Observou-se também outros sinais em 0 4,27 dd
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(J=5,6 3,0 Hz, 1H), 6 4,30 d (J=3,0, 1H), 6 4,35d (J=3,5Hz, I1H) e &
5,37 dd (J= 5,6 e 3,0 Hz, 1H), sugerindo corresponderem a hidrogénios
carbinolicos presentes na molécula (figuras 5.116a; 5.116b e 5.166c). Estes
dados permitem propor para a banda cromatografica 1 o acido 3-(1,3,4-

trihidroxi-2,5-lactona)-4-metoxicindmico.

?
C
“OH

Figura 5.136. Provavel estrutura da substancia referente a banda

cromatografica 1.

Essa cadeia lateral lactonica pode ser formada através de uma
C-prenilagcdo do acido cinamico, a qual ¢ favorecida pelo grupo-OMe em
C-4, orientador orto-para. A figura abaixo mostra uma possivel rota
biogenética para o composto acido 3-(1,3,4-trihidroxi-2,5-lactona)-4-

metoxicinamico.

«. _COOH
~_ _COOH
OH  OH_

1) [H]
2@
OH oH

OH OH
«._COOH
OH “OH |

Figura 5.137. Provavel rota biogenética para formacao referente a banda

cromatografica 1.
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Figura 5.138a. Espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500 MHz) do composto

referente a banda cromatografica 1.
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Figura 5.138b. Ampliagdo do espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500 MHz)

do composto referente a banda cromatografica 1..
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Figura 5.138c. Ampliacdo 2 do espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500

MHz) do composto referente a banda cromatografica 1.

A banda cromatografica 2 apresentou em seu espectro de
RMN de 'H (figura 5.139a, b e ¢, pagina 263) todos os sinais referentes ao
composto acido 3-(1,3,4-triidroxi-2,5-lactona)-4-metoxi cindmico em
intensidade menor. Outros sinais em intensidades maiores observados
forma 2 dubletos em & 6,43 (J= 16,0 Hz, 1H) e 6 7,67 (J= 16,0 Hz, 1H)
referentes aos hidrogénios Ha e HB do acido p-metoxicinamico € um
dubleto em 6 7,26 (J= 1,7 Hz, 1H) referente ao H-3 do anel aromadtico. Os
hidrogénios H-5 e H-6 deste anel apresentaram-se como, duplo dubleto em
07,12 (J=28,0 e 1,7 Hz, 1H, H-6) e dubleto em 6,84 (J= 8,0 Hz, 1H, H-5).
Também foram observados sinais em 6 4,07 d (J= 4,2 Hz, 1H), 6 4,21 dd
J= 39 e 42 Hz, 1H) e & 5,22 d (J= 3,9 Hz, 1H), sugerindo
corresponderem a hidrogénios carbinolicos presentes na molécula. Esses

dados sugerem para o sinal cromatografico 2 os seguintes compostos em
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mistura: acido 3-(1,3,4-triidroxi-2,5-lactona)-4-metoxi cindmico e acido 3-

(3,4-driidroxi-2,5-lactona)-4-metoxi cindmico.

HO  oH o
HO O=

Figura 5.139. Provaveis estruturas das substancias referentes a banda

cromatografica 2.
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Figura 5.140a. Espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500 MHz) dos

compostos referentes a banda cromatografica 2.
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SpinWorks 3: 1H spectrum with multiple solvent suppression and 13C decoupling
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Figura 5.140b. Ampliagdo 1 do espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500

MHz) dos compostos referentes a banda cromatografica 2

DPHIVVOIKD O, 11 SPSCLIULTT WILHT TTIUILIPIE SOIVELIL SUPPIEDDI0NT dlU 1oL ucLouplinly
nin na » aa Ban
NN oo ww NN o000
SR a8 eged DR 288
P 8% 83 [an &S
w s wh (MU wwun

=] =} o . -
8 @ 8 R 8
- w «u w ~
e
PPM 5.10 5.00 4.90 4.80 4.70 4.60 4.50 4.40 4.30 4.20 4.10 4.00

Figura 5.140c. Ampliacdo 2 do espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500

MHz) dos compostos referentes a banda cromatografica 2
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O espectro de RMN de 'H (figuras 5.143a, b e c) referente a
banda cromatografica 3 mostrou todos os deslocamentos quimicos
pertencentes a cadeia do 4cido 4-metoxicinamico e outros similares aqueles
da lactona discutida acima, mas com constantes de acoplamento diferentes,
54,07 dd (J=4,4 e 3,0 Hz, 1H), 8 4,13 dd (J= 5,7 ¢ 4,4 Hz, 1H), 6 4,36 d
(J= 3,0 Hz, 1H) e o 5,04 d (J= 5,7 Hz, 1H). Estes dados sugerem a
presenca de uma lactona de seis membros ligada ao C-3, e definindo a

estrutura como acido 3-(2,3,4-trihidroxi-1,5-lactona)-4-metoxi cindmico.

0
o |

7 T

C
HO ST 0H
OH
P
CHs

Figura 5.141. Provavel estrutura da substancia referente a banda

cromatografica 3.

Essa proposicdo se deu por analise das constantes de
acoplamento como abaixo:
- O primeiro foi que ao analisar as constantes de acoplamento pode-se
deduzir tratar-se de constantes 1,2 equatoriais, equatoriais (J..= 3,0),
constantes 1,2 axiais, equatoriais (J,.= 4,4 Hz) e constantes 1,2 axiais,

axiais (J, .= 5,7 Hz).
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Figura 5.142. Provavel rota biogenética para formacao do composto acido
3-(2,3,4-trihidroxi-1,5-lactona)-4-metoxi cinamico, especificando as

constantes de acoplamento da conformag¢do cadeira adotada pela molécula.
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Figura 5.143a. Espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500 MHz) do composto

referente a banda cromatografica 3
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SpinWorks 3: 1H spectrum with multiple solvent suppression and 13C decoupling
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Figura 5.143b. Ampliagdo 1 do espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500

MHz) do composto referente a banda cromatografica 3.
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Figura 5.143c. Ampliagdo 2 do espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500

MHz) do composto referente a banda cromatografica 3.
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A banda cromatografica 4 também apresentou espectro de
RMN muito proximo dos demais acima. Observou-se a presenca dos
hidrogénios Ho e HP3 na regido de 6 6,5 a 7,5, e os sinais do anel aromatico
também na regido citada acima. O que se diferenciou foi a integracdo dos
hidrogénios aromaticos, que agora passaram para dois hidrogénios cada, ou
seja, os hidrogénios H-2, H-3, H-5 ¢ H-6 do anel aromatico apresentaram-
se como, dubleto em & 7,51 (J= 8,0 Hz, 2H, H-2/H-6) e dubleto em 6,84
(J= 8,5 Hz, 2H, H-3/H-5), sugerindo e o anel aromatico substituido nas
posicoes 1 e 4. Além desses sinais observou-se também em 0 3,49 um
multipleto e em o 2,78 e 2,58 dois duplos dubletos com constantes de J=
16,9 e 5,5 Hz sugerindo que o anel aromatico possui um substituinte em C-
4 oxidado. Os deslocamentos destes dois ultimos sinais sugerem serem eles
vizinhos de uma carboxila (ou carbonila) e de um centro estereogénico.
Outro deslocamento quimico da molécula foi em 6 5,38 d (J= 3,6 Hz, 1H).
No espectro dessa substancia (Figuras 5.1472a, b e c) observou-se também
apenas a presenca de uma metoxila em 9 3,63, sugerindo a presenca de um
grupo funcional éster na molécula. Estes dados ndo permitem posicionar a
metoxila, mas sugerem fortemente a estrutura 4-(2-hidroxi-2,5-lactona)-

cinamato de metila.

/—0

Figura 5.144. Provavel estrutura da substancia referente a banda

cromatografica 4.
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Consultando a literatura, chegou-se em uma cumarina isolada
de Citrus grandis que possui uma unidade C-4 em sua estrutura, a

butansina B, cuja formula estrutural € mostrada abaixo (WU et al.; 1994):
@) OH
X

HO §
MeO 0 O

butansina B

Figura 5.145. Formula estrutural da cumarina butansina B.

Os autores acima relatam também a presenca de mais duas
cumarinas isoladas de C. grandis que possuem em sua estrutura unidades
C-5 com didis geminais como substituintes. S3o as cumarinas murrangatina

e butansina C.

OH oS
HO _
N MeO o o
HO - OH
MeO o~ o HO
-

butansina C

murrangatina
Figura 5.146. Formulas estruturais das cumarinas butansina C e

murrangatina.
Os hidrogénios carbindlicos dessas moléculas possuem os
seguintes deslocamentos quimicos H-1°, & 5,30 d (J= 8,5 Hz) e H-2°, &
4,57 (J= 8,5 Hz). Confirmando o padrao de substituicdo proposto para o

composto referente a banda cromatografica 4.
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SpinWorks 3: Sample Details
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Figura 5.147a. Espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500 MHz) do composto

referente a banda cromatografica 4.
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Figura 5.147b. Ampliagdo do espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500 MHz)

do composto referente a banda cromatografica 4
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SpinWorks 3: Sample Details
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Figura 5.147c. Ampliagdo 2 do espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500

MHz) do composto referente a banda cromatografica 4

Analisando o espectro de RMN de 'H da banda
cromatografica 5 (Figuras 5.149 a, b e c¢) observou-se além dos sinais
caracteristicos do acido p-metoxicindmico mais cinco sinais de
hidrogénios, 6 3,64 s (3H), pertencente a um grupo substituinte -OMe, 0
2,57 dd (J=16,8 ¢ 5,6 Hz), 2,76 dd (J= 16,8 ¢ 8,9 Hz), 3,47 me 5,38 d (J=
3,4 Hz). Comparando-se esses dados com aqueles obtidos para o composto
metil 4-(1,2-diidroxi-butilico)-cinamato, e correlacionando com aqueles
das cumarinas butansina B, C e murrangatina, pode-se propor a estrutura 3-
(3-hidroxi-2,5-lactona)-4-metoxi-cinamato de metila para o composto

referente a banda cromatografica 5 (Figura 1.148).
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Figura 5.148. Provavel estrutura da substancia referente a banda

cromatografica 5.
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Figura 5.149a. Espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500 MHz) do composto

referente a banda cromatografica 5.
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SpinWorks 3: Sample Details
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Figura 5.149b. Ampliagdo do espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500 MHz)

do composto referente a banda cromatografica 5.
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Figura 5.149c. Ampliacdo do espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500 MHz)

do composto referente a banda cromatografica 5.
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A banda cromatografica 6 possui um tempo de retengdo menor
que aquelas discutidas anteriormente. Contudo ela foi denominada 6 devido
ao fato de seu espectro de RMN de 'H apresentar deslocamentos quimicos
similares aqueles do composto anterior, exceto o sinal para duas metoxilas.
Assim, um unico sinal de metoxila em o 3.88 indica a presenca do acido 3-
(1,2-diidroxi-butilico)-4-metoxi-cindmico (Figura 5.150). Os demais sinais
no espectro sugerem um segundo derivado do 4cido p-metoxicinamico (0
7,57d,1=16,0;6,32d,J=16,0;7,21d,J=1,6;6,83d,J=28,0; 7,10dd, J
= 8,0 e 1,6; 3,88 s) também substituido em C-3. Na auséncia de sinais que
justificasse um substituinte em C-3 foi proposto a presenca de uma
carboxila, sugerindo ser o acido 3-carboxi-4-metoxicindmico para o
segundo constituinte da banda cromatografica 6 (Figura 5.150). O grupo de
PN da UFSCar isolou dos enxertos em estudo a cumarina buntasina (6-

carboxi-7-metoxicumarina) (Ribeiro et al., 2008), o que reforca a proposta

acima.
OH
| |
H + HO/t©/\AOH
~0 N OH
MeO
MeO

Figura 5.150. Provaveis estruturas das substancias referentes a banda

cromatografica 6.
Até o presente momento, nio hd nenhum relato desses

metabdlitos discutidos acima na literatura, sendo, portanto compostos

inéditos na literatura.
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do composto referente a banda cromatografica 6.
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S168'E
66/8'€

PPM 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0

Figura 5.151c. Ampliagdo 2 do espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500

MHz) do composto referente a banda cromatografica 6.

Nio serdo discutidas neste trabalho outras bandas
cromatograficas na regido dos tempos de retencdo de 13 a 15 min, apesar
de se ter analisado os espectros de RMN de 'H de algumas delas e ter
chegado a estruturas provaveis, tratam-se de compostos glicosilados, para
os quais ndo se conseguiu atribuir todos os deslocamentos quimicos € nem
as posicoes dos glicosideos. Esses metabodlitos serdo analisados
futuramente.

A Tabela 5.34 mostra todos os deslocamentos quimicos dos
compostos discutidos neste topico, em comparagdo com o acido 4-
metoxicinamico, cujos dados espectrais de RMN de 'H foram adquiridos

em CDCl; (SANYAL & BADAMI, 2009).
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Tabela 5.34. Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 'H (CDsCN, 500 MHz) para os derivados do acido cinimico

identificados via LC-NMR nos citros estudados (as constantes J estdo em Hz).

H Banda 1 Banda 2 Banda 3 Banda 4 Banda 5 Banda 6a Banda 6b Ac. 4-
metoxicindmico
Ha 6,34 d (16,0) 6,46 d (16,0) 6,44 d(16,0) 6,35d(16,0)0 6,40d(16,0) 6,41d(16,0) 6,32d(16,0)0 6,33d(15,8)
Hb 7,60 d (16,0) 7,68 d (16,0) 7,66d(16,0) 7,65d(16,0) 7,63d(16,0) 7,63d(16,0) 7,57d(16,0) 7,75d(16,0)
2 7,23 d (1,7) 7,26 d(1,6) 7,25 d(1,6) 7,51d(1,7)  7,25d(1,7) 7,25 d (1,7) 7,21 d (1,6) 7,51 d (8,8)
3 - - - - - - - 6,92 d (8,8)
4-OMe 3,88 s 3,88 s 3,89 s - 3,89 s 3,89 s 3,88s 3,85s
5 6,84d ( 8,0) 6,85d ( 8,0) 6,84d ( 8,0) 6,84 d (8,5) 6,84 d (8,2) 6,84 d (8,0) 6,83 d (8,0) 7,51 d (8,8)
6 7,10 dd 7,13 dd 7,11 dd 7,11 dd 7,10 dd 7,11 dd 7,10 dd 6,92 d (8,8)
(8,05 1,7) (8,05 1,7) (8,05 1,7) (8,2; 1,7) (8,2; 1,7) (8,2; 1,6) (8,05 1,6)
I 4,35d(3,5) 5,22d(3,9) 5,04 d(5,7) 5,38d (3,6) 5,38d(3,4) 5,42d(3,4) -
2 5,37dd (5,6;3.5) 4,21 dd (3,9; 4,13 dd 3,49 3,47m 3,42m -
4,2) (5,7;4,4)
3 4,27 dd (5,6; 3,0) 4,07 d (4,2) 4,07 dd 2,58 dd 2,57 dd 2,57 dd (16,8; -
(4,4: 3,0) (16,9; 8,9) (16,8; 8,9) 8,9)
2,78dd 2,76dd 2,72dd
(16,9; 8,9) (16,8; 8,9) (16,8; 8,9)
4 4,30 d (3,0) 4,36 d (3,0) - - - -
COOMe - - - 3,63 s 3,64s - -
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5.8.1.2 Sinais cromatograficos 7, 8 e 11: cumarinas critopteno, bergapteno e

flavonoide 5-hidroxi-3°,4°,6,7,8-pentametoxiflavona respectivamente

Os compostos pertencentes as bandas cromtatograficas 7, 8 e 11
(Rt = 23,0, 25,0 e 33,0 min, respectivamente) ja foram discutidos nos itens

5.7.2.1,5.7.2.1.2 ¢ 5.7.2.1.4 respectivamente.

5.8.1.3 Sinal cromatografico 9: flavonoide 3°,4°,3,5,6,7-hexametoxiflavona

Analisando o espectro de RMN de 'H (Figuras 5.153a, b e ¢) da
banda cromatografica 9 observou-se a presenca de seis singletos na regido de o
3,80 a 4,05 ppm integrando para trés hidrogénios, sinais esses caracteristicos de
metoxilas presentes na molécula. Observou-se também um singleto em 6 6,59,
sendo caracteristico do H-3 ou H-6 ou H-8 de flavonoide. Geralmente indicativo
do H-3. Observaram-se também sinais na regido de 6 7,0 a 7,7. Nessa regido
tem-se um dubleto em & 7,10 com constante de acoplamento de J= 8,5 Hz
atribuido ao H-5" do anel B. Outros dois hidrogénios correspondentes a esse
anel sdo o H-6 6 7,61 dd (J =8,5¢ 2,0 Hz) e H-2" 6 7,50 d (J = 2,0 Hz). Ao
comparar esses dados espectrais com a literatura observou-se que o composto
poderia ser tanto a 3°,4’°,3,5,6,7-hexametoxiflavona (Figura 5.152) quanto a
nobiletina, identificada no item 5.7.2.1.5. O sinal em 6 7,59 € muito proximo do
sinal de RMN de H-3 da nobiletina, mas todas as metoxilas estdo com
deslocamentos quimicos mais proximos da 3°,4°,3,5,6,7-hexametoxiflavona.
Contudo a nobiletina aparece no cromatograma das folhas do limdo cravo em
31, Smin (figura 5.131) e a banda em analise corresponde ao tempo de retencao
proximo de 27,0 mim, sugerindo um segundo flavonoide. Assim, foi
considerado o flavonoide 3°,4°,3,5,6,7-hexametoxiflavona para a banda
cromatografica 9. Este foi isolado das cascas da laranja péra ( LI et al.; 2006).

Os dados espectrais, comparados com a literatura estdo na tabela Tabela 5.34.
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MeO

MeO

OMe O

3°,4°.3,5,6,7-hexametoxiflavona

Figura 5.152. Provavel estrutura da substancia referente a banda cromatografica 9.

Tabela 5.35. Deslocamentos quimicos (8) de RMN de 'H (CD;CN, 500 MHz)
do flavonoide 3°,4°,3,5,6,7-hexametoxiflavona em comparagdo com os dados da

literatura (CDCl3, 400 MHz). As constantes J estdo em Hz.

H 3°,4°,3,5,6,7- 3°,4°,3,5,6,7- nobiletina*®
hexametoxiflavona hexametoxiflavona*®
2 7,48 d (2,0) 7,70 d (2,0) 7,42 d (2,0)
5 7,08 d (8,0) 6,99 d (9,0) 7,00 d (9,0)
6 7,61 dd (8,0; 2,0) 7,71 dd (9,0; 2,0) 7,57 dd (9,0; 2,0)
H-3/H-8 6,59 s 6,75 s 6,63 s
OMe 3,82 s 3,87 s 395s
OMe 3,87 s 3,92 s 3,95s
OMe 3,88 s 3,97 s 397s
OMe 3,90 s 3,98 s 398s
OMe 3,99 s 3,98 s 40,3 s
OMe 4,05 s 3,99 s 4,11 s

*(LI et al.; 2006).
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Figura 5.153a. Espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500 MHz) do composto

referente a banda cromatografica 9
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Figura 5.153b. Ampliagdo 1 do espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500 MHz) do

composto referente a banda cromatografica 9
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Figura 5.153 c. Ampliacao 2 do espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500 MHz)

do composto referente a banda cromatografica 9

5.8.1.4 Sinal cromatografico 10: flavonoide 3°,5,6,7,8-pentametoxiflavona

ou tangeretina

O composto pertencente a banda cromtatografica ja foi discutido no

item 5.7.2.1.3 .
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5.8.2 Analise da variacido do perfil quimico nos caules dos citros estudados

utilizando a técnica LC-NMR

Foram analisadas através da técnica de LC-NMR algumas bandas
cromatograficas do extrato dos caules superiores do enxerto com sintomas de
CVC. O cromatograma obtido através da injecdo destes extratos com as
especificacdes das bandas cromatograficas identificadas pode ser visualizado na

figura abaixo.
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Figura 5.154. Cromatograma de LC-NMR dos caules superiores do enxerto
com sintomas de CVC, especificando as bandas cromatograficas “trapeadas” em

cartucho de SPE.
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A maioria dessas bandas ja foi discutida no item anterior (5.7.2),
contudo, foram identificados alguns metabolitos diferentes daqueles citados
anteriormente através de técnica de LC-MS. Conseguiu-se nesta analise sugerir

estruturas para 09 metabolitos.

5.8.2.1 Sinais cromatograficos 1, 2, 3, 4, 7 e 8: compostos derivados do acido

p-metoxicinamico e flavonoides

Aos sinais cromatograficos 1, 2, 3, 4, 7 e 8 foram sugeridos os
seguintes metabolitos secundarios, os quais foram identificados anteriormente
nas folhas dos citros estudados

- Sinal cromatografico 1: 4cido 3-(1,3,4-triidroxi-2,5-lactona)-4-
metox1 cInamico;

- Sinal cromatografico 2: acido 3-(3,4-diidroxi-2,5-lactona)-4-

metox1 cInamico;

- Sinal cromatografico 3: 4cido 3-(2,3,4-triidroxi-1,5-lactona)-4-
metox1 cINAmico;

- Sinal cromatografico 4: acido 3-carboxi-4-metoxicinamico;

- Sinal cromatografico 7: tangeretina

- Sinal cromatografico 8: 5-hidroxi-3’,4’,6,7,8-pentametoxiflavona.
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Figura 5.155. Provaveis estruturas das substancias referentes as bandas
cromatograficas 1, 2, 3,4, 7 e 8, da analise via LC-NMR dos caules superiores

do enxerto com sintomas de CVC.

5.8.2.2 Sinal cromatografico 5: flavonodide glicosilado derivado da

hesperetina

Analisando o espectro de RMN de 'H da banda cromatografica 5,
observou-se inicialmente um dubleto de metila integrando para trés hidrogénios
em O 1,14, o que sugeriu na molécula a presenga de uma unidade de actcar. A
constante de acoplamento desse sinal foi de J = 12 Hz e de acordo com

HARBONE, 1994, trata-se de uma unidade [-raminosideca. Outro sinal
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observado no espectro de RMN de 'H foi em & 4,95 d (8,0 Hz) confirmando
assim a presenca de do residuo B-raminosideo na molécula. O espectro de RMN
apresentou também dois deslocamentos quimicos na regido alifatica: 6 3,14, o
qual foi observado como um multipleto devido a presenca de interferentes, e o
2,79 dd (17,2 e 3,0 Hz), os quais acoplaram com o sinal em & 5,43 dd (12,8 ¢ 3,0
Hz) sendo referentes aos hidrogénios H-3pseudoax, H-3pseudoeq e H-2,
respectivamente, do anel C de uma flavanona. Pode-se inferir também que o
anel A dessa flavanona estivesse di-oxigenados nas posi¢cdes 5-7 devido a
presenca de dois singletos largos em 6 6,95 e 6,98, atribuidos aos hidrogénios
H-6 e H-8 deste anel. Os demais hidrogénios da unidade glicosidica estdo
compreendidos na regido entre o 3,00 a 4,00.

Outra constatagcdo bastante interessante foi ao analisar a regido dos
deslocamentos quimicos pertencentes ao anel B, onde se observou apenas um
singleto com intensidade um pouco maior que outros singletos nesta regido, o
6,15, sugerindo assim que este anel estava substituido nas posi¢oes 3°,4’ e 5°. O
deslocamento em o 6,15 foi atribuido ao H-6" ao H-2’. Foi sugerida também a
presenca de uma metoxila, devido ao singleto em 6 3.86. Considerando a
auséncia de sinal caracteristico de hidroxila em C-5, estes dados sugerem a

presenca do flavonoide 7-B,D-raminosil-3°,4’,5’-triiddroxi-5-metoxiflavanona.

R]_: He R2:Me
ou
CS5 R]_:Me e R2:H

Figura 5.156. Provavel estrutural para a banda cromatografica 5
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Fazendo uma busca na literatura ndo se encontrou relatos do
composto proposto acima, sendo uma possivel flavanona glicosilada inédita.

SHIMODA et al.; 2008 administraram a hesperetina em células de
cultura de Ipoema batatas e Eucalyptus perriniana e obtiveram produtos
glicosilados da mesma, dentre eles a Hesperetina 7-O-[6-O-(b-D-
glicopiranosil)]-b-D-glucopiranosidica.

E como o metabolito sugerido acima foi isolado dos caules com
sintomas de CVC, sugere-se neste ponto que possa ter havido uma
biotransformacdo da hesperetina, a qual ¢ comum em citrus no produto
glicosilado proposto. Essa biotransformag¢do pode ter ocorrido tanto pela
bactéria, pois € sabido que a hesperetina possui varias propriedades bioldgicas
como anticancer, antimutagénica, anticarcinogénica dentre outras ou mesmo
pela planta que ao tentar se defender do ataque bacteriano modificou
estruturalmente a hesperetina ‘““tentando” aumentar seu poder frente a X
fastidiosa (Borradaile et al., 1999; Zhang et al., 2000; Garg et al., 2001;
SHIMODA et al.; 2008).

Os dados espectrais do composto 5, comparados com a literatura
estdo discriminados na tabela 5.36. E os espectros de RMN de 'H desse

composto encontram-se nas Figuras 5.157a, b e c.
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Tabela 5.36. Deslocamentos quimicos (& ppm) de RMN de "H (CDsCN, 500

MHz) do flavondide 7-0-B,D-raminosil-3°,4’,5’-triiddroxi-5-metoxiflavanona.

em comparacdo com os dados da literatura (CDCl;, 400 MHz) do flavondide

hesperetina glicosilada.

H 7-0-B,D-raminosil-3’,4°,5’-triidroxi-5-  hesperetina glicosilada*

metoxiflavanona.

2 5,41 dd (12.,7; 3.0) 5,52 dd (12.8; 2.8)
3-eq 3,20 m 3,32.dd (17.8; 12,8)
3-ax 2,78 dd (17.,2; 3,0) 2,78 dd (17.8: 2,8)

2 6,15s 7,25d (2,0)

5° ] 709 d (8,4)

6 6,15s 7,03 dd (8,4; 2,0)

6 6,95 s 6,14 d (2,8)

8 6,98 s 6,18 d (2,8)

1 4,64 s 5,05 d (8,0)

%
3
4> 3,2023,95 m 3, 203,95 m
5
6

* (SHIMODA et al.; 2008).
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SpinWorks 3: Sample Details
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Figura 5.157a. Espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500 MHz) da banda

cromatografica flavondide glicosilado derivado da hesperetina.
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Figura 5.157b. Ampliagdo 1 do espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500 MHz) da

banda cromatografica flavonoide glicosilado derivado da hesperetina.
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Figura 5.157c. Ampliagdo 2 do espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500 MHz) da

PPM

banda cromatografica flavonoide glicosilado derivado da hesperetina.
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5.8.2.3 Sinal cromatografico 6: flavondide 3°,4°,5,6,7-pentametoxiflavona ou

sinensetina

Analisando o espectro de RMN de 'H (figuras 5.126a, b e ¢) da
banda cromatografica CR6 observou-se a presenga de cinco singletos na regiao
de 6 3,80 a 4,05 ppm integrando para trés hidrogénios, sinais esses
caracteristicos de metoxilas —OMe presentes na molécula. Observou-se um
singleto em 6 p 6,56 ppm, sendo caracteristico do H-3 de flavonoide. Observou-
se também sinais e na regido de 6 7,0 a 7,7 ppm. Nessa regido tem-se um duplo
dubleto em & 7,58 ppm com constantes de acoplamento de J= 9,0 e 2,0 Hz ¢
integrando para um hidrogénio. Outro sinal foi um dubleto observado na regido
de & 7,46 ppm que também integrou-se para um hidrogénio. Diante desses dados
supds-se que tratava-se de um flavonoide pentametoxilado e que o mesmo
possuia no anel B duas metoxilas, devido ao padrao de substitui¢ao exibido no
espectro de RMN de IH, sendo, portanto, o flavonodide sinensetina (figura
5.159). Os dados espectrais, comparados com a literatura estao discriminados na
tabela Tabela 5.37 e os espectros de RMN de 'H desse composto encontram-se

nas Figuras 5.160a, b e c.

3'4',5,6,7,pentametoxiflavona
ou sinensetina

Figura 5.159. Formula estrutural pertencente a banda cromatografica 6 .
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Tabela 5.37. Deslocamentos quimicos (& ppm) de RMN de "H (CDsCN, 500
MHz) do flavondide sinensetina em comparagdo com os dados da literatura

(CDCls, 400 MHz).

H sinensetina sinensetina*
2 7,46 d (2,0) 7,33 d (2,0)
5 7,06 d (8,5) 6,97 d (9,0)
6 7,58 dd (8,5;2,0) 7,52 dd (9,0; 2,0)
H-3 6,56 s 6,54 s
H-8 7,05 s 6,80 s
OMe 3,84 s 3,93 s
OMe 3,85s 397s
OMe 3,87 s 398s
OMe 391 s 3,99 s
OMe 3,95s 3,995

*(LL et al.; 2006).
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Figura 5.160a. Espectro de RMN de H (CDs;CN, 500 MHZ) da banda

cromatografica 6, flavonoide sinensetina.
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Figura 5.160b. Ampliagdo 1 do espectro de RMN de 'H (CD;CN, 500 MHz)

da banda cromatografica 6, flavonoide sinensetina.
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6. Conclusoes

Ao aplicar o método de inoculagdo mecanica da bactéria X
fastidiosa conseguiu-se, com 100% de inoculagdo, obter todo o material vegetal
necessario para a realizagao do presente estudo da variacao do perfil quimico de
C. sinensis, C. limonia e enxerto destes dois. Ao analisar o perfil quimico dos
enxertos e pés-francos, através de validacdes de métodos cromatograficos via
HPLC-DAD-UV e HPLC-MS/MS, observou-se que a planta responde
produzindo alguns metabdlitos em maior ou menor quantidade em resposta a
enxertia € a presenga da bactéria. Avaliando as respostas das plantas enxertadas
em comparagdo aquelas que lhe deram origem, os respectivos pés-francos,
verifica-se que nas raizes entre as 12 cumarinas detectadas ha diminuicdo na
concentragdo de 10 delas e um pequeno aumento em apenas duas (Tabela 6.1).

Nas folhas do enxerto somente as cumarinas seselina € xantiletina
foram detectadas em concentragdes possiveis de serem bem avaliadas, e estas
aumentam no processo de enxertia. Os principais metabodlitos detectados nas
folhas do enxerto foram flavondides polimetoxilados. Entre os 8 detectados,
exceto um (Rutina), todos tiveram suas concentracdes aumentadas no enxerto
em comparacao as plantas de origem. Estes dados sugerem que no processo de
enxertia a planta responde inibindo o caminho biossintético do acido cindmico
que leva as cumarinas em favor de uma maior ativagdo daquele que leva aos
flavonoides. Nas raizes também foram detectados dois limonodides, mas somente
um em concentragdes possiveis de serem bem avaliadas. Estas diminuem no
processo de enxertia. Apenas um limondide avaliado ndo seria relevante para
uma comparacdo com os dados acima, ou seja, também sugerir estar havendo
inibicdo do caminho biossintético dos terpenos em favor daquele que leva aos
flavonoides.

Avaliando as respostas das plantas enxertadas com a bactéria em
seu interior, mas sem sintomas de CVC, verifica-se que nas raizes entre as 12

cumarinas detectadas ha aumento na concentracdo de 10 delas e pequena
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diminuicdo em apenas duas. A seselina ¢ uma das cumarinas que mostrou
concentragdo menor, sugerindo uma reagdo da planta inibindo a biossintese de
derivados angulares em favor das demais que sdo preniladas em C-6 (lineares).
A segunda cumarina, clausarina, possui unidades prenilas em C-6, C-8 e C-3
sendo que a posicao das duas ultimas explicaria a diminui¢do na concentragao,
ou seja, se formariam pelo caminho das angulares. Contudo, a variagdo de sua
concentragdo ¢ praticamente desprezivel (- 1,09). Entre os 8 flavonoides
detectados nas folhas, 6 tiveram suas concentragdes diminuidas no enxerto sem
sintomas de CVC. Os dois flavondides que mostraram concentragoes
aumentadas foram os flavonodides glicosilados, rutina e hesperidina. Estes dados
permitem concluir que nas plantas tolerantes (sem sintomas) a reagdo maior
parece estar nas raizes com 10 cumarinas agindo como fitoantecipinas e ou
fitoalexinas.

Avaliando as respostas das plantas enxertadas com sintomas de
CVC em comparacao aquelas em que a bactéria nao foi inoculada, verifica-se
que nas raizes entre as 12 cumarinas detectadas ha aumento na concentragdo de
8 delas e pequena diminui¢do em apenas quatro. A seselina ¢ novamente uma
das cumarinas que mostrou concentracdo menor, sugerindo a mesma explicacao
dada acima. Em duas outras a xantiletina e suberosina a variacdo na
concentragdo ¢ desprezivel (- 1,05, -1,08). A quarta cumarina ¢ a clausarina
classificada acima entre as angulares. Entre os 8 flavonoides detectados nas
folhas, 6 tiveram suas concentragdes aumentadas no enxerto com sintomas de
CVC e em duas elas diminuiram. Estes dados sugerem que nas plantas com
sintomas de CVC a reacdo das plantas parece ocorrer em ambos 0s Orgaos,
folhas e raizes, com flavonoides e cumarinas atuando como fitoantecipinas € ou
fitoalexinas.

As ferramentas quimiométricas de PCA e HCA aplicados aos
dados obtidos nos estudos de HPLC-DAD e HR-MAS permitiram discriminar

as plantas contaminadas com a bactéria das espécies sadias, assim como 0s
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respectivos individuos. Por exemplo, as folhas se separam em trés grupos bem
distintos, folhas de laranja péra, limdo cravo e folhas do enxerto de laranja péra
sobre limdo cravo. Ha uma tendéncia de separacao, observado via PC2, das
folhas do enxerto com a bactéria presente (com e sem sintomas de CVC) diante
das folhas controle (sem a bactéria presente). O padrio comportamento
quimiométrico das plantas infectadas ¢ similar ao padrao das folhas do limao
cravo. Ao contrario, o comportamento das plantas sadias ¢ similar aquele da
laranja péra. Ja analisando todas as partes vegetais juntas pode-se concluir que
ha uma separacdo quimiométrica entre as partes vegetais, mas nao ha uma
separacdao entre plantas infectadas e plantas sadias, sendo, portanto, necessario
sempre o estudo das partes vegetais separadamente para que se possa aplicar
essa técnica na diferenciacdo de plantas com sintomas de CVC.

Ao analisar a variacdo do perfil quimico dos citros estudados
através do HPLC-NMR foi possivel detectar a presenga de uma nova classe de
metabdlitos secundarios derivados do acido p-metoxicindmico contendo an€is
diidropirano e diidrofurano bastante oxidados. Do mesmo modo, ao analisar os
compostos de média polaridade, através da técnica de LC-MS/MS foi possivel
identificar nas raizes varias cumarinas nao citadas na literatura para nenhuma
das duas espécies que constituem o enxerto, como diidrosuberenol, 2°,3’-
diidrosuberosina, citrubutina, o limonoide limonina diosfenol, o flavonoide 3-
hidroxi-3’,4’,5,7,8-pentametoxiflavona.

Finalmente, observou-se que a cumarina bergapteno esta presente
em quantidade razoavel apenas nas folhas do limao cravo, o qual € tolerante a .X.
fastidiosa, e quando o enxerto apresenta os sintomas da CVC ha uma pequena
producgdo desta em suas folhas, indicando ser esta uma fitoantecipinas.

Por fim, concluiu-se que os objetivos do projeto foram alcancados,
os estudos dos perfis quimicos permitiram diferenciar as plantas doentes
daquelas sadias, indicando potenciais bactericidas para futuros estudos frente a

X fastidiosa. Os dados obtidos também abriram as portas para novos estudos,
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entre eles entender a interacdo entre a bactéria e o limdo cravo, ja que este

apresenta uma tolerancia elevada a X. fastidiosa.

Tabela 6.1. Variagdo do perfil quimico dos citros estudados: dados dos
cromatogramas de ion selecionado

Composto Laranja Limao cravo  Enxerto Enxerto Enxerto
péra tolerante* com CVC

Cumarina simples
Limetina (folhas) nd 8582097 nd nd nd
Cumarinas angulares
Seselina
Raizes 18052,0%** 8047,7** - 1,61 -2,34 - 1,72
Caule superior 20,05%** -2,25 -2,47 -1,97
Caule inferior 46,7** - 4,58 - 1,36 + 1,06
Folhas 13,99%* 3,83%* + 1,51 - 1,74 - 6,23
Ostol
Raiz 43419640 7467196 - 1,49 + 1,40 +1,23
Cumarinas lineares
Xantiletina
Raizes 8142,8** 12709,9%* - 1,37 + 1,05 -1.05
Caule superior 654,25%* - 28,12 +1,01 + 1,06
Caule inferior 684,04** -3,74 + 1,05 + 1,34
Folhas 10,45%* 11,16%* + 5,10 +1,17 -5,0
Xantoarnol
Raizes 1238209 nd -7,07 +1,26 +2,20
Diidrosuberenol
Raizes 4985412"" 1682149 -2,06 +1,89 +2,18
Decursinol
Raizes 5989126 3384448 - 1,40 +2,56 +1,97
Ulopterol
Raiz 1126986 20945427 -1,83 +1,80 +2,31
Suberosina
Raiz 10932822 16906664 - 1,64 +1,05 - 1,08
Suberenol
Raiz 874662 996093 - 1,46 +1,77 +1,69
Citrubutina
Raiz 1342985"" 1223010 +1,28 +1,27 +1,42
Nordentatina
Raiz 4245070°" 22286730 - 1,68 +1,19 +1,06
Clausarina
Raiz 1778637 1813764  +1,76 - 1,09 -1,70
Bergapteno
Folhas nd 7433006 nd nd -10,4
Flavondides
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Rutina

Raizes - - - - -

Caule superior 1020,30** -2,14 - 1,23 +1,74

Caule inferior 1896,70** - 2,60 -1,03 - 1,37

Folhas 6966,90** 11328,50%* -2,61 + 1,06 +1.09

Hesperidina

Raizes - - - - -

Caule superior 3793,10** + 3,64 - 1,51 + 1,25

Caule inferior 691,59** + 1,00 + 1,11 - 1,48

Folhas 13768,90** 3168,40** +1.12 +1,22 +1,52

Sinesetina

Folhas 88882"" 216169  +4,06 -2,31 +1,35
(361045) ™" (155959)""  (487430)""

5-demetoxi-

nobiletina

Folhas 1732622"" 233147 +2,37 -2,97 +1,26
(4103215)  (1379659) (5171686)

Tangeretina

Folhas 451614 4097679 +4.01 -3,15 - 1,21
(1809100)  (573778) (1494495)

6-hidroxi-3°, 4°,5,7,8-

penta-metoxiflavona

Folhas

5-hidroxi-3’,4°,6,7,8-

pentametoxiflavona

Folhas

Nobiletina

Folhas 1840858 3014378 +2,13 - 1,66 + 1,59
(3923960)  (2363600)  (6232529)

Limonodides

Limonina

Raiz nd nd nd nd Nd

Limonina diosfenol 17004330 678163 -1,32 - 1,38 - 1,08

Raiz

*Planta tem a bactéria em seu interior, mas sem sintoma de CVC. **Dados de quantificagao

++ \ . . .
mg/kg de planta seca. ~ Valores referentes a areas dos picos integrados via software.
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