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RESUMO

Estudo quimico de Alternaria alternata patotipo tangerina em meio artificial
e na intera¢do com Guignardia citricarpa

O estudo do fungo fitopatdgeno Alternaria alternata contribuiu com a
quimica desse micro-organismo. O fungo foi cultivado em larga escala
utilizando como meio de cultura arroz por um periodo de 26 dias. Apds esse
periodo o crescimento foi interrompido e foi feito um extrato do micro-
organismo o qual foi fracionado utilizando varias técnicas cromatograficas
obtendo 11 metabolitos de distintas classes sendo eles: alternariol monometil
éter, alternariol, altertoxina, altenueno, altenusina, uridina, uracila, 5’-inosil,
ergosterol, peroxido de ergosterol e triglicerideo. Além disso, foi feito um
estudo via LC-MS buscando identificar algumas toxinas de citros produzidas por
A. alternata, sendo que foi possivel a identificacdo de quatro dessas. Outra
pesquisa realizada via LC-MS foi o estudo de co-cultivo entre os fungos A.
alternata, o agente causal da mancha marrom de alternaria, e Guignardia
citricarpa, o agente causal da mancha preta de citros. Nesse estudo foi possivel
observar a variacao de alternariol e acido tenuazénico, micotoxinas produzidas
por A. alternata, quando este fungo estd em contato com outro fitopatégeno. O
estudo de identificacdo dos volateis produzidos por A. alternaria em diferentes

meios contribuiu muito para um maior conhecimento de sua quimica.

Sabendo que A. alternata é um fitopatogeno de tangor ‘Murcott’ foi
realizado um estudo via microscopia eletrénica de varredura (MEV) a qual foi
possivel observar a penetracdo desse fungo pela cavidade estomatal de folhas

jovens desse citros.

Visando a busca de inibidores naturais para o controle da doenca, foram

ensaiadas diversas classes de produtos naturais frente a A. alternata, sendo que
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alcaloides e uma cumarina, a xantiletina, foram as substancias que apresentaram
uma maior inibi¢do no crescimento micelial, germinagao de esporos e formacgao

de apressorios.

Pensando em inibidores naturais, foram ensaiados metabolitos produzidos
pelo A. alternata frente ao G. citricarpa, € os resultados obtidos revelaram que
alternariol monometil éter e alternariol foram as substancias que apresentaram

um potencial fungistatico frente ao agente causal da mancha preta de citros.
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ABSTRACT

Chemical study of the Alternaria alternata pathotype tangor ‘Murcot’ in

artificial medium and interaction with Guignardia citricarpa

The study of phytopathogenic fungi Alternaria alternata has improved the
chemical of this micro-organism. The fungus was grown up in large scale
incubated in rice medium for 26 days. After grown period was interrupted an
extract of the microorganism was made and fractionated using several
chromatographic techniques, obtaining 11 different classes of metabolites which
are: alternariol monomethyl éter, alternariol, altertoxin, altenuen, altenusin,
uridine, uracila, 5’-inosil, ergosterol, peroxido de ergosterol e triglycerides.
Also, a study was made via LC-MS in order to identify some toxins produced by
A. alternata like a pathogen of citrus, and it was possible to identify four of
these. Other research via LC-MS was the study of co-cultivation of the fungus
A. alternata, the causal agent of alternaria brown spot, and Guignardia
citricarpa, the causal agent of citrus black spot. In this study was possible to
observe the variation in concentration of alternariol and thenuazonic acid,
mycotoxins produced by A. alternata when this fungus is in contact with G.
citricarpa. The study identification of the volatiles produced by A. Alternaria in
different ways contributed significantly to improve the knowledge of their

chemistry.

Once, the A. alternata is a pathogenic fungus of ‘Murcott' a study was
performed via scanning electron microscopy (ESEM). Thus it was possible to
observe the penetration of this fungus by stomatal cavity of young leaves of

citrus.

In order to search for natural inhibitors to control the disease, were tested several

classes of natural products against the A. alternata, and some alkaloids, a
XXV



coumarin, a xanthyletin, and a flavonoid substances showed Higher inhibition of

mycelial growth, spore germination and appressorium formation.

With the aim to obtain information on natural inhibitors were tested metabolites
produced by A. alternata opposite and G. citricarpa, the results indicated that
alternariol monomethyl ether and alternariol were substances that had a potential

fungistatic against the causal agent of citrus black spot.
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INTRODUCAO






1.1. Introducao Interacio Planta Patogeno

Os vegetais diferem dos animais no que concerne ao combate a
organismos invasores. Nos vegetais, ndo ha producdo de moléculas especificas
como as imunoglobinas, mas existe uma consideravel sofisticacdo baseada na
acdo conjunta de sistemas constitutivos ¢ induziveis. A ativagdo ou repressao
desses sistemas ¢ controlada por um grande numero de moléculas sinalizadoras
produzidas por ambos os organismos envolvidos na intera¢do. Os produtos de
genes (sistemas de interacdo gene a gene) podem resultar em respostas
bioquimicas localizadas ou sistémicas ou ainda conduzir a um quadro
sintomatoldgico extremo conhecido como reacdo de hipersensibilidade, com
morte celular programada. A condi¢do patogénica depende, em grande parte, da
troca de mensagens quimicas entre o parasita e parasitado (PASCHOLATI et

al., 2008).

Apesar da alta dependéncia fisioldgica e bioquimica, os fungos estdao entre
0s organismos patogénicos mais aprimorados morfologicamente para o exercicio
da patogenicidade. Inimeros componentes estruturais foram evolutivamente
desenvolvidos com o objetivo de invadir e explorar o tecido das plantas
hospedeiras. Nutrientes sdo retirados do vegetal para garantir o sustento do
fungo invasor até a fase de producao e estruturas de dispersao. Didaticamente, a
infeccdo por fungo envolve: 1) etapas anteriores a entrada do patogeno (fase pré-
infeccdo), 2) a penetragdo do patdgeno (fase de infecgdo) e 3) o parasitismo em
si (fase de colonizacdo). Especialmente, as condi¢des encontradas no sitio de
inicio da infec¢do sdo importantes para definir o processo da doenga. O sitio de
infec¢do pode estimular ou inibir as estratégias adotadas pelo fungo rumo ao

interior da planta atacada (PASCHOLATI et al., 2008).



O sucesso de fungos patogénicos depende, em primeira analise, de varios
fatores, como: 1) da capacidade do fungo invasor de crescer na presenca de
compostos toxicos depositados na superficie da planta; 2) da penetracao, sem
provocar a formagdo de barreiras intrasponiveis pela hospedeira (através da
ativagdo do gene de defesa); e por fim, 3) de permanecer parasiticamente em
contato com o tecido da planta, explorando-o de maneira prolongada,
coordenada e proveitosa (compatibilidade). Em conseqiiéncia, a planta
hospedeira doente deverd sofrer redugdo de crescimento e alteragdes

metabodlicas que ocorrem na presenga do invasor (PASCHOLATI et al., 2008).

1.1.1. Fases para a Colonizacio

As fases podem ser classificadas em trés niveis, os quais serdo explicados

separadamente.

1.1.1.1. Fase Pré-Infeccao

Na natureza, o crescimento micelial de fungos ¢ resultado da abundancia
de nutrientes e 6timas condi¢des de temperatura, umidade e outros fatores
fisicos. A fase de producdo de esporos proporciona a colonizagdo de outros
tecidos. Quanto mais intensa a producao de esporos, maiores sao as chances de
sucesso na localizacdo de substratos alternativos. Ao mesmo tempo, que forem
desenvolvidas estratégias de produg¢do massiva de esporos, também foram
desenvolvidos mecanismos de protegao dessas estruturas, visando manter a
viabilidade, e mecanismos para facilitar a localizagdo do tecido-alvo, como:
dispersdo de esporos, espessamento de parede de células das areas envolvidas e

desenvolvimento de estruturas para a movimentacao.

A maioria dos esporos de fungos ¢ disseminada por correntes de ar como
poeiras. Teoricamente, os esporos podem viajar longas distancias, mas
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usualmente acabam em regides proximas de onde sdo produzidos. Alguns
requerem agua como veiculo de dispersdo, outros sdo dispersos por insetos e
animais. Sementes contaminadas ou ferramentas utilizadas por agricultores

também podem facilitar a dispersao de esporos.

Esporos também podem permanecer em condi¢des de dorméncia até que
se inicie a germinacdo. O solo ¢ um ambiente onde os esporos podem
permanecer sem germinacdo por longos periodos devido a presenca de um
grande nimero de micro-organismos antagonistas que competem por nutrientes

¢ produzem substancias inibitérias e toxinas.

Patogenos também podem sobreviver em estado vegetativo nos tecidos da
planta hospedeira. Muitos podem permanecer em estado latente em tecidos
vegetais por longos periodos sem causar o aparecimento de sintomas. Outros
fungos podem viver saprofiticamente em ambientes com limitagdes nutricionais,
podem viver na superficie de hospedeiros sem penetrar, mas podem alterar essa
condi¢do quando conveniente. A longevidade de esporos na natureza pode variar

de meses até anos (PASCHOLATI et al., 2008).

1.1.1.2. Fase da Infeccao

A fase da penetragdo ¢ bastante critica e tem sido alvo de estudos e
debates ha varios anos. De um lado ha um grupo que acredita na necessidade de
dissolu¢do enzimdtica da cuticula da planta hospedeira. Contrariamente, um
grande numero de pesquisadores acredita que a penetragdo ocorre por forga
mecanica exercida pelas estruturas de infeccao. Um terceiro grupo trabalha com
a possibilidade de que haja combinag¢dao de agdo enzimatica e forga mecanica
durante a penetracdo de fungos. Em trabalho recente foi admitido que espécies
de Pythium produzem enzimas para auxiliar o combate a resisténcia imposta
pelo tecido vegetal. Dados mostram que a resisténcia do tecido da planta
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hospedeira ¢ muitas vezes superior a pressdo exercida pelas estruturas de
penetracdo do fungo. Assim, na pratica, seria impossivel o sucesso da
penetragdo pela hifa somente pela forca mecanica. A agdo conjunta vem sendo
progressivamente mais aceita, contudo ndo ha davida de que a pressdo do
apressOrio seja a forca mais importante que torna possivel a penetracdo

(PASCHOLATI et al., 2008).

Em geral, pode-se dizer que, a principio, a presenga do invasor ativa no
hospedeiro a producdo de substincias (fitoalexinas) para evitar a instalacdo do
micro-organismo. Se mesmo assim o patdogeno conseguir se instalar no tecido
vegetal, ¢ ativado um segundo mecanismo com a fung¢do de impedir a
proliferagdo do patdégeno. Nessa fase, ha uma interacdo especifica entre
moléculas produzidas pelo invasor para promover a infeccdo e moléculas
produzidas pela planta para inibir o patdogeno. Essa ¢ a fase mais critica do
processo, pois ¢ quando se define a evolucao da infec¢do. Se a interagdao dessas
moléculas for suficiente e especifica, a infeccdo serd interrompida, caso
contrario, a planta ndo conseguird inibir o agente invasor e a infec¢do sera
efetivada. Além disso, a eficiéncia desse mecanismo de defesa depende do
sistema de sinalizacdo promovido a partir da interacdo do hospedeiro e do
patdgeno, acrescido de algumas caracteristicas do vegetal, como idade, tecido

atacado e condigoes fisiologicas (CURSINO-SANTOS et al., 2003).

1.1.1.3. Fase de Colonizacao

Hifas modificadas sdo as principais armas dos fungos durante a
colonizagdo. Os padrdes de invasdo dos tecidos variam de acordo com as
habilidades das hifas em crescimento ¢ vao de subcuticular até a formacao de

haustorios. Os haustorios sdo estruturas extremamente especilizadas para a



captacdo de nutrientes. A absor¢do de nutrientes ocorre a partir do citoplasma
das células.

O processo de colonizagdo ¢ marcado por uma sériec de mudancas na
atividade metabdlica da planta hospedeira. Essas alteragdes muitas vezes sdo
dificeis de distinguir sob o ponto de vista pratico se ndo existir informacao
prévia sobre o comportamento da interagdo. Essa dificuldade resulta do fato de
que as reacoes fisiologicas de resisténcia (incompatibilidade) e patogenicidade
(compatibilidade) sdo muito similares. As principais mudangas fisiologicas nos
hospedeiros incluem: 1) alteracdes na respiragao, 2) fotossintese; 3) translocagao
de 4dgua e nutrientes, 4) transpiracdo, 5) regulacdo da taxa de crescimento

(PASCHOLATI, et. al., 2008).

1.2. Citricultura

Desde 1962, quando comecaram as primeiras exportagdes, a
citricultura tem contribuido de forma definitiva para o desenvolvimento do
Brasil. Em 2009, o setor gerou US$ 60 bilhdes em exportagdes e somente em
2010 esperava-se mais US$ 2 bilhdes. Os pregos internacionais do suco sofrem
incrivel volatilidade, chegando a oscilar entre US$ 700 e US$ 2000 por tonelada
em curto intervalo de tempo. Em 2009, as exportacdes do complexo citros
somaram de 2,9 milhdes de toneladas, sendo 1,129 milhdo de toneladas de suco
concentrado (FCOJ, sigla em inglés), 939 mil toneladas de NFC, (suco nao
concentrado, sigla em inglés com dados equivalentes) e 851 mil toneladas de

subprodutos.

O Brasil detém 50% da produg¢ao mundial de suco de laranja, e exporta
98% do que produz e consegue 85% de participacdo no mercado mundial.
Florida e Sao Paulo detém 81% da producdo mundial de suco. Analisando

apenas o a regido Sudeste, esta possui 53% do total, como pode ser observado na
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FIGURA 1.1. No Brasil, ao analisar o ano de 2010, foram quase 165 milhdes de

arvores produzindo frutos, e na Florida, 60 milhdes.

37,92%

8,38%

3,35%

12,13%

13,37%

M 330 Paulo B Parana
ORio Grande do Sul OMinas Gerais
B Rio de Janeiro @ Outros

FIGURA 1.1- Principais estados produtores de tangerina no Brasil em 2009.
Fonte: IBGE - Produgao Agricola Municipal, 2009. Consultado em 05/11/2011.

Embora o Brasil seja o maior produtor mundial de citros e o maior
exportador de suco concentrado de laranja, e apesar de ter como principal
espécie produzida a laranja-doce, também merecem destaque, nos pomares
brasileiros, as tangerinas e alguns de seus hibridos, os quais t€ém como destino o
mercado nacional de frutos in natura.

A producao mundial de tangerina girou em torno de 20,3 milhdes de
toneladas na safra de 2010/11, sendo que os principais produtores sdo a China
(62% da producao mundial), Espanha (18% da producdo mundial de tangerinas),
Japao (5%) e o Brasil ocupando o quarto lugar, sendo que o Estado de Sao Paulo
¢ o responsavel por 38% da producdo de tangerinas, como pode ser observado

na FIGURA 1.2.



4,59%
0,36%
1,51%

38,60%
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FIGURA 1.2 - Producao de tangerina no Brasil, fonte IBGE, 2009. Producao
brasileira de tangerina por regiao fisiografica em 2009. Fonte: IBGE - Produgao

Agricola Municipal, 2009. Consultado em 05/11/2010.

No entanto, nas ultimas décadas, a produg¢do de tangerinas vem

diminuindo no Brasil, como pode ser observado na TABELA 1.1, a qual ilustra

a producao a partir da década de 70.

TABELA 1.1 - Area, producdo e rendimento de tangerina no Brasil, no periodo

1970-2009
Anos Area Colhida Producio Rendimento
(ha) até 2000 (mil frutos) até 2000 (frutos/ha)
a partir de 2005 (f) a partir de 2005 (t/ha)
1970 26.312 2.44.854 92918
1975 26.116 2.515.025 96.302
1980 36.014 3.405.011 94.547
1985 46.224 4.421.713 95.617
1990 44.926 4.407.542 98.107
1995 50.319 4.994.351 99.254
2000 61.513 6.017.412 97.823
2005 61.000 1.232.599 20,21
2009 54.814 1.094.429 19,97

Fonte: IBGE - Produgao Agricola Municipal, 2009. Consultado em 05/11/2010
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Essa queda na producao de tangerinas pode estar relacionada a doenga que
afeta principalmente essa classe de citros, a Mancha Marrom de Alternaria

(MMA).

1.3. Mancha Marrom de Alternaria

1.3.1. Sintomas

A mancha marrom de Alternaria (MMA), causada pelo fungo Alternaria
alternata (f.sp.citri) patétipo tangerina, afeta frutos e ramos e ataca os tecidos
imaturos ou em fase de crescimento da planta, como as folhas, expandindo-se
pela acdo da toxina  hospedeiro-seletiva (ACT) produzida pelo micro-
organismo, podendo causar desfolhamento intenso durante os periodos de
infestacdio, em vista da necrose das folhas (AKIMITSU et al., 2003). E no tecido
morto de folhas e ramos que o fungo sobrevive e se reproduz, ou até mesmo em
folhas em decomposi¢do no solo (MAGNANI, 2007). Em folhas jovens, os
sintomas iniciais caracterizam-se por pequenas manchas de coloracdo marrom
ou preta, circundadas ou ndo por halos amarelados que, posteriormente, se
estendem, podendo abranger grande area da folha. Normalmente, ocorrem nas
nervuras, com morte de tecido, espalhando-se a partir delas, provocando
deformagao caracteristica, ou seja, as folhas curvam-se lateralmente. O avango
das lesdes seguindo as nervuras das folhas ¢ um dos sintomas diferenciais da
doenca. As brotacdes novas, tanto vegetativas como da florada, apresentam um
aspecto de requeima no caule, com morte dos ponteiros e posterior tendéncia ao
envassouramento, pelo superbrotamento. Em ramos finos, ocorrem pequenas

lesdes corticosas, sem ou com halo clorotico (BASTIANEL, 2005).
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Em frutos, isso ndo acontece, sendo nos mais jovens, infectados logo apds
a queda das pétalas, as lesdes podem induzir a abscisdo do fruto, limitando a
producdo da planta. As lesdoes dos frutos mais desenvolvidos sdo bastante
variaveis quanto ao tamanho, podendo atingir grandes areas da casca, com
manchas escuras corticosas, as quais podem ser destacadas, deixando cicatriz na
casca, depreciando o fruto. Pode haver penetracdo do fungo no fruto, fazendo

com esse caia antes da maturacao (TIMMER et al,, 2003).

A diferenga entre este fungo que ocorre nas tangerinas e os da mesma
espécie que atacam as folhas de limao “Cravo” e limao rugoso ¢ a produgao de
uma toxina, que ¢ especifica, de acordo com a variedade das plantas afetadas
(FUNDECITRUS, 2007). Em pomares do Estado de Sao Paulo, observou-se a
presenga de um liquido de consisténcia viscosa sobre as lesdes, o que ainda ndo

foi descrito nos casos observados em outros paises (MAGNANI, 2007).

Na FIGURA 1.3 podem-se observar imagens obtidas no decorrer do

trabalho de folhas e frutos infectados por A. alternata.

J /A 1o :
FIGURA 1.3 - Lesoes caracteristicas de mancha marrom de alternaria em tangor

‘Murcott’. (A) Lesdes em folhas de tangor ‘Murcot’ apds 72 horas de infecgdo.
(B) Lesao circundada pelo halo amarelo em folha de tangor ‘Murcott’ (C)

Lesodes em frutos de tangor ‘Murcot’.

A mancha marrom de alternaria em outros paises, como por exemplo,
Africa do Sul, Argentina, Australia, Colombia, Cuba, Espanha, Estados Unidos,
Israel, Italia e Turquia, ¢ de grande importancia econdmica. No Brasil, foi

introduzida em 2001, e desde entdo vem causando elevadas perdas em cultivos
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comerciais de tangor Murcott (C. reticulata Blanco x C. sinensis Osbeck) e
tangerina Poncan (C. reticulata Blanco) (FEICHTENBERGER et al., 2005;
TIMMER 1998). No Brasil, foi verificada a presenga da doenca em pomares de
tangerina ‘Dancy’ no Estado do Rio de Janeiro (GOES et al., 2001) e nos anos
subseqiientes em S3o Paulo, Minas Gerais e Rio Grande do Sul (SPOSITO et
al., 2003).

1.3.2. Ciclo de vida do patogeno

Os fungos do género Alternaria sobrevivem entre um cultivo € outro em
restos de cultura infectados, em hospedeiros intermediarios, podendo sobreviver
ainda em equipamentos agricolas, estacas e caixas usadas ou até mesmo nas
sementes. Além destas formas de sobrevivéncia, existe a possibilidade de o
patégeno permanecer viavel no solo na forma de micélio, esporos ou
clamidosporos. Os conidios de Alternaria spp. sdo altamente resistentes a baixos
niveis de umidade, podendo permanecer viaveis por até um ano nestas
condi¢des. Uma vez presentes na cultura, os conidios sao dispersos pela acdo da
agua, ventos ¢ insetos. Além dessa forma de disseminagdo, trabalhadores,
equipamentos € animais, em contato com as folhas molhadas podem disseminar
o fungo. Havendo umidade e calor suficientes, os conidios germinam e infectam
as plantas rapidamente podendo o fungo penetrar diretamente pela cuticula, com
a formagdo de apressorios, ou por ferimentos ou também através dos estdomatos.
A colonizacdo ¢ intercelular, invadindo tecidos do hospedeiro, provocando
alteracdes em diversos processos fisiologicos, que se exteriorizam na forma de
sintomas. Em condigdes de campo as lesdes surgem de trés a cinco dias apds a
inoculagdo, todavia em condi¢gdes controladas pontuagdes marrons podem ser
verificadas 24 horas apos a inoculagdo, sendo que os conidios germinam sobre o
tecido suscetivel, frutos, ramos e folhas novas, liberando uma toxina especifica
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ao hospedeiro tangerina, causando necrose rapida dos tecidos (TOFOLI, 2004).

O ciclo de vida do patogeno esté descrito na FIGURA 1.4.

Conidio i - _ | Lesdes iniciais na
germinand g : =\ {-] folha. caule e fruto

Novos conidios sdo produzidos

nos tecidos infectados
Nd

Penetracio através de ferimentos =
e Tnvasdo do caule

g
Conidio \ ou fruto
&

Conidios e/ou micélio

i A (3 Y - -
sobrevive em restos \ x i
Lesdes em Lesdes em folhasLesdes no

culturais infectados, em s&t es. tubér
esdes em
firutos de tomatede tomateiro caule Podridao do colo
e tombamento

tubérculo de
batata

FIGURA 1.4 - Ciclo de vida de Alternaria sp.

1.3.3. O patogeno Alternaria alternata

Pertencente ao grupo dos Fungos Mitosporicos (ELLIS, et al., 1970),
Alternaria alternata pertence ao reino Fungi, ao sub-reino Dycaria, ao filo
Ascomicota, classe Pleosporomycetidae e a ordem dos Pleosporales (ISSHIKI et
al.,2003; THOMMA, 2003).

O género Alternaria ¢ composto por fungos mitosporicos que possuem
conidios com comprimento e largura variavel, geralmente individuais e
raramente catenulados, retos ou ligeiramente curvos, com corpo oblongo ou
elipsoidal que se afina em dire¢do ao 4pice, formando um bico comprido,

sinuoso e ocasionalmente ramificado.
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O crescimento da coldnia ocorre de forma rapida, aproximandamente de
trés a quatro dias, sendo que a massa micelial formada apresenta um aspecto
cotonoso (SASSERON, 2008) de coloragdao palha, parda ou ouro claro, no
entanto dependendo do meio de cultura a coloragdo pode ser cinza intenso no
centro e nas extremindades cinza, com septos transversais € poucos ou nenhum
longitudinal. Os conidios s3o inseridos em conidi6foros septados retos ou
sinuosos que ocorrem isolados ou em grupos. As populacdes de Alternaria spp.
sao morfologicamente heterogénea, diferindo quanto a coloragdo do micélio,
producdo de pigmentos em meio de cultura, presenga ou auséncia de
esporulacao em condi¢des de laboratorio, bem como quanto a patogenicidade e
formacdo de setores em meio de cultura (TOFOLI, 2004).

Uma caracteristica comum, observada em algumas espécies de Alternaria,
esta na baixa capacidade ou mesmo auséncia de esporulagao em meio de cultura.
Um grande nimero de trabalhos indica diferentes métodos para induzir
esporulacdo com variagdes quanto a luz utilizada, meios de cultura, ferimentos
do micélio, temperaturas e idades das colonias. De maneira geral, as
alternarioses sdo doencas tipicas de primavera e verdo, todavia podem causar
danos importantes em outonos e invernos atipicos. Os sintomas aparecem
primeiramente nas folhas mais velhas e evoluem posteriormente para as partes
mais novas da planta. A doencga costuma apresentar alto poder destrutivo em
condi¢des de altas temperaturas ¢ umidade. A ocorréncia de epidemias severas
estdo sempre associadas a temperaturas didrias de 25 a 32°C. Segundo a
literatura as temperaturas minimas, Otimas, € maximas necessarias para a
germinacao dos conidios sdo as de 5-7, 25-27 e 30-32°C, respectivamente. A
umidade, fator importante na germinac¢ao de conidios, pode ser conferida pela
chuva, 4gua de irrigacdo ou orvalho. A presenca de agua livre na superficie
foliar ¢ fundamental para a germinagdo, infec¢do e esporulacdo do fungo. De

maneira geral, os maiores indices de mancha de alternaria ocorrem em
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condi¢des de 40% de umidade relativa durante o dia € 95% durante a noite. A
esporulacdo abundante do fungo ocorre na faixa de 14 a 26°C, com umidade
relativa de 100% durante 24 horas (TOFOLI, 2004).

Os metabolitos produzidos pelo micro-organismo sdo demonimados
micotoxinas, sendo que algumas delas merecem destaques como por exemplo o
alternariol monometil éter, altertoxinas, altenueno, altenusina, acido
tenuazonico. Essas toxinas podem ser encontradas, por exemplo, em tomates
(STINSON, et. al, 1980 e 1981), macas (STINSON, et al, 1980 e 1981),
azeitonas (VISCONTI, et al., 1986), uvas (MAGNOLI, et al., 2003), papaia
(BARKAI-GOLAN, 2001), pimentas (BARKAI-GOLAN, 2002) e beringelas
(BARKAI-GOLAN, 2002).

1.3.4. Alternaria e Micotoxinas

Os fungos sdo capazes de produzir em condi¢des naturais e laboratoriais,
metabolitos secundarios toxicos. Os metabolitos secundarios sio compostos
biossintetizados e excretados através de um conjunto de vias metabdlicas (que
constituem o metabolismo secundario), mas que ndao sdo essenciais para o
crescimento e sobrevivéncia do organismo (BETINA, 1984). Estes compostos
estdo presentes no meio de cultura ou substrato onde os fungos estio se
desenvolvendo. Alguns metabolitos secundarios fungicos tém propriedades
antibioticas, e alguns demonstram toxicidade para animais. Esses metabolitos
secundarios produzidos por fungos filamentosos que demonstram propriedades
toxicas em animais sao designados genericamente de micotoxinas (FRISVAD,
1992).

As micotoxinas sdo produzidas a partir das vias metabdlicas dos
policetideos, dos terpendides e de alguns processos que usam aminoacidos

essenciais (EDWARDS, et al., 2002). Elas possuem baixo peso molecular e
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estruturas quimicas diversificadas. As diversidades dessas estruturas quimicas
das micotoxinas vao desde a presenga de um unico anel heterociclico, a até oito
anéis associados, o que estd relacionado a diversidade de efeitos tdxicos
(EDWARDS, et al., 2002). As micotoxinas, ou simplesmente toxinas, sao
restritas a distribuigdo taxonOmica € ndo sdo necessarias para a sobrevivéncia e
reproducao do micro-organismo (WALTON, 1996).

As toxinas podem ser classificadas como ndo-seletivas, ou seja, toxicas a
varias espécies de plantas, independentemente de o organismo toxicogénico
provocar doencas nelas, ou serem classificadas como seletivas (host selective
toxin - HSTs), isto ¢, toxicas somente nas espécies naturalmente suscetiveis,
sendo essenciais para o estabelecimento do patdogeno e no estabelecimento da
doenca no hospedeiro (PASCHOLATI, 1995). As toxinas sdo geralmente
toxicas matando as células de seus hospedeiros. As HTSs sdao ativas em

concentragdes que variam de aproximadamente 10 pM a 1uM, e seu grau de

especificidade (o seu hospedeiro seletivo) varia numa faixa de 100 a 10°uM (
WALTON, 1996).

A estabelecida fun¢do da HSTs no sistema de interacdo patdogeno-
hospedeiro mostra que esses metabolitos secundarios tém principalmente um
papel ecoldgico, modulando assim a interacdo de um organismo com o seu
ambiente € com 0s outros organismos. Metabolitos secundarios sdo importantes
em muitos outros aspectos, como por exemplo, a defesa da planta, controles
biologicos e interagdes simbidticas (WALTON, 1996).

Em relacdo ao Alternaria alternata, na literatura existem descritas pelo
menos 12 tipos de HSTs conhecidas, muitas das quais parecem ser variantes da
espécie A. alternata (THOMMA, 2003). Os principais tipos de toxinas
produzidas por esse patdtipo sdo: AK (causa doenga em péras), AM (causa
doenga em magas), ACR (limdo rugoso), ACT (alternaria citri toxini - tangerinas

e hibridos), AL (causa doenca em tomate) e AF (causa doenga em morangos), as
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quais seguem descritas na TABELA 1.2 (WALTON, 1996). Estudos
demonstraram que esses patotipos sdo constituidos de pequenos cromossomos
extras, dispensdveis para a sobrevivéncia do patdgeno, diferentemente dos

patdtipos de Alternaria que ndo produzem HSTs (AKAMATSU et al., 1999).

TABELA 1.2 - Algumas Toxinas Especificas de A.alternata e seus hospedeiros

Patotipo Doenca Hospedeiro Toxina Estrutura
b g
Mancha de | Macga e Péra AM- wh /°
- oy
Maga Toxina N
7 o
OH OH O
NS
HO OH =/ \=
| COOH
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Continua¢ao da TABELA 1.2

OH OH OH

NH,
Cancro da W
Tomate AL- o o
Tomate Haste do ‘ o
Toxina
Tomate oH
o
HO

Analisando a TABELA 1.2 a qual apresenta algumas toxinas seletivas de
A. alternata para seu hospedeiro (HSTs), uma merece especial destaque no
presente trabalho, a HST conhecida como ACT-toxina, a qual € responsavel pela
patogenicidade em tangerinas e hibridos. O modo de acdo dessa toxina ainda
nao estd bem elucidado na literatura, mas evidencias apontam que a ACT-toxina
incialmente atinge a membrana plasmatica de células susceptiveis, sendo que
uma pequena concentracdo da toxina ACT, 2x10™® M ocasiona a necrose a partir
da nervura seguindo para toda folha (STUART, et al., 2009).

Outras toxinas seletivas (HSTs) causadoras de necrose em citros do tipo
tangor ‘Murcot’ e em outros hibridos de tangerina foram isoladas do meio de
cultivo do micro-organismo, as quais estdo descritas na literatura, ¢ seguem

tlustradas na TABELA 1.3.

TABELA 1.3 — Toxinas de A. alternata encontradas em citros

Toxinas Referéncias
OH
A OH
OH O KONO et al., 1986
H
C11H3,04
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Continua¢ao da TABELA 1.3
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KONO et al., 1986
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Continua¢ao da TABELA 1.3

HCO

OH

OH O
OH

C21H3005

KONO et al., 1986

MASUNAKA et al., 2005

MASUNAKA et al., 2005

MASUNAKA et al., 2005

C23H27NO6

MASUNAKA et al., 2000
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Continua¢ao da TABELA 1.3

MASUNAKA et al., 2000

MASUNAKA et al., 2000

R= COCH(OH)C(CH;),0H

C22H33O9

MASUNAKA et al., 2000

R= COCH(OH)CH(CH3),

C22H3208

MASUNAKA et al., 2000

OH
HOH,C

C11H3004

LIEBERMANN et al., 2000
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Continua¢ao da TABELA 1.3

HOH,C

LIEBERMANN et al., 2000

OH

C11H3004

1.4. Compostos Volateis

Dentro das diversas classes de metabolitos secundarios existentes, hd um
grande interesse pela pesquisa da quimica de metabolitos volateis. Os Oleos
essenciais, produto do metabolismo secundario, sdo fragdes liquidas e volateis
que contém substancias responsaveis pelo aroma (GARLET, 2007).

Sdo considerados 6leos por serem, geralmente, liquidos de aparéncia
oleosa a temperatura ambiente; por apresentarem volatilidade, recebem ainda o
nome Oleos volateis; e sdo chamados de esséncias, devido ao aroma agradavel,
algumas vezes, e intenso da maioria de seus representantes. A denominacao
Oleos etéreos ¢ referente ao fato dos mesmos serem soluveis em solventes
organicos apolares, como o éter. Outras caracteristicas que podem ser
identificadas nos oleos essenciais sao: o sabor, o qual geralmente ¢ acre (acido)
e picante; a cor, sendo que quando recentemente extraidos, os Oleos sao
geralmente incolores ou ligeiramente amarelados. Quanto a sua estabilidade,
normalmente os 0leos essenciais sao instaveis, principalmente na presenga de ar,
luz, calor, umidade e metais. A maioria dos 6leos essenciais possui indice de
refracdo e sdo opticamente ativos, propriedades estas usadas na sua identificacao

e controle da qualidade (CAMARGO, 2007).
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Devido a essa versatilidade, os 6leos essenciais vém sendo utilizados com
diversas aplicagdes comerciais, como por exemplo, fixadores de perfumes e
conservantes na industria de alimentos (HOLLEY e PATEL, 2005; SANTOS et
al., 2006). No meio cientifico, pesquisas apontam sua potencialidade como
atrativo de insetos (MONTEIRO, 2008), como estomaquicos (WEYERSTAHL
et al., 1999), antioxidantes (MORAIS et al., 2006), analgésicos (HEJAZIAN,
2006), antipiréticos e anti-inflamatorios (ABENA et al., 2003), como agentes
antibacterianos (COSTA et al., 2008) e fungicidas (OXENHAM et al., 2005),
bem como a sua agdo repelente, larvicida e propriedade inseticida contra
mosquitos, podendo citar como exemplo o Aedes aegyopti (COSTA et al., 2005;
SOUZA et al., 2007; TELES, 2009).

Estes Oleos essenciais sdo constituidos por uma mistura de,
aproximadamente, 200 compostos, os quais sdo divididos em duas partes. A
primeira parte, considerada a mais volatil, constitui cerca de 90 a 95 % do total
do O6leo essencial e ¢ constituida, basicamente, por monoterpenos ¢
sesquiterpenos e seus derivados oxigenados, podendo apresentar diversas
funcdes como aldeidos, derivados aromaticos, alcoois e ¢€steres. A segunda
parte, considerada a menos volatil, é constituida por cerca de 5 a 10 % do o6leo
total e caracteriza-se quimicamente pela presenca de compostos de massas
moleculares maiores e termicamente mais estaveis, sendo composta por
hidrocarbonetos de cadeia longa, 4cidos graxos, esterdides, carotenoides,
cumarinas ¢ diterpenos. Na fragdo mais volatil, os terpenos sdao, em geral,
compostos insaturados de facil decomposi¢ao pela acdo da luz, do calor e do
oxigénio, produzindo compostos indesejaveis, que alteram o aroma original. A
fragdo oxigenada ¢ altamente odorifera e a principal responsavel pelos aromas
caracteristicos do 6leo (DE CASTRO, 1999).

A diversidade da composi¢ao do oleo essencial € proveniente de trés rotas

biossintéticas conhecidas: mevalonato, acetato e chiquimato. Sao provenientes
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da rota do acido mevalonico ou da condensacdo de unidades de acetato, por
exemplo, os monoterpenos: mirceno, linalol e geraniol e os sesquiterpenos:
farnesol e o nerolidol. Provenientes da rota do acido chiquimico podem ser

citados os fenilpropanoides: eugenol e o anetol. (CASSEL, 2010)

1.4.1. Micro-organismos e compostos volateis

Compostos volateis produzidos por micro-organismos ¢ uma area a qual
ainda ndo foi amplamente estudada. No entanto existem trabalhos que dedicam
atencao ao estudo de produtos volateis do metabolismo de micro-organismos.
Esses compostos geralmente possuem baixa massa molecular e podem pertencer
a diversas classes quimicas tais como alcodis, aldeidos, cetonas, ésteres,
lactonas, terpenos e compostos de enxofre.

O primeiro relato publicado sobre a capacidade de bactérias e fungos
selecionados produzirem fragrancia foi realizado por OMELIANSKI, em 1923.
Em seu trabalho, o autor destacou as leveduras como um dos grupos mais
importantes de micro-organismos que produz, em cultura, um forte aroma
etéreo, de variada intensidade, que lembra o odor de frutas como morango,
abacaxi, maga, péra e meldo. Os géneros Mycoderma, Pichia, Willia e Torula e
outros isolados de uva, de graos timidos de cevada, de suco de abacaxi, de folhas
de ruibarbo, de queijo e de kumis foram citados pelo autor como produtores de
um agradavel e complexo aroma de frutas. OMELIANSKI realizou uma série de
experimentos com micro-organismos isolados do leite, do pao e de algumas
frutas, onde variou a composicdo do meio de cultura e obteve, em diferentes
substratos, o que chamou de aroma de morango, aroma de fruta impuro ¢ aroma
de queijo (OMELIANSKI, 1923).

A relagdo entre a fisiologia microbiana e a producdao de metabolitos com

odor, entretanto, so veio a ser identificada em estudos realizados nos anos 50. A
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partir dai, um nimero significativo de trabalhos sobre compostos aromatizantes
produzidos por bactérias, fungos filamentosos e leveduras comecou a ser
publicado. As pesquisas foram inicialmente direcionadas a otimizagdo da
biossintese e a identificagdo de compostos de aromas especificos. Uma primeira
lista de compostos volateis em alimentos compreendia umas poucas centenas de
constituintes. Com o advento de instrumentos de analise modernos,
particularmente a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, o
numero de compostos identificados aumentou significativamente e uma
compilagdo recente apontou mais de 10.000 compostos.

Tecnologias complementares contribuiram para a caracterizagdo estrutural
dos compostos aromatizantes, como os ¢ésteres produzidos por Pseudomonas
fragi (REDDY,1969), o aroma de coco detectado em cultivos de Trichoderma
viride (JANSSENS, et al. 1992), o suave aroma de maga quando K. marxianus ¢
cultivado em farelo de palma (MEDEIROS, et al. 2000), Sporobolomyces
odorus ¢ uma levedura que produz aroma de péssego (JANSSENS et al., 1992).
Outros micro-organismos produzem monoterpenos com qualidade sensorial de
leve aroma frutal produzido por duas linhagens de Kloeckera apiculata e
Candida pulcherrima (ZOHRE, 2002), e as notas frutais e florais produzidas
por Ceratocystis (KEMPLER, 1983; JANSSENS et al., 1992).

1.4.2. Metodologia para a obtencao dos compostos volateis

A destilagdo a vapor ¢ a técnica mais usada para extracdo de compostos
volateis de amostras odoriferas, de alimentos e de determinadas partes dos
vegetais. Esta técnica pode ser divida em duas categorias:

a) método direto (arraste vapor): onde um fluxo de vapor € passado
através do recipiente que contem o material a ser extraido, arrastando os
compostos volateis que apds condensagao sdo separados da agua por

decantacao (NICULAU, 2011);
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b) método indireto (hidrodestilacdo): onde a matriz a ser extraida ¢
misturada ou suspendida com a 4dgua em um recipiente acoplado a um
condensador. Depois permite-se o aquecimento até a temperatura de
ebulicdo da 4dgua de forma que os compostos volateis possam ser
arrastados pelo vapor, o qual ¢ condensado e recolhido. Posteriormente, a
fase organica contendo os volateis pode ser separada da fase aquosa com
auxilio de um solvente organico ou o 6leo pode ser recolhidos diretamente
dependendo da diferenca de densidade e solubilidade em &4gua dos
compostos presentes no mesmo (NICULAU, 2011).

Para a obtengdo de compostos volateis de micro-organismos, existe na
literatura relados do uso da técnica de hidrodestilacao, onde SANTOS FILHO,

2010, identificou varios compostos utilizando essa técnica.
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2. Objetivos

O Brasil, embora seja o maior produtor mundial de citros movimentando
cada vez mais a economia, ele também ¢ um grande consumidor o uso de
fungicidas, os quais tém sido cada vez mais necessarios no controle de doengas,
em especial a Mancha marrom de alternaria. Com isso torna-se necessario a
descoberta de novos fungicidas, no entanto sem toxicidade ambiental, o qual
pode ser buscado nos produtos naturais. Em vista disso os objetivos do trabalho

foram:
a) Objetivos Gerais

e Isolar o fungo A4. alternata do citros suscetivel tangor ‘Murcott’, a

fim de garantir a sua patogenicidade;
e Realizar o estudo quimico de extrato do fungo 4. alternata;
e [solar e identificar as toxinas e metabolitos;

e Desenvolver e implantar os ensaios de avaliagdo da atividade

fungicida;
b) Objetivos Especificos
e Desenvolvimento do fungo em larga escala;
e Realizar o estudo quimico dos extratos obtidos;
e Obtencao de metabdlitos secundarios;

e Adaptar metodologia de ensaios de inibi¢do do desenvolvimento de

A. alternata;
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Avaliar o efeito de varios compostos isolados pelo grupo de PN da

UFSCar na inibi¢ao do desenvolvimento de 4. alternata;

Avaliar o efeito dos compostos i1solados do proprio fungo no estudo

na inibi¢ao do desenvolvimento de Guignardia citricarpa;

Identificagdo das toxinas produzidas pelo 4. alternata no co-cultivo

com G. citricarpa via LC-MS e MALDI-TOF

Estudo dos volateis produzidos pelo micro-organismo através da

técnica de hidrodestilacao;

Relizar imagens em microscopia eletronica de varredura (MEV) a
fim de compreender o mecanismo de penetracdo e colonizagdo do

fungo 4. alternata em folhas de tangor ‘Murcott’.
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3. Parte Experimental

Todo o trabalho foi desenvolvido no Laboratorio de Produtos Naturais na

Universidade de Sao Carlos.

3.1.Materiais e Equipamentos

Nesse topico serdo abordados todos os materiais € equipamentos

utilizados para a realizacao desse trabalho.

3.1.1. Materiais Cromatograficos

a) Suporte para Cromatografia em Coluna (CC):
- Silica Gel (230-400 mesh)
- Sephadex LH-20
-C18
b) Suporte para Cromatografia em Camada Delgada (CCD):
- Folhas de aluminio (20x20 cm) de silica gel 60 PFys,4
¢) Cromatografia em coluna
- Foram utilizadas colunas de tamanhos variados, dependendo das
quantidades a serem fracionadas.
d) Coluna Cromatograficas:
- Agilent Eclipse C-18 (, 4,6 x 150 mm, com particula de 5 um)
- Agilent Eclipse C-18 (10,0 x 250 mm, com particula de 10 um)
- Coluna Preparativa Gemini C-18 (25,0 x 2,1 cm, particula de 10 pm)
e) Reveladores empregados
- Camara de UV (254 2 365 nm), cabine tipo Spectroline modelo CM-10
com luz tipo Spetroline modelo ENF-260C
- Vanilina em acido sulftrico
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f) Papel de Filtro
- INLAB tipo 10, porosidade 3,0 pm

3.1.2. Solventes

a) Solventes utilizados na obtencao de espectros de RMN:
- Deuterados da Merck e Aldrich 98-99,9%
b) Eluentes utilizados em cromatografia:
- Solventes comerciais destilados no Departamento de Quimica da
UFSCar
- Solventes grau HPLC JT Baker

3.1.3. Reagentes Utilizados para o isolamento, identificacao, cultivo e
conservacio do micro-organismo A. alternata:

- Alcool 70%:

- Agua destilada;

- Alca de platina;

- Alca de Drigalski;

- Bico de Bunsen;

- Laminas de bisturi;

- Pinga;

- Gaze;

- Funil analitico;

- Camara de Neubauer;

- Placas de Petri;

- Erlemneyers;

- Meio de Cultura Comercial Batata-Dextrose-Agar — Acumedia;
- Nitrato de Sodio;

- Fostato de Potassio;

- Sulfato de Magnésia Heptahidratado;

- Cloreto de Potassio;
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- Sulfato de Ferro Heptahidratado;
- Sulfato de Zinco;

- Glicose;

- Extrato de Levedura;

- Arroz parbolizado Uncle Ben'’s;
- dANTP MIX:

- Taq Buffer;

- MgCl2;

- Taq DNA polimerase;

- Brometo de etidio.

3.1.4. Equipamentos:

a) Rotaevaporadores:
- BUCHI, rotavapor R-114 equipado com banho BUCHI B-480 e
recirculador refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5°C;
- BUCHI, rotavapor R-200 equipado com banho BUCHI 490 e
recirculador refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5°C.

b) Espectrometro de Ressonancia Magnética Nuclear:
- Bruker ARX 200 MHz para o 1H (4,7 Tesla).
- Bruker DRX 400 MHz para o 1H (9,4 Tesla).
Ambos os equipamentos pertencem ao Departamento de Quimica da

Universidade Federal de Sao Carlos.

¢) Cromatografo Gasoso Acoplado ao Espectrometro de Massas:
- Shimadzu QP 5000 GC-17A, coluna DB-130m x 0,25mm ¢ HP-5,
Ionizagao por Impacto Eletronico.

- SHIMADZU QP2010 PLUS

35



d) Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia (CLAE)
- Shimadzu LC-6AV, condigdes analiticas e preparativas com valvula de
reciclo e “loop” de 200 puL.
- Shimadzu modelo SCL-10A VP com valvula para reciclo, com injetor
Rheodyne modelo 77251 e bomba Shimadzu modelo LC-10AD. Detector
UV-Vis.
- AKTA, equipado com: valvula de inje¢do inv-907, bombas P-900 (P-
901/903) e detector de UV-900.
- Agilent Technologies modelo 1200 equipado com bomba quaternaria
GI1311A, desgaseificador G1322A e detector ultravioleta G1314B.
Acoplado a uma interface 1369A, software EZChrom Ellite.

e) Espectrometro de Massas:
- Equipamento Quattro LC- Micromass, triple quadrupole.

f) Balanca Analitica
- Sartorius modelo BP 210S

g) Camara de Fluxo Laminar
- Veco VL FS-12M

h) Autoclaves Verticais
- Phoenix AV 30
- Phoenix AV 50
- Phoenix AV 75

i) Estufa Incubadora (B.0O.D.)
- Fanem — 347 CD

j) Banho de Ultra-som:
- Branson 1510, Danburcy, CT

k) Homegeneizador:
- Turrax TE 102, Tecnal

1) Microscopio
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- Binocular modelo L.2000A
m) Termociclador
- Mastercycler Gradient, Eppendorf, 96 tubos PCR 0,2mL
n) Foto-documentador
- Transluminador UVtrans
0) Cuba Horizontal de Eletroforese
- Cuba Digel media
p) Fonte Elétrica
- GSR Power Suply

3.2. Procedimento Experimental

3.2.1. Obtencao e re-isolamento do micro-organismo

Uma cepa do fungo A. alternata foi cedida pelo Dr. Marcos Machado e
pelo doutorando Rodrigo Makowiecky Stuart, do Centro de Citricultura “Sylvio
Moreira”, Instituto Agrondmico de Campinas — IAC, Estacao de Cordeirdpolis-
SP. O isolado fornecido foi mantido em conservacdo em placas de Petri no

laboratério de Produtos Naturais da UFSCar, Sao Carlos, SP.

No entanto, com a finalidade de garantir a patogencidade do isolado ¢ a
producdo de metabolitos secundarios, o fungo foi colocado em contato direto

com a planta hospedeira, o tangor Murcott, e re-isolado desta para o estudo.

O fungo A. alternata ¢ descrito como tendo um crescimento lento e baixa
esporulagdo em meios de cultura convencionais, por exemplo a linhagem ALT
A de A. alternata, 1solada por SILVA (1996) como degradadora do fungicida
carbendazim também apresenta lento crescimento e esporulagdo reduzida,

dificultando assim a producdo do indculo em grande escala. Com isto, no
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presente trabalho o micro-organismo apds crescer em meio de cultura BDA, foi
transferido para placas de Petri contendo um meio de cultura pobre em
nutrientes a fim de promover uma maior esporulacao, o qual segue descrito na

TABELA 3.1.

TABELA 3.1- Requisitos Nutricionais para induzir a esporulacao

Nutrientes Quantidade (gramas)
Carbonato de Célcio 30
Sacarose 20
Agar 20
Agua Destilada 1L

O meio de cultura foi preparado da seguinte forma: em um erlenmeyer foi
adicionado o carbonato de calcio, Agar e 1L de agua destilada onde essa mistura
foi mantida sob agitacdo até a completa dissolugdo. Em seguida adicionou-se
20,0 gramas de Sacarose submetendo novamente a mistura a agitagdo.
Subsequentemente, o meio de cultura foi esterilizado em autoclave a 121°C, 1
atm por 20 minutos e a seguir foi adicionado em placas de Petri também
esterilizadas em autoclave em ambiente estéril, ou seja, em uma capela de fluxo

laminar.

A. alternata ap6s crescer em toda a placa contendo BDA comercial
(aproximadamente sete dias), esta foi toda cortada em cubos de
. 2 eye . .
aproximadamente 1 cm” utilizando um bisturi sendo que os mesmos foram
transferidos para uma segunda placa contendo o meio pobre em requisitos
nutricionais com o micélio voltado para cima. Apds a transferéncia dos cubos

foi adicionado 2 mL de dgua previamente autoclavada sobre os cubos. As placas
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foram mantidas no escuro a 27°C por 48 horas e posteriormente mantida em
BOD por 05 dias sob fotoperiodo de 12 horas e 25°C. Passado esse periodo

totalizado em 07 dias, foi feita uma suspensao de esporos.

A suspensao de esporos foi feita adicionando 0,5 mL de dgua destilada
estéril sobre a superficie do fungo e com o auxilio de uma Al¢a de Drigalski,
previamente esterilizada com alcool 70% e flambada, todos os esporos da placa
foram removidos. Essa solucdo foi filtrada com a assisténcia de um funil e gaze
com a finalidade de reter fragmentos de micélio. A suspensdo de esporos foi
quantificada utilizando uma cidmara de Neubauer a uma concentra¢io de 1x10’
esporos/mL. Essa suspensdo foi borrifada diretamente nas folhas de tangor
‘Murcott’. A fim de garantir a manifestacdo da doenca Mancha Marrom de
Alternaria, juntamente com a suspensdo de esporos foi colocado sobre cada
folha jovem da planta fragmentos de 1 cm® de micélio. Portanto a inoculagio foi
feita via suspensao de esporos e via micelial. A FIGURA 3.1 ilustra a planta

apo6s a inoculacao do fungo.

FIGURA 3.1 — Tangor ‘Murcot’ apds a inoculagdo de A. alternata.



Apos um periodo de 24 horas as folhas mais jovens de tangor ‘Murcott’ ja
apresentavam sintomas de Mancha Marrom de Alternaria, como pode ser

observado na FIGURA 3.2.

FIGURA 3.2 — Folhas de tangor ‘Murcot’ apos 24 horas de inoculacdo do
micro-organismo.

As folhas que apresentaram as lesOes tipicas de Mancha Marrom de
Alternaria foram retiradas da planta de tangor ‘Murcot’ sendo previamente
lavada em 4gua corrente. Em seguida, ja em capela de fluxo laminar esterilizada
por 30 minutos sob radiagdo ultra-violeta, foi feita a seqiiéncia de esterilizagao
superficial das folhas com as lesdes com a finalidade de eliminar micro-
organismos epifiticos e agentes contaminantes. As folhas foram mergulhadas
seqiiencialmente em etanol 70% por 30 segundos, hipoclorito de sédio 5% por 2
minutos, etanol 70% por um minuto, agua destilada previamente autoclavada
por dois minutos, a fim de remover residuos dos agentes esterilizantes, e
novamente agua destilada estéril a fim de remover todos os possiveis vestigios
dos agentes esterilizantes. Apos esse procedimento as folhas foram colocadas
sobre papel filtro com a finalidade de remover todo o excesso de liquidos

existentes no processo de esterilizacao.

Com a utilizagdo de um bisturi previamente autoclavado, retirou-se
cuidadosamente uma area de transicao entre a lesao e o tecido sadio da folha o
qual foi colocado em placas de Petri contendo meio de BDA. As placas

contendo os fragmentos das folhas foram colocadas incubadas em BOD a 25°C
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sendo monitoradas em relagdo ao seu crescimento diariamente. Todo esse

procedimento esta descrito na FIGURA 3.3.

Com a finalidade de possuir um grande ntimero de placas para o
experimento de crescimento do mico-organismo em larga escala, foram

realizados repiques sucessivos.

7 = 3 . - -
Solugéao de
Hipoclorito

Alcool 70%
—

i am -
-
—

Meio BDA famocas
do excesso

H,0

FIGURA 3.3 - Assepsia realizada para o isolamento do micro-organismo.

3.2.2. Reacido em cadeia da Polimerase (PCR)

Tendo em vista que durante todo o trabalho o fungo A4. alternata foi
inoculado e re-isolado varias vezes do citros suscetivel Tangor ‘Murcott’, foi
necessario em alguns momentos fazer a reacdo da cadeia da polimerase (PCR) a

fim de garantir o género e a espécie.

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ¢ uma técnica de biologia
molecular que permite replicacdo in vitro do DNA de forma extremamente
rapida. Com a PCR, quantidades minimas de material genético podem ser
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amplificadas milhdes de vezes em poucas horas. O método PCR ¢ usado
habitualmente nos laboratérios de investigagdo médica e biologica para uma
variedade de tarefas, como a deteccdo de doencas hereditarias, que ¢ a
identificacdo de "impressdes digitais" genéticas, a construcdo de arvores
filogenéticas (arvores de relagdo entre espécies), a clonagem de genes, testes de

paternidade, exames para deteccao de agentes patogénicos e etc.

A PCR esta desenhada de acordo com o principio natural de replicacao de
DNA. Este processo decorre em trés passos, que em conjunto se designam como

um ciclo e que se repete em um numero especifico de vezes:

a- Ciclo I: Desnaturacgao
b- Ciclo II: Hibridizagdo ou Anelamento
c- Ciclo III: Extensao

Para ocorrer a reagao ¢ preciso usar um termociclador, um aparelho que
controla e alterna as temperaturas durante os periodos programados de tempo
para o nimero apropriado de ciclos, que geralmente vao de 30 a 40 ciclos.

a- Ciclo I: Desnaturagdo: A temperatura elevada (geralmente >90°C)
separa a dupla fita de DNA em dois filamentos, sendo este processo conhecido
como “desnaturacdo”. Os dois filamentos ou cadeias de DNA sdo mantidos
juntos por ligagcdes de hidrogénio que, por serem relativamente fracas, quebram-
se a altas temperaturas, ao passo que as ligagdes entre as moléculas de fosfato e
desoxirribose, por serem ligagdes covalentes mais fortes, permanecem intactas.

b- Ciclo II: Hibridizagdo ou Anelamento: O objetivo da PCR nao ¢
replicar a cadeia inteira de DNA, mas apenas replicar a seqiiéncia de interesse
que ¢ unica no organismo. Os iniciadores (ou primers) marcam as extremidades
da seqiiéncia alvo: estes iniciadores sdo curtas seqiiéncias sintéticas de
nucleotideos, entre 20 e 30 bases. Numa PCR sao incluidos dois primers, um

para cada cadeia simples de DNA que foi produzida durante o passo de
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desnaturacdo. O inicio da seqiiéncia de DNA alvo ¢ marcada pelos primers que
se ligam (hibridizam) com a seqiiéncia complementar. Temperatura de
anclamento ou hibridizacao: normalmente encontra-se entre 40 °C ¢ 65 °C,
dependendo do comprimento dos primers e da sua seqiiéncia. A escolha
criteriosa desta temperatura permite que estas seqiiéncias iniciadoras se liguem a
seqliéncia alvo com elevada especificidade.

c- Ciclo III: Extensdo: Apds a ligagdo dos primers ou iniciadores as
seqiiéncias complementares de DNA, eleva-se a temperatura a aproximadamente
72 °C e a enzima Taq polimerase faz a replicacdo da cadeia de DNA. A Taq
polimerase ¢ uma polimerase de DNA termo-estdvel recombinante do
organismo Thermus aquaticus, que, ao contrario de outras polimerases, se
mantém ativa a temperaturas elevadas. O processo de sintese ¢ iniciado numa
zona com cadeia dupla (onde estdo ligados os primers), incorporando os
nucleotideos complementares a seqiiéncia alvo e utilizando os dNTPs livres em
solucdo. A extensdo inicia-se sempre no extremo 3’ do primer, criando uma
cadeia dupla a partir de cada uma das cadeias simples.

No final do primeiro ciclo da PCR, encontramos duas novas cadeias de
DNA idénticas a original. A DNA polimerase ndo reconhece o final da
seqliéncia, assim, as novas cadeias sintetizadas tém o seu inicio definido pelo
primer, mas a sua extremidade 3’ ndo estd definida, podendo haver fragmentos
de diferentes tamanhos. No entanto, no ciclo seguinte, esta cadeia vai servir de
molde a sintese de uma nova cadeia, limitando o primer a outra extremidade da
cadeia. A cadeia de DNA sintetizada a partir desse molde terd o compromisso
definido, com os limites definidos pelos primers. Apos alguns ciclos as cadeias
de DNA que correspondem ao tamanho exato da seqiiéncia alvo estdo presentes
em um numero muito maior do que as seqiiéncias de comprimento variavel. A

seqliéncia flanqueada pelos primers ¢ a parte do DNA que se amplifica. Apos o
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término da reacao ¢ feita uma eletroforese em gel de agarose 1-3% corado com

brometo de etideo para a visualiza¢dao do produto amplificado.

Para isso ocorrer ¢ necessario utilizar marcadores moleculares,os quais
podem ser definidos como todo e qualquer fenotipo molecular oriundo de um

gene expresso ou de um segmento de DNA (Ferreira & Grattapaglia, 1996).

Na identificagdo de género e espécie do fungo A4. alternata foram
utilizados primers sendo que as seqliéncias estdo descrita nas TABELAS 3.2 e

3.3.

TABELA 3.2- Primes utilizados na PCR para a identificacdo do género

Forward

Primer AaltrF1

5'-GGCGGGCTGGAACCTC-3'

Reverse Primer

AltrR1-1

5' GCAATTACAAAAGGTTTATGTTTGTCGTA-3'

TABELA 3.3- Primes utilizados na PCR para a identificagdo da espécie

Forward Primer

LinF 5'-TATCGCCTGGCCACCTACGC-3'

Reverse Primer

) 5'-TGGCCACGACAACCCACATA-3'
LinR

A amplificagdo do DNA por PCR para a confirmacdo da identidade do
isolado de A. alternata foi realizada em reagdes de 25uL contendo Taq Buffer
[tampao de amplificacio (1X)], 200uM de dNTP MIX (misturas de
nucleotideos), 0,02mM de MgCl,, 50uM dos iniciadores citados nas TABELAS
32 e 33, 1,250 Taq DNA polimerase (enzima) e 2ul. de DNA
(aproximadamente 200-250 ng). A amplificagdo por PCR foi realizada em

termociclador inicializada com desnaturagdo a 95°C por cinco minutos seguidos
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de 30 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 30 segundos, anelamento a 65 °C por
45 segundos e extensdo a 72 °C por 45 segundos. A extensao final foi realizada
a 72 °C por 7 minutos. Os produtos amplificados foram resolvidos por
eletroforese em gel de agarose (1%) contendo brometo de etidio (0,5 ug/mL de
gel) a 80V/ecm. O peso molecular foi comparado ao padrao 1 Kb, e o gel foi
fotografado apos a corrida com foto-documentador.

A identificacdo do micro-organimo foi realizada com o auxilio do
mestrando do laboratorio do Departamento de Quimica da UFSCar Evandro
Luis Prieto, no Laboratério de Bioquimica e Biologia Molecular Profa. Dra.

Dulce Helena Ferreira de Souza.

3.2.3. Cultivo do micro-organismo em meios de cultura

3.2.3.1. Cultivo de Alternaria alternata em meio solido

O fungo foi cultivado também em meio soélido utilizando arroz
parabolizado Uncle Ben’s. Foi pesado 110g de arroz e adicionou-se 77 mL de
agua destilada (70% de umidade) em erlenmeyers de 1L. Os mesmos foram
autoclavados por 45 minutos, a 120°C e 1 atm de pressdao. Ao final da
esterilizagdo, os frascos foram agitados com a finalidade de desprender os graos
de arroz. Apos 24 horas, foi realizada uma nova esterilizacdo na autoclave nas
mesmas condi¢des descritas acima, também por 45 minutos. Novamente os
erlenmeyers foram agitados e transferidos a capela de fluxo Ilaminar,
previamente esterilizada. Ao atingir a temperatura ambiente, transferiu-se para
os erlenmeyers cinco fragmentos com 0,5 cm de didmetro do fungo o qual
estava em placa de Petri em meio de Carbonato de Calcio. Os erlenmeyers

foram mantidos em modo estético e condi¢des normais de pressdo e temperatura
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com monitoramento diario, sendo que nos 5 primeiros dias os frascos foram
agitados manualmente para homogeneizar o meio junto ao micélio em
crescimento. Em paralelo ao experimento trés erlenmeyers foram mantidos
apenas com o meio de cultura para o controle microbiolégico. No total foram
cultivados 8 kg de arroz para o estudo em escala ampliada. Ao final de 26 dias, o
desenvolvimento do fungo foi interrompido e o fungo foi extraido do meio de

cultura. A FIGURA 3.4 ilustra o crescimento do micro-organismo no meio de

arroz.

I e Rl

FIGURA 3.4 - Meio de cultura arroz com Alternria alea: A) Fungo A.
alternata com 20 dias de cultivo no meio de arroz; B) Fungo A. alternata com
26 dias de cultivo no meio de arroz.

3.2.4. Extracido de metabolitos

3.2.4.1. Extracio dos metabolitos a partir do meio de cultura sélido

Finalizado o periodo de incubagdo, em capela de fluxo laminar, foram
adicionados 450 mL de EtOH (quantidade necessaria para cobrir toda a massa
micelial) aos frascos contendo o meio de cultura. Com o auxilio de Ultra Turrax,
triturou-se completamente todo o contetido dos erlenmeyers e apds 24 horas de

extragdo, filtrou-se a pressdo reduzida. O filtrado etanolico foi reservado e
46



adicionando-se novamente EtOH a massa micelial, um volume de 350mL.
Depois de 24 horas, filtrou-se o conteudo, reunindo o filtrado aquele reservado
anteriormente. Ao micélio, adicionou-se 200 mL de dgua destilada, realizando-
se a extracao também em 24 horas e em seguida a filtragdo. Ambos os filtrados
foram rotaevaporados, gerando o extrato etanolico e o aquoso. O procedimento
de cultivo e extracdo em arroz ¢ ilustrado no esquema representado pela

FIGURA 3.5:
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FIGURA 3.5 - Procedimento de cultivo e extracao de Alternaria alternata.

Obteve-se com essa extracdo 80 g do extrato bruto etanolico e 40 g do

extrato aquoso.

3.2.5. Fracionamento dos Extratos Brutos e Isolamento das
Substancias de A. alternata

3.2.5.1. Fracionamento do extrato Etanolico do meio solido

O extrato etanolico do meio so6lido (26 dias de crescimento) foi submetido
a particdo liquido-liquido, conforme o procedimento descrito no

FLUXOGRAMA 3.1.
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[ Extrato Etanolico ]
MeOH/ H,O (v/v 3:7) + Diclorometano
Parte Extrato
Hidroalcoolica Diclorometano
Acetato de etila MeOH/ H,O (v/v 3:7) + Hexano
Extrato MeOH Extrato
Hexano
Extrato Acetato Parte
de Etila Hidroalcoodlica
n-Butanol
Extrato H,O/ Extrato Butanol
MeOH

FLUXOGRAMA 3.1 - Obtencdo dos extratos através de particdo liquido-
liquido.

Analisando o FLUXOGRAMA 3.1, pode-se observar a obtencao de 5

subextratos a partir do extrato etandlico. A TABELA 3.4 descreve a massa

obtida de cada subextrato.
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TABELA 3.4- Subextratos e suas respectivas massas

Subextratos Massa (gramas)
Metanol (ML) 22,4
Hexano (HX) 17,9

Acetato de Etila (AE) 9,87

Butanol (BN) 8,46

H,0/ Metanol (HM) 12,73

Para cada subextrato foi realizado experimentos de RMN de 'H para
escolher os extratos para o trabalho. Com isso, foram escolhidos para o
desenvolvimento do trabalho os subextratos metanol, hexano e acetato de etila
sendo que os isolamentos serdo descritos nos FLUXOGRAMAS 3.2, 3.3 e 3.4.
Foi possivel isolar os seguintes compostos: alternariol monometil éter (01),
alternariol (02), altertoxina I (03), altenueno (04), altenusina (05), uridina (06),
uracila (07), 5’inosil (08), ergosterol (09), perdxido de ergosterol (10), acido

palmitico (11a), &cido octadecadiendico (11b), 4cido dodecendico (11c¢).

3.2.5.2. Fracionamento do extrato metanol

O extrato metanol obtido a partir do meio sélido de 4. alternata foi
inicialmente fracionado via cromatografia por exclusdo, utilizando como fase
estacionaria Sephadex LH 20, e como fase movel o solvente destilado metanol.
As fragdes obtidas a partir deste extrato foram submetidas a anélise por CCD e
agrupadas de acordo com as similaridades quimicas. A partir da unido das
fracdes, foram realizados experimentos de RMN 'H, sendo que as fragdes que
poderiam caracterizar substancias de interesse foram novamente fracionadas por

outras técnicas como segue descrito no FLUXOGRAMA 3.2. Esse extrato
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proporcionou o isolamento das substincias alternariol monometil éter
(substancia 01), alternariol (substancia 02), altertoxina I (substancia 03),

altenueno (substancia 04) e altenusina (substancia 05).

Subextrato
Metanol

Al | 63 fragdes obtidas

Reunido por CCD

F8-F13 F14-F27 F28-F39 F40-F53 F54-F63

Al Al Al Al Reunido

7 fragdes obtidas 9 fragGes obtidas 10 fragdes obtidas 9 fracSes obtidas por CCD
F4-F6 F3-F5 F4-F7 F3-F6 CLMP

Al

N . CLMP B D
2 fragdes obtidas
F2 [ Altenusina ] [ Alternariol ] Alternariol Altertoxina
monometil |

D éter

I Altenueno l

FLUXOGRAMA 3.2- Fracionamento do subextrato metanol obtencao de 5
substancias.

A1l: Cromatografia por Exclusdao Sephadex LH20, elui¢do isocratica MeOH

B: Cromatografia por Adsorcao

CLMP (Ackta): Coluna Preparativa Gemini C-18 (25,0 x 2,1 cm, particula de 10
um), Loop de 500 pL; FEluicdo com H,O/ACN (Gradiente de 5-100% de B);
Detector UV — 217, 234 e 365 nm; Vazdo de 20 mL.min"', coletor automatico

7mL por fragdo.
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D: CLAE (10A) — Coluna Semi Preparativa C-18 (25,0 x 10,0 cm, particula de 5
um), Loop de 200 pL; Eluicdo com H,O:MeOH (8:2); Detector 217 ¢ 234 nm;
Vazio de 3,8 mL.min"".

Todas as fragdes antes de serem refracionadas foram agrupadas apos

analise por CCD.

3.2.5.3. Fracionamento do Subextrato acetato de etila

O extrato acetato de etila foi fracionado via cromatografia por exclusao,
utilizando como fase estacionaria Sephadex LH 20, utilizando como fase mdvel
o solvente destilado metanol. As fracdes obtidas a partir deste extrato foram
submetidas a analise por CCD e agrupadas de acordo com as similaridades
quimicas. Esse extrato proporcionou o isolamento das substancias 5’-inosil,

uridina e uracila como segue descrito no FLUXOGRAMA 3.3.
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Subextrato
Acetato de Etila

Al
40 fragdes obtidas
F10-F13 F31-F37
Al Al
12 fragdes obtidas 15 fragdes obtidas
F5-F6 F8-F12
4 frag¢des obtidas 6 fracoes obtidas
CLAE F3 F3-F5
Al
3 frag¢des obtidas

F2 F3

5°-inosil Uridina e Uracila

FLUXOGRAMA 3.3- Fracionamento do subextrato acetato de etila obtencao de
3 substancias.

A1l: Cromatografia por Exclusdao Sephadex LH20, elui¢do isocratica MeOH
CLAE: 6A — Coluna Semi Preparativa C-18 (25,0 x 10,0 cm, particula de 5 um),
Loop de 200 pL; Eluicao com H,O:MeOH (8:2); Detector 217 nm; Vazao de 3,8

mL.min™".
3.2.5.4. Fracionamento do Subextrato hexano

O subextrato hexano foi fracionado via cromatografia por adsorsdo
utilizando como fase estacionaria silica gel (230-400 mesh). Para o
fracionamento foi utilizado solventes com ordem crescente de polaridade

iniciando-se pelo solvente hexano e aumentando a polaridade para o dicloro
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metano, acetato de etila e por Ultimo metanol. As fragdes obtidas foram
submetidas a analise por CCD e agrupadas de acordo com suas similaridades
quimicas. Esse extrato proporcionou o isolamento das substancias ergosterol e
perdxido de ergosterol.

Vale ressaltar que os solventes utilizados nesse procedimento foram

destilados no Departamento de Quimica da UFSCar.

Subextrato
Hexanico

Al
40 fragdes obtidas

F4-F6 F8-F14 F20-F28 F31-F36

Ressuspensiao em
MeOH e Filtragéo

Triglicerideos [ Ergosterol } Peréxido Alternariol
de monometil éter
Ergosterol
Reacao de
Transesterificacao

Metil ésteres de
acidos graxos

FLUXOGRAMA 3.4- Fracionamento do subextrato hexanico obtencdao de 4
substancias.

A1: Cromatografia por adsor¢ao Silica gel (230-400mesh). Solventes utilizados:

Hexano, Diclorometano, Acetato de Etila e Metanol.
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3.2.6. Reacdo de Transesterificacio para a Substancia 10

Em baldo de fundo redondo, contendo 6,0 mg de acido p-tolueno
sulfonico, adicionou-se 20,7 mg de triglicerideos denominado 11, solubilizado
em 1,5 mL de metanol. A mistura reacional foi aquecida a temperatura de 50 °C
e agitada com refluxo durante 12 horas. Em seguida, o material obtido foi
submetido a parti¢ao liquido-liquido com solucdo saturada de bicarbonato de
sodio para a retirada do 4cido remanescente e evaporado em rotaevaporador. O
produto obtido foi analisado via CG-EM empregando as seguintes condicdes:
rampa: 150 °C (1 min.), 06 °C/min., 28 °C (15 min.); temperatura do injetor:
225 °C; temperatura do detector: 250 °C; intervalo de massas: 45 a 500 u.m.a;

1onizagdo por impacto eletronico a 70 eV.

3.2.7. Metodologia para o estudo de co-cultivo via LC-MS

O fungo A. alternata é o responsavel pela doenca em citros mancha
marrom de alternaria, e o fungo Guignardia citricarpa € outro micro-organismo
também responsavel por uma doenga em citros denominada mancha preta dos
citros.

Procurando compreender o metabolismo do fungo A. alternata quando
estd em contato com outro micro-organismo foi realizado o estudo de co-cultivo.

Para isso, o fungo A4. alternata foi cultivado em placas de Petri contendo
meio de cultura propicio a esporulacdo (TABELA 3.1) e o fungo G. citricarpa
foi cultivado em meio de cultura contendo BDA.

Apos 20 dias de crescimento aguardando a esporulacdo de ambos os
micro-organismos em suas respectivas placas, foram preparadas placas de Petri

contendo meio de cultura BDA o qual foi autoclavado a 121°C, 1 atm de pressao
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por 20 minutos e levado a capela de fluxo laminar previamente esterilizada e
deixado em repouso até atingir a temperatura de 50 °C para ser vertido nas
placas de Petri esterilizadas.

Em seguida, ap6s o meio ter sido vertido e solidificado, um disco de
micélio de 5 cm de ¢ foi depositado nas laterais das placas de Petri. Como ndo
havia relato na literatura sobre co-cultivo envolvendo esses fungos, dois
experimentos em paralelo foram realizados. No primeiro experimento visando
que o crescimento do fungo G. citricarpa ¢ mais lento em relagdo ao A.
alternata, o fungo G. citricarpa, agente causal da Mancha Preta dos Citros, foi
inoculado primeiro na placa de Petri, sendo que apds cinco dias de crescimento
do fungo, o A4. alternata foi inoculado na outra extremidade da placa de Petri. O
segundo experimento foi inoculando ambos os fungos no mesmo dia, cada um
em uma extremidade da placa. Foi feito também, para ambos os experimentos,
os controles de ambos os micro-organismos, onde estes eram inoculados no
centro da placa de Petri.

Ambos os experimentos foram feito em quadruplicatas para o co-cultivo e
duplicatas para o controle de ambos os fungos.

Totalizando treze dias de crescimento em ambos os experimentos (tempo
necessario para que os micro-organismos se encontrem no centro da placa), o
experimento foi finalizado.

Em capela de fluxo laminar previamente esterilizada, pedagos do meio de
cultura contendo os micro-organismos foram colocados em frascos e
adicionados solventes grau HPLC (na propor¢do indicada na TABELA 3.5) para

a obtencao dos extratos.
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TABELA 3.5 — Propor¢do de Solventes utilizados para a extracdo dos
metabolitos no co-cultivo

Solvente Proporc¢ao

Metanol 50%

Acetato 17%
Dicloro Metano 33%

Em placas contendo ambos os fungos, adquiriram-se fragmentos do centro

da placa, onde havia a intersec¢do deles, como pode ser observado na FIGURA

3.6.

Alternaria alfernate Guignardia citricarpa

FIGURA 3.6- Coleta de Fragmentos dos micro-organismos na regido de
interseccao.

Os fragmentos dos fungos foram colocados em frascos, identificados e
levados ao ultra-som por 15 minutos para auxiliar na extracdo dos possiveis
metabolitos. Em seguida, utilizando pipetas de Pasteur e algoddo, foi feita uma
filtragdo e esse filtrado deixado para secar em uma capela. Apos 24 horas com o
filtrado totalmente seco, foi feita uma ressuspensdo utilizando 1,5 mL de
metanol grau HPLC e novamente foi realizada uma filtragdo com a assisténcia
de uma seringa acoplada a um filtro 0,45um a fim de reter todo e qualquer
possivel fragmento do meio de cultura. Esse volume foi transferido para um vial

¢ levado a analise no LC-MS utilizando uma coluna C-18 com um fluxo de 0,3
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mL/minuto. As condi¢oes de analises das amostras estao descritas na TABELA

3.6¢3.7.

O mesmo procedimento descrito acima foi realizado para a obten¢do do
extrato do controle dos dois micro-organismos, os quais foram cultivados

separadamente em placas de Petri em meio de cultura BDA.

TABELA 3.6- Condig¢des do espectrometro de massas para as analises, ESI (+)

Temperatura da fonte 80 °C
Temperatura do probe 250 °C
Capilar 3,90 kVolts
Cone 20 Volts
Extrator 5 Volts
Lentes RF 0.70 Volts

TABELA 3.7- Condigdes utilizadas nas analises por LC/MS

Tempo (minutos) | H,O +0,1% de TFA (%) Acetonitrila
0,0 85 15
40,0 0 100
49,0 0 100
53,0 85 15
60,0 85 15
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3.2.8. Metodologia para o estudo dos Volateis

Para o estudo dos volateis do fungo A4. alternata foi utilizado o micro-
organismo que estava sendo cultivado em placas de Petri contendo meio de
cultivo necessario para a producao de esporos (TABELA 3.1) o qual estava em
crescimento por aproximadamente 20 dias.

Foram estudados dois meios de culturas distintos, o meio de cultura
liquido, o Czapeck’s enriquecido com extrato de levedura e o meio de cultura
solido, o Arroz.

Neste estudo foi realizada a técnica de hidrodestilacdo utilizando o

aparato de Clevenger, representado na FIGURA 3.7.

FIGURA 3.7- Representacao do sistema de hidrodestilagao utilizando o aparato
de Clevenger.
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3.2.8.1. Hidrodestilacao de Alternaria alternata cultivado em Meio
Liquido Czapeck’S Enriquecido com Extrato de Levedura

Em um erlenmeyer adicionou-se 3,0 g NaNQO;, 1,0 g de K,HPO,, 0,5 g de
MgS0,.7H,0, 0,5 g de KCL e 0,01 g de FeSO,4. 7H,O e 1L de agua destilada,
onde essa mistura foi agitada até ocorrer a completa dissolugdo dos sais. Em
seguida, adicionou-se 30 g de glicose € uma nova agitacao foi realizada para
dissolucao da glicose adicionada. Apds isso, adicionou-se 20 g de extrato de
levedura e homogeneizou-se o sistema. Em seguida, foi transferido
aproximadamente 1L do meio de cultura para baldes de fundo redondo de 2
litros o qual foi levado na autoclave para esterilizacdo por 20 minutos. Apds
serem esterilizados e resfriados a temperatura ambiente os baldes foram levados
a capela de fluxo laminar, previamente esterilizada, e o cinco fragmentos do
micro-organismo foi inoculado ao meio de cultura. Apds a inoculagdo os baldes
foram mantidos estaticos, em condi¢cdes normais de temperatura e pressao,
sendo feito apenas uma agitacdo manual diariamente. Passados 14 dias de
crescimento do fungo A. alternaria, os baldoes foram submetidos a
hidrodestilagdo utilizando o aparato de Clevenger, sendo que as substancias
volateis foram extraidas utilizando éter etilico grau HLPC, e mantidas apos a
extragdo 4 -20°C até analise via CG-MS. Como controle foi realizado a
hidrodestilagdo apenas do meio de cultura Czapeck’s sem a inoculacdo do

micro-organismo. A hidrodestilacdo ocorreu por 5 horas.

3.2.8.2. Hidrodestilacdo de Alternaria alternata cultivado em Meio
Solido Arroz

Em um baldo de fundo redondo de 2L, foi adicionado 270g de arroz

Uncle Ben’s e 250mL de dgua destilada. Os baldes foram levados a autoclave
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para a esterilizacdo por 45 minutos a 120°C e 1 atm de pressdo. Apds serem
autoclavados, os baldes foram agitados a fim de desprender os graos de arroz.
ApoOs 24 horas uma nova esterilizacdo foi realizada nas mesmas condigdes
descritas anteriormente. Ao ter atingido a temperatura ambiente os baldes foram
levados 4 capela de fluxo laminar anteriormente esterilizada e cinco fragmentos
de 0,5 cm de diametro do fungo foi inoculado. Deixou-se transcorrer um periodo
de 14 dias para o crescimento do micro-organismo, em condigdes estaticas,
apenas com uma agitacdo manual nos cinco primeiros dias, a temperatura
ambiente, realizando em seguida a hidrodestilacdo utilizando o aparato de
Clevenger. As substancias volateis foram extraidas utilizando éter etilico grau
HPLC e armazenadas até andlise via CG-MS. A hidrodestilagdo ocorreu por 5
horas. A FIGURA 3.8 ilustra o controle e o meio de cultivo contendo

fragmentos do fungo.

FIGURA 3.8 — A4. alternata inoculado em meio so6lido de arroz para a obtencao
de compostos volateis: A) Controle do experimento contendo somente o meio de
cultivo; B) Meio de cultivo contendo fragmentos de A. alternata.
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3.2.8.3. Analise por cromatografia em Fase Gasosa- Espectrometria
de Massas para substancias volateis

Para o estudo de substancias volateis do micro-organismo foi utilizada a
técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS)
nas condi¢des descritas na TABELA 3.8 utilizando uma coluna DB-5 .

TABELA 3.8 - Método cromatografico utilizado na analise por GC-MS para
substancias volateis.

Temperatura do Injetor 180°C
Temperatura da Interface 280°C
Temperatura da Fonte de Ionizacio 180°C
Volume da Injecao 2uL
Modo de Ionizag¢io EI
Faixa de Detecciao de Massas m/z de 50 a 750 Da

A rampa de temperatura utilizada esta descrita na FIGURA 3.9:

3 /KN

FIGURA 3.9 - Rampa de temperatura utilizada para as anélise por GC-MS para
substancias volateis.
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3.2.9. Metodologia para as Imagens de Microscopia Eletronica de
Varredura (MEYV)

Um grande numero de técnicas diferentes pode ser usado
para compreender a extensdioe a dindmica de populacdes de micro-
organismos em plantas. Estas podem ser divididas em duas abordagens: a)
aquela onde o micro-organismo ¢ extraido da planta ou b) aquela onde o micro-
organismo ¢ observado diretamente na superficie ou dentro das plantas,
fornecendo assim informagdes sobre a distribuicdo na superficie da planta ou até
mesmo a interagdo do micro-organismo ¢ do seu hospedeiro. No entanto
algumas dificuldades podem ser encontradas nas analises, como por exemplo,
dificuldade na visualizacdo ou identificacdo de pequenas estruturas € o uso de
corantes ou material de fixagdao pode deteriorar o material.

Para impedir alguns desses incovenientes, o uso da microscopia eletronica
de varredura (MEV) da superficie foliar foi adotado como técnica para
observacdo nesse trabalho. Foi utilizado o modo ESEM, ou seja, a pressdo
ambiente, o qual oferece oportunidade singular e inigualdvel para o
entendimento da relagdo patdgeno-hospedeiro, oferecendo assim uma visao
geral acerca do processo de infec¢do, ajudando a compreender a penetragdo e
colonizacdo do hospedeiro e a fisiologia de interagdo, além de observar
superficies foliares e superficie do micro-organismo inalterados.

Visando isso, foram realizados estudos sobre a coloniza¢ao do fungo 4.
alternata sobre o seu hospedeiro, o citros tangor ‘Murcott’ (cultivare suscetivel
ao micro-organismo) a fim de se entender a colonizagdo do micro-organismo.
Além disso, foram feita imagens sobre a estrutura do fungo.

O isolado de 4. alternata utilizado para a realizacdo das imagens foi
mantido em meio de carbonato de calcio (descrito na TABELA 3.1), o qual
proporciona a esporulacdo quando mantido em BOD 4 25°C. Foi feita uma

suspensdo de esporos (como descrita no item 3.2.1) na concentragdo de 10°
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esporos/mL. A inoculagdo foi feita borrifando a suspensdo na parte superior das
folhas de tangor ‘Murcott’ sem destaca-las. As plantas tinham em média seis
meses de idade. Em seguida as plantas ficaram em ambiente controlado de
temperatura 25°C e wumidade de 80%, condicdes necessarias para o
desenvolvimento do micro-organismo. Apds 24 horas os sintomas de mancha
marrom de alternaria eram visiveis, iniciando-se pelas nervuras e progredindo
para a folha. Nesse momento as folhas eram destacadas das plantas e preparadas
para a realiza¢do das imagens.

Com o auxilio de uma lupa amostras de tecidos dos citros foram cortados
com um tamanho aproximado de 16 mm” (4x4 mm) e montados sobre um porta
amostra de metal. Em seguida, o material foi levado ao microscopio eletronico
de varredura (Quanta -250), o qual ndo necessita metalizacdo da amostra,
operando em pressdao ambiente podendo ampliar as amostras em até dez mil
vezes. A andlise dos materiais processados para MEV foi apenas morfologica,
nao havendo quantificagdo de eventos.

Na FIGURA 3.10 estd demonstrada uma foto da Lupa e do Microscépio

utilizado no trabalho.
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(b)

FIGURA 3.10- (a) MEV da FEI Quanta 250 operando em ESEM. (b) Leica,
com software Leica Application Suite (LAS) com montagem.

Para a realizacdo desse trabalho, foi feita uma parceria com o INCT
HYMPAR (Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia dos Hymenoptera
Parasitoides da Regido Sudeste Brasileira), com a professora Dra. Angélica
Maria Penteado Martins Dias no Departamento de Ecologia e Biologia

Evolutiva, na Universidade Federal de Sao Carlos.

3.2.10. Metodologia para os Ensaios Biologicos ao Desenvolvimento
de Micro-organismos

3.2.10.1. Ensaio de inibicao in vitro frente ao crescimento micelial

Foram preparados meio de cultura BDA comercial (foram pesados 2,43 g
e solubilizado em 60 mL de agua), o qual foi autoclavado a 121°C a latm de
pressdo. Apos a esterilizacdo do meio, o mesmo foi levado a capela de fluxo

laminar previamente autoclavada e deixado em repouso até atingir a temperatura
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de 50°C. Ao atingir essa temperatura, 10 mg de cada substincia foram
solubilizadas em 500 pL de solvente DMSO e agitadas em um agitador tipo
Vortex até a completa solubilizagdo, obtendo assim uma concentracao final de
100 ug.mL™". Apés esse procedimento, as amostras foram filtradas em Millipore
(0,2 um) e incorporadas em 60 mL de meio de cultura BDA contido em
erlenmeyers e agitados manualmente, Apos a completa homogeneizacao, o meio
de cultura juntamente com a substancia incorporada foi vertido em placas de
Petri de 9,0 cm de diametro a aguardo-se a solidificagdo. Em seguida discos de
miceélios (0,5 cm ©) foram colocados no centro de cada placa, sendo que essas
foram incubadas sob fotoperiodo de 12 horas a 25°C e avaliado o crescimento
micelial das colonias em dias alternados realizando a medi¢ao radial do micro-
organismo sobre o meio de cultura. Para cada substancia testada foram
realizadas cinco réplicas.

Como controle do experimento foi utilizado apenas a incorporagdo ao
meio de cultura de 500 pL. de DMSO filtrado também em Millipore (0,2 um).

Esse mesmo procedimento foi feito para o micro-organismo Alternaria
alternata e Guignardia citricarpa.

A seguir, na FIGURA 3.11 tem-se uma ilustracio da metodologia

descrita.
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Crescimento Micelial

10 mg da composto puro / w

Solubilizado
(500 nL)

\ I Fotoperiodo 12h,

25°C

Composto incorporado no
BDA a 50°C, previamente
autoclavado
vd W ‘

C (9 cm
Meio de Cultura BDA (5 réplicas) Dlsco depmiehlio 0,5 o

FIGURA 3.11- Metodologia de ensaio de inibigdo in vitro frente ao crescimento
micelial.

3.2.10.2. Ensaio de inibicdo in vitro frente a germinaciao de esporo e
formacao de apressorios

Para a obten¢do da suspensdo de esporo utilizou-se um cultivo de A.
alternata em meio de carbonato de célcio e para o fungo G. citricarpa em meio
de BDA. A metodologia para a obtencao da suspensao de esporo esta descrita no
item 3.2.1. Para os ensaios foram utilizadas placas de poliestireno (¢ =9 cm).

Foi utilizada 1mg de substancia pura, a qual foi solubilizada em 500 puL
de DMSO. Ao atingir a total solubilizacdo, foi acrescentada a essa solucao 10
mL de agua destilada estéril, obtendo assim uma concentra¢do final de 100
ng.mL" (substincia pura/agua). Depois da completa homogeneizagio, foram

colocadas nas placas gotas de 40 uL de cada solucao das substancias e 40 puL da
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suspensdo de esporo na concentragdo de 10° esporos.mL™, totalizando por placa
quatro repetigdes. Como testemunha foi preparada uma solugdo de 10 mL de
agua destilada estéril com 500 uL de DMSO.

As placas foram vedadas com filme PVC com a finalidade de manter a
unidade e conservada em BOD sob fotoperiodo de 12 horas a 25°C por 24 horas
de experimento. Apos esse periodo a porcentagem da germinacdo e formacao de
apressorio foi avaliada através da observagdo em microscopio 6ptico (aumento
de 100 vezes). Foram considerados como germinados os esporos com tubo
germinativo de tamanho igual ou superior ao crescimento dos esporos nao
germinados. Na FIGURA 3.12 segue uma ilustracdo do procedimento utilizado
para a obtencdo da suspensdo de esporos ¢ na FIGURA 3.13 a metodologia

utilizada nesse ensaio.

ra ™. ]
"- = »
o8 |
= _m
10 mL de agua
destilada autoclavada Suspensio de espora
1x10° esporo/mL

FIGURA 3.12 - Obteng¢ao de uma suspensao de esporos.

1 mg do composto

Solubilizado em
50 pL. de DMSO + 5mL
de agua

40 pL. do composto
— C%T?D oh —>
o

" 40 pL de suspensiio de esporo

FIGURA 3.13 - Metodologia de Ensaio de inibi¢do in vitro frente a germinacao
de esporo e formagdo de apressorios.
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Vale ressaltar que todos os ensaios realizados (germinagdo de esporos e
formacao de apressorios) bem como todas as metodologias implantadas no
laboratorio de Produtos Naturais, contou com apoio do pds doutorando do
Departamento de Quimica do Labotarério de Produtos Naturais, o doutor

Leonardo Toffano.
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RESULTADOS E DISCUSSOES
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4. Resultados e Discussoes

4.1. Identificacio de Alternaria alternata

Na FIGURA 4.1 pode-se analisar a imagem do gel obtida através de um
foto-documentador. Através da imagem pode-se observar o marcador de peso
molecular (M) e 1 o produto obtido a partir de PCR, o qual identifica o micro-
organismo.

A identificacdo do micro-organismo foi feita através de PCR com primers
especificos os quais foram mencionados no item 3.2.2. Na reagdo foram
utilizados dois primers, uma para a confirmagao do género (370pb) e outro para

a espécie (550pb).

Para visualizar a amplificagdo foi feito um gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio, pois este entra no meio das bases de DNA, fazendo com que
quando exposto a luz UV o mesmo fluoresce, facilitando assim a observar as
bandas de amplificagdo. Com isso, fica comprovada a identificacdo do fungo em

género e espécie em todas as amostras obtidas no decorrer do trabalho.
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FIGURA 4.1- Gel de agarose 1% corado com brometo de Etidio. M- Marcador
de peso molecular 1kb plus NEOBIO; 1- Produto de PCR (550pb- espécie;
370pb- género).

4.2- Espectros de RMN 1H dos extratos obtidos do cultivo de Alternaria

alternata em meio de arroz

Nas FIGURAS 4.2 a 4.5 estio demonstrados os experimentos de RMN 'H
dos subextratos obtidos do cultivo do meio solido de arroz. Com isso, foi
possivel escolher trés subextratos para o trabalho, o subextrato hexano, metanol

e acetato de etila.
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FIGURA 4.4- Espectro de RMN 'H do subextrato Metanol (MeOD, 200MHz).
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FIGURA 4.5- Espectro de RMN 'H do subextrato Butanol (MeOD, 200MHz).

De acordo com os espectros de RMN 'H, os extratos escolhidos para o

trabalho.
4.2. Substancias Isoladas e Identificadas
O estudo quimico do fungo A. alternata permitiu o isolamento de 11

metabolitos de diferentes classes. Todas as estruturas moleculares estao descritas

a seguir.

Substancia 01

Alternariol Monometil Eter

Origem: subextrato hexanico
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Substancia 02

Alternariol

Origem: subextrato metandlico

Substancia 03

Altertoxina I

Origem: subextrato metandlico

Substancia 04

Altenueno

Origem: subextrato metandlico

Substancia 05

Altenusina

Origem: subextrato metanolico
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N "
I N/g Substéincia 06
° Uridina
o Origem: subextrato acetato
OH
OH
OH
0 Al
H_ Substancia 07
| Uracila
0)\ Origem: subextrato acetato
L

0 Substancia 08

5’-inosil
</ I NH 1 1
o) N/) Origem: subextrato acetato

NN Substincia 09

Ergosterol

Origem: subextrato hexanico

HO

Substancia 10

Peroxido de Ergosterol

Origem: subextrato hexanico
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Substancia 11a

Acido Palmitico

d 0\n/\/\/\/\/\/\/\/ Origem: subextrato hexanico

Substancia 11b

0 Acido Octadecadiendico

Origem: subextrato hexanico

Substancia 11¢

OH o

)\/\/\/\/\/”\ Acido 8-Dodecendico
N o Origem: sub extrato hexanico

Além das substancias descritas acima, foram identificadas substancias via

LC-MS, via CG-EM.

4.3. Identificacoes Estruturais das Substancias Isoladas

Serdo apresentadas nesse topico as identificacdes estruturais dos

metabolitos 1solados de A. alternata dos trés subextratos trabalhados.

4.3.1. Substancia 01 - Alternariol Monometil Eter

FIGURA 4.6- Substancia O1.
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A substancia 01, ilustrada na FIGURA 4.6, o alternariol monometil éter,
foi 1solada do subextrato hexanico e metanolico do meio sélido em arroz, sendo
que sua estrutura foi identificada através dos experimentos de RMN de 'H, ¢ °C
(FIGURAS 4.8 a 4.12). Este composto isolado revelou positivamente com o
reagente de vanilina com acido sulfirico em CCD. Sendo essa uma substancia
anteriormente elucidada e caracteristica do micro-organismo, os valores obtidos
foram comparados aos dados da literatura.

No espectro de RMN 'H foram observados quatro dubletos na regido
aromatica (0 variando de 6,63 a 7,24 ppm), com constantes de acoplamento
meta (J variando 2,4 e 2,8 Hz), sugerindo a presenca de dois anéis aromaticos.
Dois dubletos em 6 6,63 (1H, d, J = 2,8 Hz) e 6 7,24 (1H, d, J = 2,8 Hz),
respectivos aos acoplamentos entre os hidrogénios aromaticos H-4 ¢ H-6. Outro
par de dubletos foi observado sendo um em o 6,66 (1H, d, J=2,4 Hz) ¢ 6 6,73
(1H, d, J = 2,4 Hz), relativos aos acoplamentos entre os hidrogénios aromaticos
H-3" e H-5". Observou-se também a presenga de dois singletos intensos, sendo
um deles em 6 2,74 o qual foi atribuido a metila ligada ao anel aromatico, ¢
outro singleto observado em & 11,83 indicando, por estar nessa regido, a
presenga de uma hidroxila quelada. Outro singleto observado, também intenso,
na regido de 6 3,92 indicou a presenca de um grupo metoxil ligado ao anel
aromatico.

O espectro de HMBC apresenta o hidrogénio na posicdo H-3’
correlacionando com os carbonos nas posigdes C-1° e C-2’°, afirmando a
conectividade entre os anéis A e B. A mesma conectividade pode ser observada
entre os anéis B e C, sendo que H-6 correlaciona com os carbonos C-1" e C-2.

Como essa substidncia ¢ um metabolito comum de A. alternata, em
comparagdo com a literatura e de acordo com as demais correlagdes atribuidas
na TABELA 4.1, pode-se afirmar que o metabolito isolado trata-se do alternariol

monometil éter.

78



TABELA 4.1- Dados de RMN de 'H e "C de 01 e comparacio

dados da literatura

Substancia 01 ALY et al., 2008
(400 MHz, DMSO) (500 MHz para 'H, 125 MHz
para “C,DMSO)
Valores Valores Valores Valores
Posicao Obtidos Obtidos Literatura Literatura
HeC 5 'H 8 *C 5 'H & “C

1 - 138,0 - -

2 - 99,2 - 101,6

3 - 164,1 - 160,1

4 6,63 101,6 6,55 106,0

(d, J=2.,8) (d,J=23)
5 164,7 160,1
6 7,24 103,4 7,28 108,0
(d, J=12.,8) (d, J=12.3)

7 - 168,0° - -

1’ - 108,8 - 109,5

2’ - 152,6 - 153,2

3 6,66 101,6 6,69 101,3

(d, J=2.,8) (d,J=12)3)
4’ - 158,6 - 159,0
5 6,73 117,6 6,77 122,9
(d, J=2.,8) (d, J=12.3)

6’ - 138,4 - 139,5
6’-CH; 2,74 s 25,0 2,79 s 24.6
5-OCH; 3,92s 55,8 3,97 s 53,6

3-OH 11,83 s - -

com

Obs: *valor de carbono obtido através da Projecao do Mapa de Correlagoes

HSQC.
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FIGURA 4.7- Alternariol monometil éter com os respectivos deslocamentos
quimicos de hidrogénio e carbono.
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FIGURA 4.8- Espectro de RMN de 'H de alternariol monometil éter (DMSO,
400 MHz).
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FIGURA 4.9- Ampliagdo do espectro de RMN de 'H de alternariol monometil
éter (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.10- Ampliacdo do espectro de RMN de 'H de alternariol monometil
¢ter (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.12- Espectro de RMN de "°C de alternariol monometil éter (DMSO,
100 MHz).

4.3.2. Substancia 02 - Alternariol

A substancia 02, denominado alternariol, foi isolado do subextrato
metanol do meio sélido em arroz, sendo que sua estrutura foi identificada

através dos experimentos de RMN de 'H (FIGURAS 4.14 a 4.18).
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HO 6' “CH,

FIGURA 4.13- Substancia 02.

Analisando o espectro de RMN 'H foram observados quatro dubletos na
regido aromatica com constantes de acoplamento meta, sugerindo igualmente a
presenca de dois anéis aromaticos. Dois dubletos em 6 6,42 (1H, d, J=2,4 Hz) e
0 7,36 (1H, d, J = 2,4 Hz), representam respectivamente os acoplamentos entre
os hidrogénios aromaticos H-4 e H-6. Outro par de dubletos foi analisado sendo
um deles em 6 6,71 (1H, d,J=2,8 Hz) ¢ 6 6,79 (1H, d, J = 2,8 Hz), relativos aos
acoplamentos entre os hidrogénios aromaticos H-3” e H-5’. Considerando todo o
espectro de RMN 'H apenas outro sinal pode ser destacado, um singleto intenso
em O 2,74 ppm, caracterizando uma metila ligada ao anel aromatico. Em relacao
a substancia 01, apresentada anteriormente no item 4.3.1, o Gnico sinal que as
diferem estd na presenca do grupo metoxil ligado ao anel C do alternariol
monometil éter em & 3,92. Com base nessas informagdes espectrais e com base
na literatura, a substancia 02 pode ser atribuida ao alternariol, outro composto
muito comum produzido pelo micro-organismo estudado.

A TABELA 4.2 oferece todos os deslocamentos quimicos obtidos para a
determinacao estrutural e dados da literatura a fim de se comprovar a proposta

da substancia.
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TABELA 4.2 — Dados
literatura

de RMN de 'H de 02 ¢ compara¢io com dados da

Substancia 02 KOCH et al., 2005
(400 MHz, Acetona) (500 MHz CDCl5)
. Valores
Posicao VL @i ()G Literatura
HeC & 'H 5'H
1 - _
2 R -
3 - -
4 6,42 (d, J=2,4) 6,38 (d,J=1,9)
5 R R
6 7,36 (d, J=2.4) 7,27 (d,J=2,0)
7 - _
1’ - -
2’ - -
3’ 6,71 (d, J=2,8) 6,32 (d, J=2,6)
4’ - -
5 6,79 (d, J=2,8) 6,71 (d,J=2,6)
6’ - -
6’-CH; 2,78 (s) 2,77 (s)
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FIGURA 4.14- Ampliagio do espectro de RMN de 'H de alternariol (Acetona,
400 MHz).
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FIGURA 4.16- Ampliagdo do espectro de RMN de 'H de alternariol (Acetona,
400 MHz).
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FIGURA 4.17- Amplia¢io do espectro de RMN de 'H de alternariol (Acetona,
400 MHz).
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FIGURA 4.18- Ampliacdo do espectro de RMN de 'H de alternariol (Acetona,
400 MHz).

4.3.3. Substancia 03 — Altertoxina I

A substancia 03, conhecida como altertoxina I, foi isolada do subextrato
Metanol do meio s6lido em arroz. Essa substancia foi identificada através dos
experimentos de RMN de 'H, COSY, HSQC e HMBC, representados nas
FIGURAS 4.22 a 4.26.
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FIGURA 4.19- Substancia 3.

Através do espectro de RMN 'H, observou-se dois dubletos muito
proximos, com um deslocamento quimico de 7,04 (d, /J=8,4 Hz) e 6 6,95 (d, J =
8,4 Hz), referentes respectivamente ao H-2 e H-11. Outros dois dubletos sdo
observados com 9 8,06 (d, J = 8,0 Hz) do H-1 e ¢ 8,01 (d, J = 8,0 Hz) referente
ao H-12. Observaram-se também sinais na regido de hidrogénios metilénicos e
também dois sinais bastantes desblindados com deslocamento quimico de o
12,73 e 12,34, sugerindo a presenca de hidroxila quelada na molécula, sendo que
esse dado foi confirmado ao analisar o HMBC o qual fornece um valor de
carbono de 6 161,8 ppm. Com esses dados pode sugerir uma simetria na

molécula.

FIGURA 4.20- Substancia 3 com alguns delocamentos.
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Através do COSY foi possivel obter acoplamentos dos hidrogénios
metilinicos na regido de 1 a 4,5 ppm, sendo que H-50 ¢ H-5B apresentam
deslocamentos respectivamente de o 3,02 e 2,43, sendo que ambos estao ligados
ao C-5, 0 34,2. Ainda analisando o COSY, observou-se o acoplamento de H-6a
e H-6p, respectivamente, 0 3,18 e 2,70, os quais estdo ligados ao C-6, 6 34,1.
Outro acoplamento que pode ser observado ocorre entre H-6b e H-7,
respectivamente 0 3,07 e 4,53. Entretanto ao analisar o HSQC, observa-se sinal
de carbono ligado a hidroxila, portanto foi atribuido o valor de deslocamento aos
carbonos & 51,6 para o C-6b e 6 66,8 para C-7. Finalmente, também foi possivel
observar o acoplamento de H-8a ¢ H-8f3, os quais apresentam um deslocamento
de 9 3,08 e 2,92, ligados ao carbono, 6 48. Analisando o mapa de correlagdes
HSQC foram observados os demais sinais de correlagao, ¢ através dos dados da
literatura pode-se concluir que a substancia 03 trata-se da altertoxina I, uma

substancia usualmente isolada de Alternaria alternata.

TABELA 4.3- Dados de RMN de 'H e “C de 03 e comparagdo com
dados da literatura

ARNONE, 1986
. (300,13 MHz para He 75,47
Substancia 03 MHz para B, DMSO);
(400 MHZ, DMSO) SltiIISOll, 1982 (270 MHz para
H e 67,2, CDCl;; MHz para
B¢, ACNd)
Valores Valores Valores Valores
Posicao Obtidos Obtidos Literatura Literatura
HeC 8'H 5 °C 5'H 8 °C
1 8,06 133,1 8,14 133,6
7,04 118,1 6,81 117,0 ou 119,2
3 - 161,8 - 162,0 ou 1625
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Continuacao da TABELA 4.3

4 i 203,0 i 204.5 ou 207.0
2,43 (a) 2,43 (a)

5 302 8) 34,2 302 8) 35,7

6 gzg Eg% 34,1 2,70 ¢ 3,18 34,5

7 4.53 66.8 4,77 66,2

2,92 (0) 2,92 (a) 3,10

8 308 (8) 48,0 ) 48,2

9 i 203,0 : 204.5 ou 207.0
10 i 161.8 a 1625 ou 1620
11 6,94 1162 1192 ou 117,0
12 8,06 133,1 133.6

3a - 113,7 - 1148 ou 117.8
3b - 141 4 a 138.4 ou 141,1
6a i 64.8 a 69.8

6b 3.07 51,6 52.5

9a ] 113.7 a 117.8 ou 114.8
b ; 141.4 A 141,1 ou 1384
12a ] 1255 a 125.8 ou 124.5
12b i 1255 a 124.5 ou 1258

3-OH 12,34 i 12,34 i
10-OH 12,73 i 12,71 i

FIGURA 4.21- Altertoxina com os respectivos deslocamentos quimicos de
hidrogénio e carbono.
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FIGURA 4.22- Espectro de RMN de 'H de altertoxina (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.23- Ampliagio do espectro de RMN de 'H de altertoxina (DMSO,
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FIGURA 4.24- Ampliacio do espectro de RMN de 'H de altertoxina (DMSO,
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FIGURA 4.25- Espectro de g-COSY de altertoxina (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.26- Mapa de contorno g-HSQC de altertoxina (DMSO, 400 MHz).

4.3.4. Substancia 04 — Altenueno

A substancia 04, denominado altenueno, foi isolada do subextrato metanol

do meio solido em arroz. A
experimentos de RMN de 'H, COSY, HSQC ¢ HMBC (FIGURAS 4.28 a 4.43).

sua estrutura for identificada

FIGURA 4.27- Substancia 04.
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O espectro de RMN 'H mostra dois duplos dubletos em & 2,27 (J = 14,0 e
4,0 Hz) ¢ 6 1,95 (J = 14,0 ¢ 8,0 Hz) diastereotdpicos, pois se correlacionam com
o mesmo carbono em d¢ 39,0 no HSQC, atribuidos aos hidrogénios H-3’a ¢ H-
3’B, prétons equatorial e axialmente situados, respectivamente. Através do
espectro de COSY ¢ possivel observar o acoplamento entre si destes dois
hidrogénios com J = 14,0 e destes com um hidrogénio em 6 3,71 (m), atribuido
ao H-4’ e este, por sua vez, acopla com H-5" em 6 4,09 (d, J = 4,0 Hz). O sinal
em o 6,47 (J = 4,0 Hz) ¢ atribuido a H-6’, devido a uma correlagdo observada
através do espectro de COSY deste com H-5". A presenca de uma metila em C-
2’ ¢ observada devido a correlagdes no HMBC entre os hidrogénios metilicos e
C-2’, C-3° e C-6’. Sao atribuidas hidroxilas em H-4’ e H-5’, devido aos
deslocamentos dos seus respectivos carbonos 6 69,0 e & 70,0, caracteristicos de
carbonos carbindlico e também por estes se tratarem de centros quirais. Outras
correlagdes observadas no HMBC que corroboram com esta proposta sao: H-4’
com C-5’¢ C-6’; H-3’ com C-7°, C-4’, C-2’ ¢ H-6’ com C-5’, C-2°, C-1".

O espectro de RMN 'H também apresenta dois dubletos em & 6,71 (J =
34 Hz) e 6 6,47 (J = 3,4 Hz), atribuidos aos hidrogénios H-6 ¢ H-4,
respectivamente e foi possivel observar o acoplamento entre eles através do
espectro de COSY. E também observado um singleto em & 3,83 (3H),
caracteristico de metoxila ligada a anel aromatico e a correlagdo observada no
HMBC entre os hidrogénios H-6 ¢ H-4 com um carbono em 6 166,0 confirma a
presenca desta metoxila neste anel.

No espectro de RMN 'H é observado um sinal em & 11,30, caracteristico
de hidroxila quelatogénica e a correlagdo de H-4 com um carbono em 6 166,0
posicionou esta hidroxila em C-3 e uma carboxila ligada ao C-2.

Outras correlagdes podem ser observadas no HMBC que corroboram com

esta proposta sao: H-4 com C-2 e C-6 e H-6 com C-1, C-3 e C-4. O conjunto de
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dados acima e a comparagdo com os dados da literatura permitiram a
identificacdo desta substiancia como sendo o Altenueno, isolado anteriormente

de A. alternata, também cultivado no meio de arroz (BRADBURN, et. al, 1994)

TABELA 4.4- Dados de RMN de 'H e "°C de 04 e comparacdo com dados da
literatura

. BRADRURN, et al., 1994
Substancia 04 (270,06 MHz para 'H e
(DMSO-400 MHz,) 67,80 MHz para 13C,
CDCI1;-DMSO)
Valores Valores Valores Valores
Posicao Obtidos Obtidos Literatura Literatura
HeC 5 'H 8 C 5 'H 5 *C
1 - 132,0 - 1339
2 - 101,8 - 100,9
3 - 166,2 - 166,0
4 6,47 101,2 6,41 100,9
5 - - 163.,9
6 6,71 102,8 6,53 102,6
7 - - 168,6
8 3,83 58,5 3,86 55,7
1’ - - 138.,6
2’ - 82,8 - 81,1
, o 2,27 a 2,54

3 B 1.95 39,2 B 1.84 39,8
4’ 3,68 69,0 3,77 66,9
5 4,09 70,0 411 67,3
6’ 6,47 132,3 6,41 128,2
7 1,46 27,8 1,49 27,8
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FIGURA 4.28- Espectro de RMN de 'H de altenueno (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.29- Ampliacdo do espectro de RMN de 'H de altenueno (DMSO, 400
MHz).
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FIGURA 4.30- Ampliacdo do espectro de RMN de 'H de altenueno (DMSO, 400
MHz).
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FIGURA 4.31- Ampliagio do espectro de RMN de 'H de altenueno (DMSO, 400
MHz).
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visualizar a presenca da metila (DMSO, 400 MHz).
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FIGURA 4.42- Ampliacao do Espectro de g-HMBC de altenueno (DMSO, 400
MHz).
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FIGURA 4.43- Ampliacao do Espectro de g-HMBC de altenueno (DMSO, 400

MHz).

4.3.5. Substancia 05 - Altenusina

A substancia 05 foi isolada do extrato metanol do meio de cultura arroz.

FIGURA 4.44- Substancia 05.

117




O espectro de RMN "H mostrada dois singletos em & 6,57 ¢ 6,49, os quais
correspondem respectivamente aos H-5" ¢ H-2°, bem como dois, dubletos, em 6
6,39 e 6,13 (ambos J= 2,4 HZ), correspondentes aos H-4 e H-6,
respectivamente. Foi observado também, um sinal de metila ligada ao carbono
aromatico com um deslocamento quimico de 1,91 ppm. Através do RMN "°C foi
possivel observar um sinal em 174,3 indicando a presenca de um grupo
carboxila localizado no C-2. A estrutura foi estabelecida com base nos dados de
HMBC, o qual mostra as correlagdes de um acoplamento meta entre H-4 e C-2,
C-3, C5 e C-6, bem como H-6 com C-2 e C-4, concluindo assim a estrutura de
um anel aromatico. Para o grupo metoxila nao foi possivel obter a correlagdo, no
entanto sabe-se que o mesmo encontra-se ligado ao C-5. Além disso, foi
possivel observar as correlacdes da metila, a qual esta ligada ao anel aromatico,
com C-1°, C-5’ e C-6’, H-5" se correlacionando com C-1°, C-3’, C-4’ ¢ 6’- CH;.
Foi também observado a correlagao de H-2’ com C-3°, C-4’ ¢ C-6’, finalizando
assim o segundo anel aromatico. A correlagdo de H-6 com C-1’ e do H-2’ com
C-1, estabeleceu a correlacao de C1-C1’ ligando assim os dois anéis. Os dados
obtidos foram comparados com a literatura (NAKANISHI ef al., 1995), podendo
portanto concluir que a substancia 05 ¢ denominada altenusina. As FIGURAS
4.45 a 4.48 ilustram os espectros de RMN para essa substancia.

Os dados de RMN de 'H e "“C encontram-se na TABELA 4.5 em

comparacao dom aqueles da literatura para a altenusina.
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TABELA 4.5- Dados de RMN de 'H e “C de 05 e comparacio com

dados da literatura

Substancia 05 NAKANISHI et al., 1995

(500 MHz para 'H e 125
(MeOD - 400 MHz,) MHz para *C, DMSO)

Valores Valores Valores Valores

Posicao Obtidos Obtidos Literatura Literatura
HeC 8 'H 8 °C 8 'H 8 °C
1 - 148,0 - 148,3
2 - - 106,5
3 - 164.4 - 163,0
4 6,39 (d, J=2,4) 1004 6,25 (d, J=2,2 102,3
Hz)
5 - 165,4 165,7
6 6,13 (d,J=24) 6,03 (d, J=2,2 112,1
Hz)
7 - 174,2 - -
I’ - 135.9 - 135,8
2’ 6,49 (s) 116,7 6,46 (s) 116,6
3 - 143,2 - 143,2
4’ - 144,7 - 144,7
S 6,57 (s) 117,3 6,55 (s) 117,2
6’ - 1274 - 127,3
CH; 1,91 (s) 19.4 1,90 (s) 19,3
OCH; - 55.8 - -
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FIGURA 4.45- Espectro de RMN de 'H de altenusina (MeOD, 400 MHz).
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400 MHz).
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FIGURA 4.48- Mapa de contorno g-HMBC de altenusina (MeOD, 400 MHz).

4.3.6. Substancia 06 e 07 - Uridina e Uracila

As substancias 06 ¢ 07 foram isoladas em mistura do extrato acetato de
etila do cultivo do fungo em meio sélido. Suas estruturas foram identificadas
através de experimentos de RMN de 'H e "°C (FIGURAS 4.50 a 4.53), e por ser

uma substincia conhecida, seus valores foram comparados com dados da

literatura.
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Substancia 06 | Substancia 07
FIGURA 4.49- Substancias 6 € 7.

No espectro de RMN de 'H para a substancia 06 foi possivel observar dois
dubletos acoplando entre si em & 7,99 (1H) e 5,68 (1IH) com constante de
acoplamento de aproximadamente 8,0 Hz, os quais foram atribuidos aos
hidrogénios olefinicos H-6 ¢ H-5, respectivamente, e um dubleto em 6 5,88 (1H,
J =5 Hz), o qual foi atribuido ao hidrogénio H-2’. Observou-se dois tripletos em
04,17 (1H,J=5,0 Hz) e 4,13 (1H, J= 5,0 Hz) referentes aos hidrogénios H-3" ¢
H-4’ respectivamente; um multipleto em 6 3,99 (1H) referente ao sinal de H-5" e
dois duplos dubletos em & 3,82 (1H,J=3 e 13 Hz) e 6 3,72 (1H, J=3 ¢ 12 Hz),
os quais foram atribuidos aos dois hidrogénios diasterotopicos H-6a’ e H-6b’
respectivamente.

No espectro de RMN "C observou-se dois sinais de carbonos
caracteristicos de carbamidas em 0 152,5 e 166,3 os quais foram atribuidos aos
carbonos C-2 e C-4 respectivamente, além destes observou-se ainda os sinais de
carbonos olefinicos C-5 em 6 102,8 ¢ C-6 em 6 142,8, cinco sinais de carbonos
carbindlicos, sendo quatro metinicos (90,8; 75,9; 71,4 ¢ 86,6) e um metilenico
em 6 62,3, indicando uma unidade de ribose.

Para a substancia 07, no espectro de RMN de 'H observaram-se apenas

dois dubletos acoplando entre si em 6 7,38 (1H) e 6 5,60 (1H) com constante de
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acoplamento de aproximadamente 7,5 Hz, os quais foram atribuidos aos
hidrogénios olefinicos H-6 e H-5, respectivamente. Além destes ndo se observou
nenhum outro sinal tipico da unidade ribose.

Os dados dos espectros de RMN 'H e °C mais a comparagdo dos dados
encontrados na literatura levaram a inferir que as duas substancias discutidas
acima sao dois nucleosideos sendo a 06 denominada de uridina, o qual ¢ um
nucleosideo constituido da base nitrogenada pirimidica uracila ligada ao agucar
ribose através de uma ligacao B, e a 07 denominada de uracila. Os dados obtidos
e comparados com a literatura das estruturas 06 e 07 estdo dispostos nas
TABELAS 4.6 ¢ 4.7 respectivamente.

E importante ressaltar que quando um grupo fosfato ¢ adicionado ao
acucar, os nucleosideos passam a ser denominados de nucleotideos, os quais
constituem os acidos nucléicos (RNA), que sdao macromoléculas de extrema
importancia bioldgica em todos os organismos vivos € responsaveis pela
transmissdo da informagdao genética na célula (CAMPBELL & FARRELL,
2007).

125



TABELA 4.6- Dados de RMN de 'H ¢ C

dados da literatura

de 06 e comparagdo com

Substancia 06 FERREIRA et al., 2010
(600 MHz, MeOD) (400/100 MHz, D,0)
Valores Valores Valores Valores
Posiciao Obtidos Obtidos Literatura | Literatura

HeC 5 'H 5 BC 5 'H 8 BC

2 - 152,8 ) 1517

! - 166,3 ) 166,2

5 5,68 5,89 102,3
(d, J=8,0 Hz) 10,8 @ ’

6 7,99 7,88 (d) 141,9

(d, J=8.0 Hz) 1428

2’ 5,88 5,90 (d) 89,4
(d, J=5,0 Hz) 20,8 ’ ’

3’ 4,17 4,36 (f) 73,7
(t, J=5.0 Hz) 75,9 ’ ’

& 4,13 423 (1) 69,4
(t. J=5.0 Hz) 714 ’ ’

S’ 3,99 86.6 4,14 (m) 84,4

(m) ’
6’a 3,82 3,92 (dd) 60,8
(dd,J =12: 3Hz) 62,3

6’b 3,72 3,81 (dd) 60,8

(dd.J =12; 3Hz) 62,3 ’ ’
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TABELA 4.7- Dados de RMN de 'H e¢ "C de 07 e comparagio com

dados da literatura

Substancia 07 MARINHO et al., 2007
(600 MHz, MeOD) (400/50 MHz, DMSO)
Valores Valores Valores Valores
Posicao Obtidos Obtidos Literatura | Literatura
HeC 5 'H 5 *C 5'H 5 *C
2 - 153.,6 - 151.7
4 - 167,4 - 166.2
5 5,68 101,7 5,89 (d) 102.3
(d, J=1,5 Hz) ’
6 7,99 143.6 7,88 (d) 141.9
(d, J="1,5 Hz) ’
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FIGURA 4.50- Espectro de RMN de 'H de uridina e uracila (MeOD, 400

MHz).
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FIGURA 4.53- Espectro de RMN de “C de uridina e uracila (MeOD, 150
MHz).

4.3.7. Substancia 08 - 5’-inosil

A substancia 08, denominada 5’-inosil fo1 isolada do extrato acetato de
atila com o fungo sendo cultivado no meio sdlido de arroz. A determinagdo
estrutural desse composto foi realizada apenas com o auxilio dos espectros de
RMN 'H e C (FIGURAS 4.55 a 4.57) por se tratar de uma substincia ja
conhecida, sendo que seus dados foram comparados com os ja existentes na
literatura.

Analisando o espectro de RMN 'H, observa-se dois singletos cada um
integrando para um hidrogénio com deslocamentos quimicos de & 8,34 ¢ 6 8,316
os quais foram atribuidos aos hidrogénios olefinicos H-8 e H-2 respectivamente.
Foi observado também um dubleto, integrando para um hidrogénio, em 6 5,87 (J

= 6,0 Hz) referente ao hidrogénio H-2’, embora o sinal nao esteja bem definido,
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sugere um dupleto em 0 4,61 (J =4 Hz), o qual pode ser atribuido ao hidrogénio
H-3’, um dubleto em 6 4,14, no entanto o sinal ndo esta bem resolvido, podendo
esse ser atribuido ao H-4". Ainda analisando o espectro de RMN de 'H, observa-
se um duplo dubleto em 6 3,96 (J = 5,2 e¢ 8,4) referente ao hidrogénio H-5" ¢
dois multipletos o 3,67 e 6 3,54.

No espectro de RMN °C observa-se um sinal de carbono caracteristico de
lactama com um deslocamento quimico de 6 156,15, o qual foi atribuido ao
carbono C-4. Foram observados também sinais de carbonos olefinicos referentes
ao C-2 e C-8 em 0 149,04 e 139,90, respectivamente. Foram atribuidos aos
carbonos C-5 e C-6 sinais de carbonos olefinicos totalmente substituidos com os
respectivos deslocamentos de & 119,35 e 152,36. Outros cinco sinais de
carbonos carbindlicos, sendo quatro metinicos (6 87,89; & 73,42; & 70,65 ¢ o
87,89) e um metilenico com deslocamento de & 61,66 foram observados,
indicando, portanto a presenca de uma unidade de ribose ligada a estrutura.

De acordo com essas informagdes, pode-se concluir que o composto 08 ¢

conhecido na literatura como o nucleotideo 5’-inosil.

FIGURA 4.54- Substancia 08

TABELA 4.8 - Dados de RMN 'H e °C de 08 e comparagdo com dados da
literatura (DMSO, 400 MHz)
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Substancia 08

SILVA, 2007

(400 MHz para 'H-
(400 MHz, DMSO) DMSO/ 100 MHz para
BC, MeOD)
Valores Valores Valores Valores
Posicao Obtidos Obtidos Literatura | Literatura
HeC 8 'H 8 °C 8 'H 8 °C
2 8,343 149,0 8,34 149,1
(s, 1H) (s, 1H)
4 - 156,1 - 156,2
5 - 119,3 - 1194
6 - 152.,4 - 152,4
8 8,316 139.,9 8,13 140,0
(s, 1H) (s, 1H)
1’ - - - -
2’ 5,87 87,9 5,86 87,9
(d, J=6,0 Hz, (d,J=64
1H) Hz, 1H)
3 4,61 73,4 4,59 73,9
(t,J=15,5
Hz,1H)
4 4,14 70,7 4,12 (¢, J = 70,7
4,4 Hz, 1H)
5 3,96 (dd, J = 85,9 3,95 (dd, J 86,0
5,2Hz, 8,4 Hz) =32¢e¢64
Hz, 1H)
6’ 3,67 (m) 61,7 3,65, J= 61,7
12,1 Hz,
1H)
3,54 (m) 3,53 (dd, J
=12,1e¢4,0
Hz, 1H)
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FIGURA 4.57-Espectro de RMN de "°C de 5’-inosil (DMSO, 400 MHz).

4.3.8. Substancia 09 — Ergosterol

A substancia 09, denominada, ergosterol, foi isolada do extrato hexanico

com o fungo cultivado no meio solido de arroz. A identificacdo estrutural desse

. . I°F 1 13
composto foi realizada apenas com o auxilio dos espectros de RMN H e °C

(FIGURAS 4.59 a 4.62) por se tratar de uma substancia ja conhecida, sendo que

seus dados foram comparados com os j4 existentes na literatura.
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FIGURA 4.58- Substancia 09

Observou-se no espectro de RMN 'H dois duplos dubletos na regido de
hidrogénios olefinicos em & 5,37 e 5,55. Foi também possivel observar no
espectro um multipleto em 6 5,18, sinais caracteristicos de hidrigénio ligado a
carbono carbindlico. Os sinais de hidrogénio em ¢ 0,84; 0,81; 1,02, 0,92, 0,91,
0,61 observados no espectro caracterizam-se pelo esqueleto de uma substancia
esteroidal.

Na regido de deslocamento de & 0,5 ¢ 1,0 observa-se a presenga de
singletos, dupletos e tripletos, sendo que esse esqueleto se caracteriza em uma
substancia esteroidal.

No espectro de RMN "°C foi possivel observar seis sinais de Csp” sendo
esses com deslocamentos em 141,3 (C-8); 139,8 (C-5); 135,5 (C-22); 132,0 (C-
23); 119,6 (C-6) e 116,3 (C-7), além de apresentar sinais de carbonos metilicos.
Observou-se também um sinal em & 70,5 tipico de carbono carbindlico (C-3). Os
demais valores de carbonos foram comparados a literatura.

Portanto, a comparacdo dos valores dos deslocamentos quimicos dos
atomos de carbono e hidrogénio encontra-se listados nas TABELAS 4.9 e 4.10,
e conclui-se que a substancia ¢ o ergosterol, um composto muito comum em
fungos. Segundo SUBBIAH, et al., 2003 o ergosterol tem atividade inibidora de

células cancerigenas em ensaios realizados “in vitro”.
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TABELA 4.9- Dados de RMN de 'H de 09 e comparagio com dados da
literatura

Valores Obtidos Valores Literatura
Pos;lgao 5 'H SILVA, 2007
(200 MHz para "H- CDCl,

3 3,62 3,61 (m, 1H)

6 5,56 5,56 (dd,J=5,4¢2,2Hz, 1H)

7 5,37 5,38 (dd,J=5,4¢2.5Hz, 1H)

18 0,93 0,95 (s, 3H)

19 0,62 0,63 (s, 3H)

21 1,02 1,00 (d, J= 6,6 Hz, 3H)

22 5,18 5,20 (m, 1H)

23 5,18 5,20 (m, 1H)

26 0,82 0,84 (d,J=6,7/6,8 Hz, 3H)

27 - -

28 0,93 0,93 (s, 3H)

TABELA 4.10- Dados de RMN de "C de 09 ¢ comparacio com dados da
literatura

o Valores Obtidos Valores Literatura
Posicao le SILVA, 2007

C

(200 MHz para *C- CDCl,

1 38,4 38.3

2 32,0 32,0

3 70,5 70,5

4 40,4 40,4

5 1413 141,3

6 119,6 119,6

7 116,3 116,3

8 139.8 139,8

9 46,2 46,3
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Continuagdo da TABELA 4.10

10 37,0 37.0
11 21,1 211
12 28,3 28,2
13 42,8 42,8
14 54,5 54,6
15 23,0 23,0
16 39,1 39.1
17 55,7 55,7
18 12,1 12,0
19 16,3 16,2
20 40,4 40,3
21 19,6 19.6
22 132,0 1319
23 135,5 135,5
24 42,9 42,9
25 19,9 19.9
26 33,1 33,0
27 21,1 21,0
28 17,6 17.6
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FIGURA 4.59- Espectro de RMN de 'H de ergosterol (CDCl;, 400 MHz).
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FIGURA 4.62-Espectro de RMN de °C de ergosterol (CDCls, 100 MHz).

4.3.9. Substancia 10 — Peroxido de Ergosterol

A substancia 10, denominada perdxido de ergosterol, foi isolada do
extrato hexanico com o fungo cultivado no meio so6lido de arroz. Por ser tratar
de uma substancia conhecida sua identificacao foi feita utilizando os dados de
RMN 'H e ”C (FIGURAS 4.64 a 4.67), os quais foram comparados com a

literatura.
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FIGURA 4.63- Substancia 10.

O espectro de RMN de 'H da substincia 10 apresenta sinais de
hidrogénios alifaticos, metilicos, carbinolicos e vinilicos. Observaram-se dois
dupletos caracteristicos de hidrogénios olefinicos em 6 6,47 (J = 8,5 Hz) ¢ o
6,25 (J = 8,5 Hz). Ainda foi possivel observar multipleto & 5,17 tipico de
hidrogénio ligado a carbono carbinélico. Na regido entre 6 0,70 e 1,25 observa-
se a presenga de dubletos e singletos, no entanto a regido esta de dificil
visualizagdo, mesmo assim podem-se observar dois singletos, um em 6 0,70 (H-
19) e 1,06 (H-18), e dubletos em 6 H 0,97 (H-21), 0,80 (H-26), 0,88 (H-27),
1,25 (H-28), os quais foram atribuidos aos hidrogénios metilicos.

O espectro de RMN "°C apresenta 28 sinais de carbonos, sendo seis deles
atribuidos a carbonos metilicos, quatro Csp2 em o 135.4; 135,1; 132,2; ¢ 130,6.
Foram observados também trés sinais no espectro de RMN BCem §82,1; 79,4 ¢
66,5 sendo dois destes carbonos quaternarios.

Em comparacdo com dados da literatura, pode-se concluir que a
substancia 10 refere-se ao peroxido de ergosterol. Todos os valores de
deslocamento quimico de 'H e C, bem como os valores da literatura, estdo

descritos nas TABELAS 4.11 e 4.12 respectivamente.

143



TABELA 4.11- Dados de RMN de 'H de 10 e compara¢io com dados da
literatura

o Valores Obtidos Valores Literatura
Posicao 5'H SILVA, 2007

H

(200 MHz para 'H- CDCl,

3 3,93 3,95 (m, 1H)

6 6,25 6,25 (d,J= 8,4 Hz, 1H)

7 6,47 6,49 (d, J= 8,4 Hz, 1H)

18 1,23 1,25 (s, 3H)

19 0,87 0,87 (s, 3H)

21 0,91 0,91 (s, 3H)

22 5,17 5,18 (m, 2H)

23 5,17 5,18 (m, 2H)

26 0,82 0,82 (d,J= 6,7 Hz, 3H)

27 0,79 0,80 (d,J= 6,4 Hz, 3H)

28 0,96 0,95 (d,J= 6,5 Hz, 3H)

TABELA 4.12- Dados de RMN de "C de 10 ¢ comparagio com dados da
literatura

Valores Obtidos Valores Literatura
Posicao 5 13C SILVA, 2007
C
(200 MHz para “C- CDCl,

1 30,4 30,1

2 34,6 34,7

3 66,3 66,5

4 393 39,3

5 82,1 82,1

6 135,2 135,2

7 130,7 130,7

8 79,3 79.4

9 51,0 51,1
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Continuacao da TABELA 4.12

10 36,8 37,0
11 20,6 20,6
12 36,9 37,0
13 44,5 44.6
14 51,6 51,7
15 23,3 23,4
16 28,6 28,6
17 56,1 56,2
18 12,9 12,9
19 18,1 18,2
20 39,7 39,7
21 20,8 20,9
22 135.4 1354
23 132,2 132,3
24 42,8 42,8
25 33,0 33,1
26 19,6 19,6
27 19,9 19,9
28 17,49 17,5
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FIGURA 4.67- Espectro de RMN de "°C de peroxido de ergosterol (CDCls,
100 MHz).

4.3.10. Substancia Triglicerideos —

Substéncia 11a (Acido Palmitico)
Substincia 11b (Acido Octadecadiendico)
Substancia 11¢ (Acido-8-dodecendico)

Os acidos ligados ao glicerol, apds reacdo de transesterificagdo, foram
identificados como 4&cido palmitico (11a), 4cido octadedadienoico (11b) e acido-
8-dodecendico (11¢). A fragdo contendo triglicerideos foi isolada do subextrato

hexanico do meio de arroz, sendo que suas estruturas foram identificadas através
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de experimentos de RMN de 'H, CG-EM e comparacgdo com dados da literatura

(SILVA, 2007).

(0]
I VN

+—0

i3

Lo

FIGURA 4.68- Substancia 11.

O espectro de RMN de 'H dos triglicerideos 11 apresentou um multipleto
em O 0,79, sinal tipico de metila terminal; sinais intensos na regido de 6 1,19
caracteristicos de metilenos de cadeia alquilica, um tripleto em 6 1,52 referente
aos metilenos a a carboxila de éster, um multipleto em o 1,94 caracteristico de
metilenos vizinhos a ligacdo dupla na cadeia alquilica, um tripleto em 6 2,18 de
metileno a a carboxila de éster, um duplo dubleto em & 4,01, um tripleto em o
2,67 do metileno a a carboxila e um multipleto em 6 5,24 do metino
acilcarbinolico (FIGURAS 4.69 a 4.72). Estes dados obtidos foram comparados
com a literatura e levaram a confirmag¢do de um triglicerideo.

Para a identificagdo dos acidos graxos que esterificam o glicerol isolado,
foi realizada reacdo de transesterificacdo (descrita no item 3.2.6) e o produto

obtido foi injetado no CG-EM para analise. Os dados obtidos sdo descritos na

TABELA 4.13.
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TABELA 4.13- Acidos graxos que esterificam o glicerol isolado

. . +
Picos Tr (min) [M'] FM Nome
Acido
01 11,73 C,7H340, 270 .
Hexadecanoico
Acido-9,12
02 14,46 C,9H340, 294 o
Octadecadienoico
03 14,89 C,9H;350, 298 Acido Octadecanoico
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FIGURA 4.69- Espectro de RMN de 'H de triglicerideos (CDCls, 400 MHz).
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FIGURA 4.70- Ampliacio do espectro de RMN de 'H de triglicerideos
(CDCl;, 400 MHz).
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FIGURA 4.71- Ampliaco do espectro de RMN de 'H de triglicerideos (CDCls,
400 MHz).
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FIGURA 4.72- Ampliagdo do espectro de RMN de 'H de triglicerideos
(CDCl;, 400 MHz).

4.4. Metabolitos Secundarios de Alternaria alternata identificadas no

co-cultivo via LC-MS

4.4.1. Avaliacao dos metabolitos no co-cultivo

Uma vez otimizados os parametros no espectrometro de massas foram
realizadas anélises de micotoxinas existentes no fungo A. alternata utilizando a
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, utilizando como
ferramenta do software Mass Lynx V4.1 a opg¢dao de ions selecionados.

Inicialmente foram injetadas como padrdo as micotoxinas isoladas, o alternariol
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e o alternariol monometil éter, e analisadas via ESI modo positivo. Como
resultado foram obtidos cromatogramas onde podem-se observar bandas com
tempo de retencdo de 25,64 minutos para o alternariol e 31,20 minutos para a
micotoxina alternariol monometil éter. Nas FIGURAS 4.73 e 4.76 estdo
ilustrados os cromatogramas de ions selecionados bem como seus espectros de

ions produtos.

KATIA

KP_ALTERNARIOL_DI Sm (Mn, 2x3) 1: Daughters of 259ES+
2

50
100

FIGURA 4.73- Cromatograma de ion selecionado para a micotoxina
alternariol.

KRR
KP_ALTERNARIOL_DI 34 (25.560) 1: Daughters of 259ES+
1.87e4

100

243.8 258.9

190.9 199.7

FIGURA 4.74- Espectro do ion produto [M+H]" 259 obtido via ESI" com 32

eV da micotoxina alternariol.
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KATIA

KP_ALTERNARIOLMONOMETIL_DI Sm (Mn, 2x3) 1: Daughters of 273ES+

31.20 213

100 1.10e6

FIGURA 4.75- Cromatograma de ion selecionado para a micotoxina alternariol
monometil éter.

KP_ALTERNARIOLMONOMETIL_DI 10 (31.249) 5: Daughters of 273ES+
22065

100,

FIGURA 4.76- Espectro do ion produto [M+H]" 273 obtido via ESI" com 32

eV da micotoxina alternariol monometil éter.

A micotoxina acido tenuazdnico foi identificada no extrato de A. alternata
a qual apresentou uma banda de absor¢ao no cromatograma de ion selecionado

em 24, 81 minutos, representado na FIGURA 4.77:
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FIGURA 4.77- Cromatograma de ions selecionados.

Para confirmar que essa substincia identificada refere-se ao acido
tenuazonico, foi feita a fragmentacio do ion precursor, [M+H]" 198, o qual pelo
perfil do espectro obtido e pela proposta de fragmentagao pode-se confirmar a

presenga da micotoxina no extrato de 4. alternata.

KP_ALTcontrole13acn1_di198 40 (24.008)

100

152.9

180.2
155.9

miz

155 160 165 170 175 180 185 180 195 200 205 210

FIGURA 4.78- Espectro de ions produtos [M+H]" 198 obtido via ESI", com 20
eV.
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Resumidamente, a TABELA 4.14 traz os respectivos tempos de retencao
obtidos e as u.m.a. das micotoxinas que foram utilizadas na otimiza¢do dos

parametros necessarios para analises.

TABELA 4.14- Micotoxinas de 4. alternata

Micotoxina u.m.a. Tempo de retencio (minuto)

Acido Tenuazonico

H 197 24,81

258 25,63

272 31,20

Uma vez otimizadas as condi¢des para as analises, os experimentos de
comparagdo de co-cultivo deram inicio. Como ja foi dito anteriormente, foram
realizados dois experimentos em paralelo, ou seja, os micro-organismos
Guignardia citricarpa e Alternaria alternata foram inoculados com cinco dias
de diferenca, sendo que o G. citricarpa foi inoculado primeiro, € no segundo

experimento foram inoculandos ambos os fungos no mesmo dia. Apds 13 dias
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de experimentos, foi feito um extrato do micro-organismo da regido de
intersec¢ao dos fungos.

Para cada experimento foi feito um cultivo dos micro-organismos para o
controle (FIGURA 4.79). A foto A ilustra A. alternata com 8§ dias de
crescimento, a foto B A. alternata com 13 dias de crescimento ¢ a foto C G.

citricarpa com 13 dias de crescimento.

FIGURA 4.79- Controle dos micro-organismos: A) A. alternata com 8 dias de
crescimento; B) A. alternata com 13 dias de crescimento; C) G. citricarpa com
13 dias de crescimento.

A FIGURA 4.80 mostra os resultados de experimento de co-cultivo, onde
A. alternata foi inoculado apos cinco dias de crescimento de G. citricarpa. A

foto A mostra o inicio do experimento ¢ B o final do mesmo.
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FIGURA 4.80- Experimentos de co-cultivo de Guignardia citricarpa e
Alternaria alternata: A) Inoculagdo de A4. alternata ap6s 05 dias de crescimento
de G. citricarpa; B) Final do experimento com o crescimento de ambos os
fungos.

A FIGURA 4.81 mostra os resultados de experimento de co-cultivo, onde
A. alternata e G. citricarpa foram inoculados a0 mesmo tempo na placa de Petri.

A foto A mostra o inicio do experimento e B o final do mesmo.

FIGURA 4.81- Experimentos de co-cultivo de Guignardia citricarpa e
Alternaria alternata: A) Inoculagdo de A. alternata e G. citricarpa a0 mesmo
tempo; B) Final do experimento com o 13 dias de crescimento de ambos os
fungos.
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Observa-se que quando A. alternata e G. citricarpa sdo inoculados ao
mesmo momento na placa de Petri, o micro-organismo causador da mancha
marrom de alternaria tem o seu crescimento acelerado quando comparado com o
experimento onde o agente causal da mancha preta dos citros ¢ inoculado
primeiro (FIGURA 4.81). Quando o G. citricarpa € inoculado primeiro na placa
de Petri, observa-se que o mesmo consegue ter o seu desenvolvimento um pouco

mais evidenciado, como pode ser visto na FIGURA 4.80.

Para simplificar a discussdo, a partir desse momento 0s experimentos

serdo chamados por siglas, como pode ser observado na TABELA 4.15:

TABELA 4.15- Siglas dos experimentos de co-cultivo de micro-organismos
causadores de doencas de citros

Experimentos Siglas

Fungos inoculados com cinco dias de diferenga EXPa

Fungos inoculados no mesmo dia EXPb
Controle Guignardia citricarpa CG

Controle A. alternata para fungos inoculados com cinco

dias de diferenca CA-EXPa

Controle A. alternata para fungos inoculados no mesmo dia | CA-EXPb

Co-cultivo de G. citricarpa e A. alternata para fungos

inoculados com cinco dias de diferenca GA-EXPa

Co-cultivo de G. citricarpa e A. alternata para fungos

) ] GA-EXPb
inoculados no mesmo dia

Deste modo, para compreender melhor o metabolismo de A. alternata os
extratos foram analisados via LC-MS. Inicialmente foi realizada uma
comparacao de ambos os experimentos com a finalidade de observar possiveis

alteragdes no perfil quimico. Em um primeiro momento, foi realizada uma
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comparagdo dos experimentos através dos extratos dos controles dos dois micro-

organismos, os quais podem ser observados na FIGURA 4.82:
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FIGURA 4.82- Cromatograma full scan dos extratos dos controles: 1) CA-
EXPa; 2) CA-EXPb; 3) CG; (UV- 254 nm).

O cromatograma full scan (FIGURA 4.82) foi possivel observar trés picos
com tempos de retencdo respectivamente para CA-EXPa (1) e CA-EXPb (2),
24,18 € 24,68; 25,58 € 25,98; 31,50 e 31,93 minutos, no entanto, estes dados nao
foram observados no cromatograma referente ao controle de G. citricarpa. O
tempo de retencao destes picos sugere a presenca das toxinas acido tenuazoénico,
alternariol e alternariol monometil éter. Estas toxinas mostraram tempos de
retencdo muito proximos quando analisados separadamente nas mesmas

condi¢des, como pode ser visto na TABELA 4.14.

Um dado que chama a ateng¢do sdo duas toxinas com tempo de retengao de
aproximadamente 24 minutos e 25 minutos, os quais podem ser atribuidos as
toxinas 4acido tenuazdnico e alternariol, respectivamente. Observa-se que no
extrato CA-EXPa a micotoxina majoritaria ¢ o alternariol (24,6 minutos) € no
extrato CA-EXPb ¢ o acido tenuazdnico (25,6 minutos). Essa diferenga pode

estar diretamente relacionada ao desenvolvimento do micro-organismo, onde no
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extrato CA-EXPb o fungo ja estd com seu metabolismo desenvolvido € com
esporos formados. O mesmo nao ocorreu no extrato CA-EXPa, onde o micro-
organismo permaneceu em crescimento por apenas 8 dias. J& o alternariol
monometil éter (31,9 e 31,5 minutos) permanece praticamente inalterado nos
dois extratos, como pode ser observado no cromatograma full scan na FIGURA

4.82.

Visando confirmar a presenca destas toxinas nos extratos CA-EXPa e CA-
EXPb, utilizou-se a ferramenta do software Mass Lynx V4.1, analisando os ions
selecionados m/z 198 (4cido tenuazdnico), m/z 259 (alternariol) e m/z 273

(alternariol monometil éter).
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FIGURA 4.83- Cromatograma de ions selecionados de acido tenuazonico dos
extratos: 1) CA-EXPa; 2) CA-EXPb. (m/z 198).
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FIGURA 4.84- Cromatograma de ions selecionados de alternariol dos extratos:
1) CA-EXPa; 2) CA-EXPb. (m/z 259).
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FIGURA 4.85- Cromatograma de ions selecionados de alternariol monometil
éter dos extratos: 1) CA-EXPa; 2) CA-EXPb. (m/z 273).

Como pode ser observado nos cromatogramas de ions selecionados
apresentados (FIGURA 4.83; 4.84 ¢ 4.85), para todos os ions as bandas de
absor¢do sdao registradas em tempos de retencdo bem proximos aos das
micotoxinas utilizadas como padrdo. Com isso pode-se confirmar a presenca

desses metabolitos produzidos pele micro-organismo.
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No entanto, ndo basta apenas verificar a presenca dessas toxinas somente
nos extratos dos controles. Portanto foi realizada a mesma analise com o extrato
obtido na regido de intersec¢do dos micro-organismos, denominada GA. No
cromatograma full scan (FIGURA 4.82) no modo UV o qual também foi
possivel observar trés picos com tempos de retencdo, os quais indicam as
mesmas micotoxinas como descritas anteriormente na TABELA 4.14,
sugerindo, portanto a presenca destas também nesses extratos.

A FIGURA 4.86 traz uma comparagdo dos extratos GA trabalhados

através dos cromatogramas de full scan.
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FIGURA 4.86- Cromatograma full scan dos extratos de GA: 1) GA-EXPa; 2)
GA-EXPb (UV- 254 nm).

Uma vez proposta a presenca das micotoxinas discutidas anteriormente,
foram processados os cromatograma de ions selecionados de m/z 198, m/z 259,

m/z 273, os quais seguem descritos nas FIGURAS 4.87, 4.88 e 4.89.
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FIGURA 4.87- Cromatograma de ions selecionados (m/z 198 — &cido
tenuazonico) do extratos de GA: 1) GA-EXPa; 2) GA-EXPb.
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FIGURA 4.88- Cromatograma de ions selecionados (m/z 259 - alternariol) do
extratos de GA: 1) GA-EXPa; 2) GA-EXPb.
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FIGURA 4.89- Cromatograma de ions selecionados (m/z 273 — alternariol
monometil éter) do extratos de GA: 1) GA-EXPa; 2) GA-EXPb.

Observando todos os cromatogramas de ions selecionados nos extratos de
GA, pode-se mais uma vez concluir que as micotoxinas acido tenuazodnico,

alternariol e alternariol monometil éter estdo presentes.

Uma vez que existem as toxinas nos extratos dos controles e nos extratos
da regido de intersec¢ao dos micro-organismos (GA) ¢ de extrema importancia
uma comparacao desses extratos para uma andlise mais aprofundada em relagao
ao metabolismo de A. alternata. Para isso foi feita uma comparacdo dos
cromatogramas full scan no modo UV de todos os extratos em ambos os

experimentos, o qual segue descrito na FIGURA 4.90.
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FIGURA 4.90- Cromatograma full scan dos extratos: 1) GA-EXPa; 2) GA-
EXPb; 3) CA-EXPa; 4) CA-EXPDb; 5) CG; (UV- 254 nm).

O cromatograma full scan descrito na FIGURA 4.91 pertencem aos
extratos quando o fungo A. alternata foi inoculado apos cinco dias de
crescimento de G. citricarpa. Nesse periodo pode-se observar pelo
cromatograma que no CA-EXPa a micotoxina 4cido tenuazonico (tr 24,18 min)
esta em menor concentragdo ¢ o alternariol (tr 25,58 min) € a toxina majoritaria.
No entanto ao analisar o extrato GA EXPa ocorre uma inversao, isto €, o acido

tenuazonico (tr 24,30 min) passa a ser a toxina majoritaria.
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FIGURA 4.91- Cromatograma full scan dos extratos: 1) GA-EXPa; 2) CA-
EXPa; 3) CG; (UV- 254 nm).

Para uma melhor interpretagdo dos resultados, ja ¢ de conhecimento na
literatura que a concentracdo do 4cido tenuazdnico aumenta a partir de cinco
dias de cultivo, atingindo seu valor méximo entre o 13° e 15° dia (STICKINGS,
et al., 1961). Outra informacao importante ¢ que a rota biossintética dessa toxina
¢ proveniente da via do acetato, o qual utiliza um aminoacido, a iso-leucina ¢ a
enzima Acetil CoA para a sua formagdo, como mostra a FIGURA 4.92, ¢ a
biossintese da micotoxina alternariol ¢ também originada pela via do acetato,

porém envolvendo uma cadeia bem maior (FIGURA 4.93).

O, OH

H [o]
\/\)kO—H = NH,
NH,

Aminoacido iso-leucina

[o]
(0] OH
i

|
H, SCoA

+Hy0

FIGURA 4.92- Biossintese da micotoxina Acido tenuazdnico.

169



Outra informagdo importante ¢ que as toxinas alternariol e alternariol
monometil éter, também tem a sua biossintese proveniente da via do acetato,

sendo que a rota biossintética do alternariol esta descrita na FIGURA 4.93.

YQ‘JM
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COOH

6 X x _SCoA

OH
Malonil- Coa =
Formacio
Lactona

Ny, L Rotacdo
O Fechamenn
do anel

HO

FIGURA 4. 93- Biossintese da micotoxina Alternariol.

Portanto, se sugere numa primeira observacao que A. alternata em apenas
08 dias no meio de cultura em contato com outro micro-organismo, nao estava
em condigdes favordveis para o seu desenvolvimento, visto que quando este foi
inoculado no meio de cultura, G. citricarpa ja estava presente e seu metabolismo
em crescente desenvolvimento. Com isso, 4. alternata para se defender e se
desenvolver desviou o seu metabolismo a favorecer a rota de biossintese para o
caminho dos aminodcidos, o qual sobrevém do ciclo de Krebs. Com isso, como
o acido tenuazonico ¢ formado pelo aminodcido iso-leucina e pela Acetil-CoA
sua formagdo ¢ favorecida, e portanto € possivel observar seu aumento
significativamente. A FIGURA 4.94 esboca um esquematicamente um caminho

favorecido bem resumidamente.
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FIGURA 4. 94- Esquema de um caminho favorecido.

A FIGURA 4.95

tlustra o estudo utilizando a ferramenta de ions

selecionados dos extratos da 4area de interseccdo dos micro-organismos

inoculados ao mesmo tempo (GA-EXPb), o controle de A. alternata (CA-EXPb)

e o controle de G. citricarpa (CG). No cromatograma full scan obtido (FIGURA

4.91), foi possivel observar que no CA-EXPb a micotoxina majoritaria € o acido

tenuazonico (tr 24,68 min) e no extrato GA-EXPb a majoritaria ¢ o alternariol (tr

25,82 min), sendo que no extrato controle de

G. citricarpa essas toxinas nao

estdo presentes. Em ambos os extratos a micotoxina alternariol monometil éter

permanece praticamente inalterada. No final de 13 dias de experimento,

observando os resultados, pode-se sugerir

desenvolvimento mais evidenciado devido a

assim ter proporcionado uma maior esporulagao.
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FIGURA 4.95- Cromatograma full scan dos extratos:

EXPb; CG; (UV-254 nm).
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Além desse fato, como ja foi mencionado, a concentracdo do &cido
tenuazonico aumenta a partir de cinco dias de cultivo, atingindo seu valor

maximo entre o 13° e 15° dia (STICKINGS, et al., 1961).

Ao analisar os cromatogramas de full scan representados na FIGURA
4.95, observa-se que o acido tenuazonico no controle (CA-EXPb) se apresentava
como a toxina majoritaria, confirmando assim os dados da literatura, o qual
afirma que a produgdo de acido tenuazOnico tem o seu Otimo em
aproximadamente 14 dias de cultivo. No entanto o que pode ser observado € que
quando se analisa a faixa de intersec¢do dos micro-organismos, o alternariol
apresenta um aumento significativo e o acido tenuazénico um decréscimo. Com
1sso pode-se sugerir que A. alternata para inibir o crescimento de G. citricarpa e
provavelmente para se defender, favorece a produgao de alternariol e alternariol
monometil éter desativando a rota biossintética (ciclo de Krebs), para a
produgdo do acido tenuazonico. Com o aumento de alternariol e seu derivado, 4.
alternata se mostrou um patdégeno fungistitico para o crescimento de G.

citricarpa.

A FIGURA 4.96 ilustra um esquema de um caminho favorecido bem

resumidamente.

/ “ Policetideos (C14) |
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x“ aminoacido || + || 2 |

FIGURA 4.96- Esquema de um caminho favorecido.

Vale destacar que os micro-organismos apresentam metabolismos

distintos, como por exemplo, 4. alternata tem uma média de crescimento de 10
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dias e o G. citricarpa aproximadamente 21 dias. Mesmo em relagdo a producao

de esporos G. citricarpa ¢ mais lenta.

4.4.2. Identificacio de toxinas de A. alternata como patogeno de citros

Como j& foi mencionado anteriormente A. alternata produz toxinas
especificas para seus hospedeiros, como por exemplo, na presenca de citros, ou
seja, as ACTs (TABELA 1.3). Essas toxinas ndo foram isoladas no estudo do
fungo desenvolvido em larga escala. Contudo estas poderiam estar presentes em
concentragdo a serem detectadas apenas por espectrometria de massas. Assim 0
extrato de A. alternata obtido por desenvolvimento em placa durante 13 dias de
cultivo, foi analisado por ions selecionados utilizando a ferramenta do software
Mass Lynx V4.1, onde foram selecionados os ions referentes &s toxinas ACTG

de massas moleculares 346, 363, 365 ¢ 400 Da.

4.4.2.1. Analise do ion [M+H]" 347

A toxina isolada do micro-organismo 4. citri, o agente causal da mancha
marrom de alternaria, foi i1solada por KONO, et. a/ (1986), a qual ¢ conhecida
por ACTG. Essa toxina ¢ conhecida por ser uma HSTs, ou seja, uma toxina
especifica encontrada em tangerinas Dancy e outras mandarinas. Na literatura
sdo descritos dois isdmeros de posicao para esta toxina, onde varia somente a

posicao da hidroxila. A FIGURA 4.97 mostra estes dois isomeros.
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FIGURA 4.97- Toxina HSTs ACTG, 346 Da.

A fim de identificar essas duas toxinas no extrato de A. alternata, foi
selecionado o fon [M+H]" 347. O cromatograma de ion selecionado da FIGURA
4.98 [M+H]" 347, mostrou a presenca deste em duas bandas cromatogréaficas
uma em 25,36 minutos ¢ a outra em 30,56 minutos com intensidade de 100 ¢
90%, respectivamente. Entretanto vale ressaltar que as demais bandas nao foram

analisadas por se tratarem de adutos.

25.36

24.06

1031 1359 1992147.83

FIGURA 4.98- Cromatograma de ions selecionados (m/z 347) do extrato de A.
alternata (CA-EXPD).

Para contatar os metabdlitos referentes aos tempos de retencao de 25 e 30
minutos aproximadamente, foi feita a fragmentacdo do ion precursor m/z 347,

para os dois tempos de retengdo, onde pode ser obtido o espectro de ions
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produtos, os quais estdo ilustrados nas FIGURAS 4.99 e 4.100. Para uma melhor

fragmentacdo dos ions precursores foram utilizadas as energias de 15 e 20 eV.
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FIGURA 4.99- Espectro de ions produtos [M+H]" 347 obtido via ESI’, com 15
eV: A) 25 minutos; B) 30 minutos.
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FIGURA 4.100- Espectro de ions produtos [M+H]" 347 obtido via ESI", com
20eV: A) 25 minutos; B) 30 minutos.

De acordo com o perfil do espectro dos ions produtos, pode-se sugerir um
caminho de fragmentacdo para as estruturas as quais foram lustradas na
FIGURA 4.97. Ambas as estruturas sdao semelhantes, exceto pela posi¢do da
hidroxila, a ou y a carbonila. Portanto, devido a essa diferenca, apenas a
fragmentacdo envolvendo a quebra do anel seria conclusiva para a confirmacao
dos isdmeros. As demais fragmentagdes envolvendo a cadeia lateral seriam as
mesmas para as duas toxinas.

Portanto, observando o espectro de ions produtos, foram propostos alguns
perfis de fragmentacdo. Um deles se inicia ocorrendo a perda de uma molécula
de 4gua a partir do ion m/z 347 fornecendo um ion m/z 329 com uma intensidade
de 100%, quando foi fragmentado com uma energia de 15 eV ou com uma
intensidade de 30% quando fragmentado com uma energia de 20eV.

A partir também de m/z 347, o qual ocorre perde de toda a cadeia lateral
juntamente com o anel de cinco membros, pode-se detectar o ion m/z 141 com
uma intensidade de 40% para a energia de colisio de 20eV. Nesse ion
rapidamente pode ocorre a perda de uma molécula de dgua detectando assim o

ion de razao massa/carga de 123.
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Pode ocorrer também fragmentacdo similar a Retro Diels-Alder
envolvendo abertura no anel de seis membros com o heteroatomo de oxigénio,
origina o ion m/z 207, o qual pode perder uma molécula de 4gua produzindo o
ion m/z 189.

A partir do ion m/z 329, a saida da cadeia lateral pode formar o ion m/z
109 com uma intensidade de 100% para a energia de 20eV. Essas propostas de

fragmentacao podem ser observadas na FIGURA 4.101.
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FIGURA 4.101- Proposta de fragmentacio para [M+H]" 347.

Para diferenciar os dois isOmeros, seria necessario observar nos espectros
de ions produtos a razdo massa/carga que referente aos ions propostos na
FIGURA 4.102. No entanto esses ions nao foram detectados. Contudo, pode-se

sugerir a existéncia desses isomeros devido aos tempos de retencao proximos e
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devido aos perfis de fragmentacdo da cadeia lateral idéntica para ambas as

toxinas, mas nao se pode concluir a presenca deles.
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FIGURA 4.102- Proposta de fragmentacdo para diferenciar os possiveis
isomeros de [M+H]" 347.

4.4.2.2. Analise do ion [M+H]" 363

Uma micotoxina de 4. alternata, foi isolada por KONO, et. al (1986), a
qual ¢é conhecida por ACTG. Essa micotoxina ¢ uma HSTs, ou seja, uma toxina

especifica encontrada em tangerinas e em seus hibridos cuja massa molar ¢ 362

Da.

OH

OH

FIGURA 4.103- Toxina HSTs ACTG, 362 Da.

Com o proposito de procurar ions da ACTG no extrato CA-EXPb
(TABELA 4.15) de A. alternata, foi realizado o monitoramento do ion m/z 363
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utilizando a ferramenta do software mass Lynx V4.1 de ions selecionados. Para
isso, foi selecionada a razao massa/carga de 363, onde foi possivel observa-lo
em duas bandas cromatograficas com um tempo de retengdo de 25,74, ¢ 30,29
minutos respectivamente, como pode ser observado na FIGURA 4.104,
sugerindo a presenga de isOmeros no extrato. As demais bandas ndo foram

analisadas por se tratarem de adutos.

cocultivo_altgui
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FIGURA 4.104- Cromatograma de ions selecionados (m/z 363) do extrato CA-
EXPb de A. alternata.

Para identificar com clareza os metabolitos condizentes com esses tempos
de reten¢do foi feita a fragmentagdo do ion precursor m/z 363 onde foi sera
obtido os espectros de ions produtos ilustrados nas FIGURAS 4.105. Para a

fragmentagdo dos ions precursores foram utilizados as energias de 15 eV.
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FIGURA 4.105- Espectro de ions produtos [M+H]" 363 obtido via ESI", com
15eV: A) 30,29 minutos; B) 25,74 minutos.

Levando em consideracao as informagdes contidas nos espectros pode-se
propor um perfil de fragmenta¢do para a toxina m/z 363 (FIGURA 4.106).
Através de perdas sucessiveis de molécula de 4gua tem origem dois ions, o m/z
345 e m/z 327. Outro caminho de fragmentacao observado ¢ a origem do ion m/z
223, com aproximadamente 25% de intensidade a partir de m/z 363 o qual se
forma com a clivagem do anel de cinco membros.

O ion m/z 363 pode sofrer perda de agua em uma fragmentagao
concertada, levando a clivagem da ligacdo entre o CH, e o anel de cinco

membros, formando o ion m/z 205.

Outro fragmento possivel a partir do ion m/z 363 ¢ a detec¢do da cadeia

lateral levando ao ion m/z 125 e posteriormente o m/z 123.
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FIGURA 4.106- Proposta de fragmentacio para [M+H]" 363.

Para diferenciar os dois isomeros, seria necessario observar nos espectros
de ions produtos a razdo massa/carga que referente aos ions propostos na
FIGURA 4.107. No entanto alguns desses ions ndo foram detectados. Contudo,
pode-se sugerir a existéncia desses isomeros devido aos tempos de retengdo
proximos e devido aos perfis de fragmentagdo da cadeia lateral idéntica para

ambas as toxinas, mas nao se pode concluir a presenca deles.
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FIGURA 4.107- Proposta de fragmentagdo para os possiveis isomeros de
[M+H]" 363.

4.4.2.3. Analises do ion [M+H]" 365

Essa toxina de A. alternata, foi obtida por KONO, et. al (1986), a qual ¢
denominada de ACTG e possui massa molar de 364 Da (FIGURA 4.108). Essa

toxina pode causar danos em tangerinas do tipo Dancy e em mandarinas.

FIGURA 4.108- Toxinas ACTG, 364 Da.

Para identificar ions dessa toxina no extrato CA-EXPb, inicialmente foi
feito um monitoramento desse ion através do experimento de ions selecionados.
Ao selecionar m/z 365, observam-se duas bandas de absorcao, sendo uma delas
de média intensidade e outra bastante intensa com tempos de retencao,

respectivamente de, 19,68 e 24,06 minutos, sendo que as demais bandas sdo
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relacionadas a adutos de sédio e acetonitrila (FIGURA 4.109). Mais uma vez,

. . A .~
pode sugerir a presenga de isdmeros de posigao.
cocultivo_altgui
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FIGURA 4.109- Cromatograma de ions selecionados (m/z 365) do extrato CA-
EXPb de A. alternata.

Para identificar realmente a presenca dessas toxinas de acordo com os

tempos de retencao, foi feita a fragmentagdo do ion precursor m/z 365, onde foi

obtido o espectro de ions produtos o qual estd representado na FIGURA 4.110.

Para

a fragmentagdo dos ions precursores foram utilizados as energias de 15 eV.
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FIGURA 4.110 - Espectro de ions produtos [M+H]" 365 obtido via ESI", com
15eV: A) 24,06 minutos; B) 19,68 minutos.
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Ao analisar os espectros de ions produtos, pode-se propor um perfil de
fragmentacdo (FIGURA 4.111) o qual se inicia com a perda de duas moléculas
de 4gua originando o ion m/z 329. A partir desse ion, pode ocorrer um rearranjo
na molécula proporcionando a abertura do anel de cinco membros. Essa abertura

facilita a perda de uma molécula de dgua, formando assim o ion m/z 311.

No entanto outro caminho de fragmentacao pode ser sugerido. A partir da
molécula protonada, m/z 365, ocorre a perda do anel de seis e de H,O, formando
assim o ion m/z 207. Na estrutura do ion formado, ocorre um rearranjo
ocasionando a abertura do anel de cinco membros e a protonacao da molécula na
hidroxila. Apos esse estagio, a molécula protonada sofre diretamente a perda de

uma unidade de 4gua formando o ion m/z 189.
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H
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FIGURA 4.111- Proposta de fragmentacio para [M+H]" 365.
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Novamente foi sugerida a presenca de isdomeros de posicao nos tempos de
retengdo de 19,68 e 24,06 minutos. Para distingui-los ¢ necessdria obter
fragmentos de razdo massa/carga especificos, como mostra a FIGURA 4.112.
No entanto, esses ions ndo foram identificados para poder afirmar a presenca
dos isdmeros. Contudo, a literatura mostra que 4. alternata produz os dois
isomeros que ACTG-A e ACTG-B, sugerindo que as duas bandas

cromatograficas identificadas nesta andalise devem corresponder a estes dois

1sOmeros.
on M
N L
)\/\>_ = C —\
+ OH
oH ||
m/z 365 (6]
m/z 321 m/z 44
on T

OH OH
N — C —_— )\/\>_
m/z 28
OH O

m/z 365 m/z 337

FIGURA 4.112- Proposta de fragmentagdo para os possiveis isOmeros de
[M+H]" 365.

4.4.2.4. Analises do ion [M+H]" 400

Outra micotoxina de A. alternata, foi previamente isolada por
MASUNAKA, et al., 2000, a qual ¢ denominada de AK e possui massa molar de
399 Da. Essa micotoxina ¢ uma HSTs, ou seja, uma toxina especifica encontrada

em pera japonesa € morango.
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FIGURA 4.113- Toxina HSTs AK, 399 Da.

Com o propdsito de procurar ions da AK no extrato CA-EXPb de 4.
alternata, foi feito o monitoramento desse ion através do experimento de ions
selecionados. Selecionando a razao massa/carga de 400, observa-se a presenga
deste em uma banda cromatografica intensa com um tempo de retencao de 41,66
minutos, como pode ser observado na FIGURA 4.114. O espectro de ions
produtos obtido apenas para a banda cromatografica em 41,66 minutos

corresponde a toxina AK (FIGURA 4.115).
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FIGURA 4.114- Cromatograma de ions selecionados (m/z 400) do extrato CA-
EXPb de 4. alternata.
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FIGURA 4.115- Espectro de ions produtos [M+H]" 400 obtido via EST".

Observando o espectro de ions produtos, pode-se propor o mecanismo de
fragmentagdo para essa estrutura o qual se inicia podendo seguir por dois
caminhos: o primeiro comec¢a com a eliminagdo de agua, formando um ion m/z
382, de intensidade de aproximadamente 37% (FIGURA 4.116). O segundo
caminho inicia-se com a perda da cadeia alifatica insaturada e abertura do
époxido, fornecendo o ion m/z 219 o qual apresenta uma intensidade de
aproximandamente 5%. Esse ion por ser instdvel sofre rapidamente perda de
uma molécula de 4gua originando assim o pico base, o ion m/z 201 de

intensidade 100%.
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FIGURA 4.116- Proposta de fragmentacio para [M+H]" 400.

4.5. Identificacao dos Compostos Volateis extraidos de A. alternata

O fungo Alternaria alternara foi submetido ao estudo de compostos
volateis. Como ja foi explicado anteriormente esse fungo foi isolado de tangor
‘Murcott’. Nao existe até o0 momento relatos na literatura sobre a identificacao
de oleo essencial desse micro-organismo, sendo assim, dessa forma, todo o
trabalho tem uma contribui¢do importante para o entendimento da producao de
metabolitos de A. alternata.

A extracdo do O6leo essencial foi realizada utilizando a técnica de
hidrodestilagdo, utilizando dois meios de cultura distintos para o fungo, sendo

eles o meio liquido Czapek’s (como descrito no item 3.2.8.1) enriquecido com
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20,0 gramas de levedura, e o meio solido arroz. A FIGURA 4.117 mostra o
micro-organismo em ambos os meios de cultura antes da extracdo dos

compostos volateis.

Figura 4.117- Crescimento de A. alternata para a extragdo de compostos
volateis: A) micro-organismo cultivado em meio solido de arroz; B) micro-
organismo cultivado em liquido de Czapek’s.

Foram observadas diferencas entre os compostos identificados nos
diferentes meios de cultivo. No meio sélido de arroz houve a producao de 38
substancias volateis sendo que no meio liquido Czapek’s enriquecido com
levedura apenas quatro compostos foram identificados. No entanto em ambos
podem ser observados compostos de baixo peso molecular. Os dois meios de
cultivo apresentaram um odor caracteristicos de micro-organismos, portanto
pode-se atribuir aos compostos de baixo peso molecular a responsabilidade

desse aroma.

Para a identificagdo desses compostos foram obtidos os indices de
retencdo e comparados com a biblioteca existente no equipamento CGMS-
QP2010 PLUS — SHIMADZU, no entanto nem todos os compostos puderam ser
confirmados. Portanto foram utilizados também como referéncias para a

identificagdo dos compostos o livro “Identification of Essencial oil Components
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by Gas Chromatography/ Mass Spectrometry” do autor Dr. Robert P. Adams ¢ a
biblioteca online http://webbook.nist.gov/chemistryy/.

Para um melhor entendimento sobre os compostos identificados, sera feito

um detalhamento de acordo com os meios de cultivo.

4.5.1. Hidrodestilacio de A. alternata em meio Czapek’s enriquecido
com Levedura

Foi realizado a hidrodestilacdo do meio de cultura sem conter fragmentos
de A. alternata, sendo esse denominado o controle do experimento e também foi
feita a hidrodestilacdo do micro-organismo em crescimento no meio de cultura,

0s quais estao representados respectivamente nas FIGURAS 4.118 ¢ 4.119.

(x10,000,000)
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0.75
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FIGURA 4.118 — Cromatograma do 6leo obtido da hidrodestilacdo do meio de
cultura sem a presenca de 4. alternata (controle).

10,000,000)
TIC

FIGURA 4.119- Cromatograma do 6leo obtido da hidrodestilagdo do micro-
organismo A. alternata em crescimento no meio de cultura para a obtengao de
compostos volateis.
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Realizando uma analise cuidadosa e criteriosa ao comparar a
hidrodestilagdo do controle com a hidrodestilagdo do micro-organismo,
observam-se quatro picos na extragdo dos volateis de A. alternata os quais nao
existiam no controle. Pode-se, portanto atribuir esses sinais a compostos volateis
produzidos pelo fungo. Na FIGURA 4.119 pose ser observado esses picos, no

entanto na FIGURA 4.120 estd a ampliagdo da regido de interesse.

(x10,000,000)
TIC

1.004

0.75+

FIGURA 4.120- Ampliagdo do cromatograma do o6leo obtido da
hidrodestilagdo do meio de cultura na presenga de A. alternata para a obtengao
de compostos volateis.

Todos os compostos identificados, quando comparados com a biblioteca

NIST apresentaram similaridade superior a 95%, os quais estdo descritos na

FIGURA 4.121.
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FIGURA 4.121- Compostos volateis identificados de A. alternata.

A TABELA 4.16 descreve os tempos de retengdo para cada composto

juntamente com o indice de retencao experimental obtido.

TABELA 4.16- Substancias identificadas do fungo Alternaria alternata em
meio CZAPECK s extraidas pelo método da hidrodestilagao
Tempo de
(%) IR IR
Pico retencdo | Composto
CG-EM | experimental | literatura
(min.)
| 20.680 Cls- 8.23 1447 1449
thujopsene
2 23.708 Widrol 5.66 1612 1612
3 31.365 | Ac. linoleico | 83.89 2136 2183
4 35.568 I- 2.22 2500 2500
Hexaconasol
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Nas FIGURAS 4.122 4 4.125 estdo ilustrados os espectros de massas

obtidos para cada pico.
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FIGURA 4.122- Espectro de massas obtido do pico 1 em t.r. 20,68 minutos.
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FIGURA 4.123- Espectro de massa obtidos do pico 2 em t.r. 23,71 minutos.
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FIGURA 4.124- Espectros de massas obtidos do pico 3 em t.r. 31,36 minutos.
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FIGURA 4.125- Espectros de massas obtidos do pico 4 em t.r. 35,57 minutos.

4.5.2. Hidrodestilacdo de A. alternata em meio de Arroz

Também foi realizado a hidrodestilagdo do micro-organismo no meio de
cultura e através da hidrodestilacdo. Para esse estudo também foi feito a
hidrodestilagdo somente do meio de cultura, sem a presenga do micro-organismo
¢ a hidrodestilagdo do meio de cultura na presenca do fungo. Foram analisados
pico por pico, sendo que os picos presentes na hidrodestilacdo do meio de
cultura na presengca do fungo foram identificados como sendo os compostos
volateis.

Para essa condicdo de meio de cultura, o micro-organismo teve um
crescimento visivelmente grande sendo que isso pode ser comprovado atraveés da
producdo de 38 compostos volateis identificados. A FIGURA 4.126, 4.127,
4.128 e 4.129 ilustra respectivamente os cromatogramas do controle, do

experimento para a extracao dos volateis e suas ampliagdes.
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FIGURA 4.126- Cromatograma do 6leo obtido da hidrodestilacdo do meio de
cultura sem a presenca de 4. alternata (controle).

(x10,000,000)
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FIGURA 4.127- Cromatograma do 6leo obtido da hidrodestilagdo do meio de
cultura na presenca de A. alternata para a obten¢cdo de compostos volateis.

(x10,000,000)
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FIGURA 4.128- Ampliagdo do cromatograma do oleo obtido da
hidrodestilagdo do meio de cultura na presenca de A. alternata para a obtengao
de compostos volateis.
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FIGURA 4.129- Ampliacdo do cromatograma do 6leo obtido da hidrodestilagdo
do meio de cultura na presenca de A. alternata para a obtengao de compostos
volateis.

Através de calculos de indice de retengdo (IR) e comparagdo com
bibliotecas de massas possibilitaram a identificacdo das substancias presentes no
oleo essencial do fungo 4. alternata em meio s6lido. A TABELA 4.17 traz os

compostos obtidos juntamente com os respectivos indices.

TABELA 4.17- Substancias identificadas do fungo Alternaria alternata em
meio so6lido de arroz extraidas pelo método da hidrodestilacao

: TR o) 1 ®r
Pico : Composto "
(min) GC-MS | ©XP-

Acido hexandico, 2-
1 8,529 hidI’OXipI’Opﬂ éter 7,68 970

Ciclohexanol, 4-

2 9.099 metil-1-(1-metil- 0.25 989
etil)-

3 10,729 | Benzenoacetaldeido 1,97 1042

4 12,648 | Acido Pentanoico 0,46 | 1107

197



Continuacdo da TABELA 4.17

Benzeno (pentil-oxi)

5 12,916 ) 16,37 1117
metil
6 14,502 | Acido propandico 0,44 1179
7 14,872 | Acido heptandico 0,06 | 1193
8 15,191 - 0,80 1206
9 15,667 - 0,18 1226
10 16,029 Acido hexandico 0,17 1240
11 16,273 - 0,15 1250
12 16,554 2-fenil etil éster 0,88 1261
Acido 2-butandico
fenil metil éster ou
13 17,663 0,25 1307
Benzeno,[(2)-2
buten-1-iloxi] metil
14 18,778 2-feniletil ester 2,37 1356
15 | 19,160 | Benzenoetanola- | g 3| 3gs
etil-a-metil
1H-
16 19.974 Benzociclohepteno, 0.05 1410
’ 2,4a,5,6,7,8- ’
hexahidro-3,5,5,9-
tetrametil-, (R)-
Espiro[4.5]dec-7-
17 20,199 |ene, 1,8-dimetil-4-(1-| 1,58 1420
metiletenil)-, [1S-
(10“34[3950’)]-
18 20,346 - 0,19 1426
19 20,503 - 1,97 1434
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Continuacdo da TABELA 4.17

20 20,732 - 4,77 1445
Benzeno
21 21,011 [(heptiloxi)metil] 0,72 1458
22 21,438 1,01 1478
Naftaleno,
1,2,3,4,4a,5,6,8a-
23 21,606 |octahydro-4a,8- 0,53 1485
dimethyl-2-(1-metil
eteno)-, [2R-
(2a,4a0,8ap)]-
Naftaleno,
decahidro-4a-metil-
24 21,719 . 0,32 1491
1-metileno-7-(1-
metiletenil)-, [4aR-
(4aa,70,8aP)]-
25 22,204 - 1,05 1513
26 22,268 - 0,62 1516
27 22,472 - 0,31 1525
28 22,838 - 0,43 1542
29 23,298 - 0,61 1564
1H-
10 24959 Benzocicloheptan-7- 4.00 1608
’ ol, 2,3,4,4a,5,6,7,8- ’
octahidro-1,1,4a,7-
tetrametil-, cis-
31 24,675 - 2,91 1630
32 25,094 - 10,42 1651
33 25,406 - 7,43 1667
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Continuacdo da TABELA 4.17

34 25,702 - 0,22 1682

35 26,393 - 4,39 1720

36 27,132 | Acido tetradecanoico| 6,83 1762

37 29,827 - 0,20 1917

38 30,626 Acido hexanoico 17,28 1968

Os compostos obtidos via CG-EM foram comparados com os sugeridos
pela biblioteca do equipamento, pela biblioteca virtual
(http://webbook.nist.gov/chemistry/) e pelo livito ADANS 2005, através do
indice de retencdo. ApoOs andlise cuidadosa de comparagdo, seguem
representados nas FIGURAS 4.130, 4.149, 4.170, 4.188 os compostos volateis

identificados presentes no 6leo essencial de Alternaria alternata.

Alguns compostos foram sugeridos, no entanto ao realizar uma busca na

literatura (SCIENCE FINDER) nao foi possivel obter informagdes dos mesmos.

Para um melhor entendimento em relagdo aos compostos identificados, os
mesmos foram reunidos em trés grupos, onde a seguir tem-se sugestoes para
cada pico e as propostas de fragmentagoes.

4.5.2.1. Grupo 01- Compostos volateis de A. alternata

Nesse grupo foram reunidos os compostos que apresentam na sua

estrutura anel aromatico e tiveram suas fragmentacoes semelhantes.
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Pico 21
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©/\ C4H»0

FIGURA 4.130- Compostos volateis identificados de A. alternata.

Identificagcao do Pico 03

O espectro de massa do pico com um tempo de retencao de 10,73 minutos
mostrou similaridade de 97% com o composto benzeno acetaldeido quando
comparado com a biblioteca NIST 05. Analisando o cromatograma na FIGURA
4.131, pode-se observar que o composto possui um ion molecular de m/z 120, o
qual fornece fragmentos de m/z 91 e¢ 65. O ion m/z 91 ¢é o mais intenso no

cromatograma, com uma intensidade de 100%, o que ¢ de se esperar, uma vez

que esse ion, o chamado ion tropilio, ¢ estavel.
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FIGURA 4.131- Espectro de massas obtido do pico 03 em t.r. 10,73 minutos.

Com base no cromatograma, pode-se sugerir uma proposta de

fragmentacgdo, a qual segue ilustrada na FIGURA 4.132.

SRS N ¢dite}

m/z 65

m/z 120 m/z 91

FIGURA 4.132- Proposta de fragmentagao para o pico 03.

Esse composto ja foi identificado em Vaccinium arctostaphylos

(NICKAVAR, et al., 2002).

Identificacao do Pico 05

O espectro de massa do pico 05 apresentou um tempo de retencdo de
12,92 minutos. Em comparacdo com a bilbioteca NIST esse composto
apresentou apenas 78% de similaridade. Portanto foi analisando o cromatograma
ilustrado na FIGURA 4.133, sugerindo um composto com o pico do ion
molecular de m/z 178, diferente daquele sugerido pela biblioteca. Este fornece
fragmentos de m/z 122, 92, 91 e 84, sendo que o ion tropilio, m/z 91, € o mais

intenso no cromatograma, com uma intensidade de 100%.
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FIGURA 4.133- Espectro de massas obtido do pico 05 em t.r. 12,92 minutos.

Com base nesse espectro, podem-se sugerir dois possiveis mecanismos de
fragmentagdo, como pode ser ressaltado na FIGURA 4.134, os quais confirmam

a proposta feita para o pico 05 de m/z 178.

H —l + !
N
o
OQW — &’\ H /
o _— t|/\/ —_—
m/z 178 m/z 86 y m/a8s o m/z 84
+.
H | ¥
oo — 00
0
O/\ m/z 91
+ +
H _| _l
o)\/\/ —_—
m/z 92

FIGURA 4.134- Proposta de fragmentagao para o pico 05.

Identificacao do Pico 06

O espectro de massas referente ao pico 06 apresenta um tempo de
retencdo de 14,50 minutos. Em comparagdo com a bilbioteca NIST esse
composto apresentou um pequeno grau de similaridade. Sendo assim, foi
analisando o cromatograma, o qual esté ilustrado na FIGURA 4.135, sugerindo
um composto com o pico do ion molecular de m/z 192, diferente daquele

sugerido pela biblioteca. Este forneceu fragmentos de m/z 104 (o mais intenso),
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91e 60, sendo que outros ions de estdo presentes, no entanto em intensidade

baixa.

100.04 104

1 65 78 10
ool Lol 0l P e L ws roa we  T—
%0 60 70 80 % 100 110 120 130 140 150 160

FIGURA 4.135- Espectro de massas obtido do pico 06 em t.r. 14,50 minutos.

Ao analisar o espectro de massas, pode-se sugerir um composto que tenha
na sua estrutura um anel aromatico, podendo assim propor quatro caminhos de
fragmentagdo. Vale ressaltar que o ion molecular nao foi detectado. Contudo, os

fragmentos detctados (FIGURA 4.136) confirmam a proposta feita.

SRS p R o e e

m/z 192 m/z 132 m/z 131 m/z103
l +.
m/z 60
mkw , O/\ O/\
m/z 105 m/z 104

m/z192

m/z 192

FIGURA 4.136- Proposta de fragmentagdo para o pico 06.
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Esse volatil ja foi identificado em seis variedades de frutas denominadas

“craapple” (Malus sp.), sendo que dentre elas pode ser citado o morango (LI, et

al., 2008).

Identificagcao do Pico 12

O espectro de massas referente ao pico com um tempo de retencdo de
16,55 minutos mostrou similaridade de 97% com o composto 2-fenil-etil-acetato
(C10H20,) quando comparado com a biblioteca NIST 05 e também com
ADANS, 2007, apresentando assim um pico do ion molecular m/z 164.
Analisando a FIGURA 4.137, observa-se que o composto fornece fragmentos de
m/z 104 (o qual € o mais intenso), € 91, podendo assim sugerir a partir do ion
tropilio a presenca de anel aromatico, confirmando a estrutura sugerida pela
biblioteca e pelo ADANS, 2007. Essas informa¢des podem ser confirmadas ao

observar o espectro de massas na FIGURA 4.137.

%
504

]
]
2]
10‘ 78

1
0:' - | 3 ”1' " T ’ ; 1 136 148 163 173 _ 180 1ﬁ§ 195 215 23
50 60 70 80 % 100 110 120 130 140 150 160 170 180 160 200 210 250

FIGURA 4.137- Espectro de massas obtido do pico 12 em t.r. 16,55 minutos.

Com base no espectro mostrado na FIGURA 4.137, pode-se propor dois
mecanismos de fragmentacdo que explica os ions citados. A proposta de

fragmentacao esta ilustrada na FIGURA 4.138.
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FIGURA 4.138- Proposta de fragmentagdo para o pico 12.

Esse composto volatil identificado como acido acético, 2-fenil etil éster, ¢
responsavel pelo aroma em diferentes queijos franceses, o qual foi produzido
por oito grupos de bactérias Brevibacterium linens, Microbacterium foliorum,
Arthrobacter arilaitensis, Staphylococcus cohnii, Staphylococcus equorum,
Brachybacterium sp., Proteus vulgaris and Psychrobacter sp. (DEETAE, et al.,
2007).

Identificacao do Pico 13

O espectro de massa do pico 13, o qual apresenta um tempo de retengao
de 17,66 minutos, apresentou baixa similaridade quando comparado com
modelos existentes na literatura. Desde modo, foi analisando a FIGURA 4.139,
sugerindo um composto com o pico do ion molecular de m/z 176. Este origina
fragmentos de m/z 176, 92 (o qual € o mais intenso), € 91, podendo assim sugerir
mais uma vez a presen¢a de um anel aromatico na estrutura. Esses dados podem

ser confirmados pelo espectro de massas representado na FIGURA 4.139.
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FIGURA 4.139- Espectro de massas obtido do pico 13 em t.r. 17,66 minutos.

Pode sugerir duas estruturas com m/z 176, sendo que ambas estdo

representadas na FIGURA 4.140.

- -

FIGURA 4. 140- Possiveis estruturas referentes ao pico 13.

Para cada uma dessas moléculas sdo sugeridas propostas de fragmentacao
listadas nas FIGURAS 4.141 e 4.142, sendo que em ambas tem-se a formacao
do ion m/z 92 e 91. No entanto somente na proposta de fragmentagao ilustrada
na FIGURA 4.141 da origem ao ion m/z 69 (CsHy) através de uma quebra
homolitica na cadeia. No entanto ambas as estruturas sdao aceitaveis, nao

podendo assim concluir a estrutura exata do composto presente no 6leo.
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FIGURA 4.141- Proposta de fragmentagao para o pico 13.

N gl

m/z 176 m/z 92
H
m/z 176 m/z 91

m/z176

m/z 69
+
W —_— P/\/
m/z 176 m/z 85

FIGURA 4.142- Proposta de fragmentagao para o pico 13.
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Identificacao do Pico 15

O espectro de massa referente ao pico 15, o qual apresenta um tempo de
retencdo de 19,16 minutos, também mostrou baixa similaridade quando
comparado com a literatura. Desde modo, inicialmente foi analisado o
cromatograma da FIGURA 4.143, o qual sugere um composto com pico do ion
molecular de m/z 164. Esse ion molecular ao ser fragmentado origina varios
fragmentos, no entanto alguns de intensidades mais elevadas, podendo citar os
de razdo massa/carga de 164, 149, 91, 71 e 71 sendo que o m/z 164 ¢ o mais
intenso no espectro. Esses dados podem ser confirmados pelo espectro de massa

representado na FIGURA 4.143.

%
100.04 164

75'Of 73
50.0: 149

1 91
25.04 €0

103 73
] 21 131
0_0: “l Lo b | “ ‘ | ‘T MiA T ‘T [ PN I 189 105 204 215 228, 245

50.0 75.0 100.0 125.0 150.0 175.0 200.0 225.0 250.0

FIGURA 4.143- Espectro de massas obtido do pico 15 em t.r. 19,16 minutos.

Assim, pode-se sugerir uma proposta de fragmentacdo, sendo que esta se

encontra 1lustrada na FIGURA 4.144.
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m/z 164 m/z 91
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+
+, -H
H - —
m/z 132 m/z 131
m/z 164

-éml
H—0%

m/z 149

FIGURA 4.144- Proposta de fragmentagdo para o pico 15.

No entanto, ao observar o espectro de massas na FIGURA 4.143, observa-
se um pequeno ion m/z 165. A presenga desse ion sugere a molécula conter

atomo de enxofre (M+1 e M+2) na molécula. Portanto, uma nova proposta de

fragmentagdo pode ser sugerida, a qual estd descrita na FIGURA 4.145.

+, ~
e OH
S—H —> I R+
O0—H

m/z7 164 m/7 73 m/7 71
+ _H i
HO, o ol
s—n = SH
m/z 164 m/z 91

FIGURA 4.145- Proposta de fragmentacdo para o pico 15, sugerindo a presenca

de enxofre.

210




Essa proposta explica os fragmentos mais intensos, m/z 73 e 71, através da
quebra homolitica na cadeia. Um segundo caminho, leva a formacdo do
fragmento m/z 91. Ainda sugerindo a presenga de enxofre na estrutura do
composto, consegue também obter os fragmentos m/z 149, 131 e 132, os quais

estao ilustrados na FIGURA 4.146.

—| + —| +
+
OH )]\)0"'\/ - OH
-CH;OH
S—H 3 SH —m>» ~

) l m/z 132 m/z 131 SH
CH,

OH
+ SH
H—0%
m/z 149

FIGURA 4.146- Proposta de fragmentagdo para o pico 15, sugerindo a presenca
de enxofre.

Concluindo, ficou dificil definir a que composto refere-se o espectro de

massas do pico 15.

Identificacao do Pico 21

O espectro de massas do pico 21 que apresenta um tempo de retengdo de
21,01 mostra como pico base m/z 96. Além desse pico outros também
apresentam alta intensidade como, por exemplo, os fragmentos de razdo
massa/carga 96 e 81, sendo que esses dados podem ser confirmados observando

o espectro de massa ilustrado na FIGURA 4.147.
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FIGURA 4.147- Espectro de massas obtido do pico 21 em t.r. 21,01 minutos.

Pelo perfil de fragmentacdo ndo foi possivel encontrar padriao de
comparagdo na literatura, uma vez que a similaridade encontrada foi na faixa de
82-87%. Portanto, mais uma vez foi proposta uma estrutura de formula
molecular C4H,,0, sendo que esta a ser fragmentada fornece fragmentos que
estdo de acordo com a razdo massa/carga oferecida no espectro de massas da
FIGURA 4.147. Em vista disso, na FIGURA 4.148 estao descritas duas

propostas de fragmentagao.

+
+. .
1 ol
OW\/\/
H
m/z 108
m/z 204

_]+ —]+_
(o} —_— \/\7\/ — M ﬂ» NS S
. +
H m/z 96 m/z 81
m/z 204
N

FIGURA 4.148- Proposta de fragmentagdo para o pico 21.

Com isso, pode-se confirmar a sugestdo da formula molecular

anteriormente mencionada e a estrutura proposta para o pico 21.
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4.5.2.2. Grupo 02- Compostos volateis de 4. alternata

Pico 1 Pico 4 Pico 7
- Oo/\iH/ \/\)J\OH CHAO o
9H 1803 CSHIOOZ 7142
Pico 8 Pico 9 Pico 10
/\/\/[(L I O/\Q I
OW /\/\/U\ N /\/\/U\OH
C11H220;3 OH CiaHi50; CsH120,
Pico 14 Pico 29 Pico 36
o o
o /\/\/\/\/\)j\ /\/\/\/\/\/\)]\
o/\(\/ OH
\/\/ILQ/\/Q C6H340, H Ci4H250,
C13H130,
Pico 38

o\\l/\/\/\/\/\/\/\/

OH

C16H320,

FIGURA 4.149- Compostos volateis identificados de A. alternata.

Identificacao do Pico 1

O primeiro pico obtido via CG-EM, tem como caracteristicas um tempo

de retencao de 8,53 minutos, a area do pico de 7,68% e um indice de retengdo de

970. Observando o espectro de massa, observa um fragmento de razio

massa/carga 73, e também o fragmento m/z 145. Esses dados podem ser

comprovados analisando a o espectro de massas ilustrado na FIGURA 4.150.
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FIGURA 4.150- Espectro de massas obtido do pico 1 em t.r. 8,53 minutos.

De acordo com o espectro de massas, podem-se propor dois caminhos de

fragmentacgdo. Isso pode ser comprovado observando a FIGURA 4.151.

L LT
/\/\/U\oﬁ/ — /\/\/U\OH —COH . AN

m/z 116 m/z 72

-CO,

o
. /\/u\ -CH, +\/u\
/\/\ + OH EEE—— OH

m/z 71 m/z 87 m/7 73

/\/\/ﬁ\o/Y—r._’ (\/I(LO/Y

m/z 174 m/;145  OH

FIGURA 4.151- Proposta de fragmentagdo para o pico 01.

Com base nesses fragmentos pode sugerir um composto de formula
estrutural CoH;3O;, diferente daquele proposto pela biblioteca NIST, cuja

similaridade estava abaixo de 90%.

Identificacao do Pico 4

O pico 4 apresenta um tempo de retencdo de 12,65 minutos. Quando
comparado com a literatura, o espectro de massas obtido apresentou baixa
similaridade. Na FIGURA 4.152 esta ilustrado o espectro de massas, o qual

apresenta m/z 73 como sendo o fragmento mais intenso.
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FIGURA 4.152- Espectro de massas obtido do pico 4 em t.r. 12,65 minutos.

Com poucas informagdes fornecidas pelo espectro de massas, pode-se
apenas sugerir um acido graxo de cadeia pequena, CsH;0O,. A FIGURA 4.153

ilustra uma proposta de fragmentacado para esse possivel acido graxo.

+.

o (o) o
\/\/U\ -C,H; +\/U\ -CH, /U\
OH ——=—» OH ———> . OH
m/z 102 m/z 73 m/z 59

FIGURA 4.153- Proposta de fragmentagao para o pico 04.

Identificacao do Pico 7

O pico 7 apresenta um tempo de retencdo de 14,87 minutos e um espectro
de massas onde os fragmentos de maior intensidades sdao m/z 73 e 58. No
entanto quando se compara com a literatura, a similaridade ¢ aproximadamente

de 78%. A FIGURA 4.154 apresenta o espectro de massas para esse pico.
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FIGURA 4.154- Espectro de massas obtido do pico 7 em t.r. 14,87 minutos.

Como para o pico 4, o qual também apresenta fragmento de razdo

massa/carga 73, pode sugerir para esse o pico 7 um 4cido graxo contendo dois
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atomos de carbono a mais em relagdo ao composto referente ao pico 4. Com isso
o perfil de fragmentacdo segue o mesmo anterior, como pode ser demonstrado

na FIGURA 4.155, a qual traz propostas de fragmentacao.

—| +.
OH CH OH + OH
4’ +/\/\n/ cn, \/\n/

m/z 130 o m/z101 O m/z81 O

l-cnz

+ OH
i +
m/z 59 o

m/z 73 o

H —|+.
/\/@YOH
—_— /\/\+

m/z 130 o m/z 1

|

+.
A~
m/z 58

FIGURA 4.155-Proposta de fragmentagdo para o pico 07.

Com essas informagdes pode-se sugerir que o composto 7 ¢ um acido

graxo, com 7 carbonos.

Identifica¢ao do Pico 8

O pico 8 apresenta um tempo de retengao de 15,19 minutos e um espectro
de massas onde o fragmento mais intenso ¢ m/z 71. Entretando ao comparar o
espectro de massas com a biblioteca NIST e com artigos existentes na literatura
foi possivel obter uma similaridade de 80%. A FIGURA 4.156 apresenta o
espectro de massas, o qual pode concluir que além de m/z 71 outros fragmentos

menos intensos estdo presentes.
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FIGURA 4.156- Espectro de massas obtido do pico 8 em t.r. 15,19 minutos.

Analisando o espectro mais uma vez pode-se sugerir uma molécula de
acido graxo com 11 atomos de carbono o qual pode ser fragmentado por dois

caminhos, como pode ser observado na FIGURA 4.157.

0 1
/\/\)J\ M OH -CO; NN
—_— —_—
m/ 2116 m/z 72
m/z 202
-CO,H l
NN

m/z 71

+.

/\/\)J\W Gl /\)J\ —cH \)J\

m/z 87
/s 202 m/z 116 z m/z 73

m/z 202 m/z 187

FIGURA 4.157-Proposta de fragmentagdo para o pico 08.

Com isso, pode-se sugerir um acido graxo com a féormula estrutural de

C11H»30;, entretanto esse composto ndo foi encontrado na literatura.

Identificacao do Pico 9

O pico 9 apresenta um tempo de retengao de 15,67 minutos € um espectro
de massas onde o fragmento mais intenso € m/z 71. Essa mesma similaridade

pode ser observada no espectro de massas para o pico 8, ilustrado na FIGURA
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4.156. Igualmente ao pico anterior, a0 comparar o espectro de massas com a

biblioteca NIST e com artigos existentes na literatura foi possivel obter uma

similaridade de 87%. A FIGURA 4.158 apresenta o espectro de massas com

todos os fragmentos, no entanto nota-se que alguns deles apresentam baixa

intensidade.
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FIGURA 4.158- Espectro de massas obtido do pico 9 em t.r. 15,67 minutos.

Analisando a FIGURA 4.159, podem ocorrer trés propostas de

fragmentacao.
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o
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FIGURA 4.159- Proposta de fragmentagao para o pico 09.

As propostas de fragmentagdes para esse pico sdao semelhantes

propostas ja explicadas para o pico 8.

218

as



Com base nesse perfil de fragmentacdo, embora a molécula apresenta um
anel aromatico na sua estrutura, o seu perfil de fragmentacao observado pelos
fragmentos obtidos estdo de acordo com as propostas sugeridas para acidos
graxos de cadeia alifatica. Entretanto esse composto ndo foi encontrado na

literatura.

Identificacao do Pico 10

O pico 10 apresenta um tempo de retencdo de 16,03 minutos € um
espectro de massas onde o fragmento mais intenso novamente ¢ m/z 71.
Novamente, ao comparar o espectro de massas com a biblioteca NIST e com
artigos existentes na literatura foi possivel obter uma similaridade de apenas

88%. A FIGURA 4.160 apresenta o espectro de massas para esse pico.
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FIGURA 4.160- Espectro de massas obtido do pico 10 em t.r. 16,03 minutos.

Analisando o espectro confirma a presenca do fragmento m/z 71
sugerindo assim uma molécula de 4acido graxo com o pico do ion molecular de
m/z 116, propondo assim uma estrutura C¢H;;0O,. Essa molécula pode se
fragmentar por trés caminhos diferentes como pode ser observado na FIGURA

4.161.
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FIGURA 4.161-Proposta de fragmentagao para o pico 10.

Com base nessas informagdes pode-se sugerir novamente um composto
pertencente a classe dos acidos graxos, ou seja, o dcido n-hexanoico. Proposta
diferente daquela sugerida pela biblioteca NIST, cuja similaridade estava abaixo

de 90%.

Identificacao do Pico 14

O pico 14 apresenta um tempo de retengdo de 18,78 minutos e um
espectro de massas onde o fragmento mais intenso € m/z 73. Igualmente aos
demais compostos, ao comparar o espectro de massas com a biblioteca NIST foi
possivel obter uma similaridade de 80%. A FIGURA 4.162 apresenta o espectro

de massas que contém todos os fragmentos, inclusive os de menor intensidade.
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FIGURA 4.162- Espectro de massas obtido do pico 14 em t.r. 18,78 minutos.
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Como pode ser observado na FIGURA 4.162, o espectro apresenta poucas
informagdes, no entanto € possivel constatar mais uma vez a presenca do ion m/z
73, sendo este o mais intenso, ¢ também o ion m/z 105. Fazendo uma pequena
ampliagdao no espectro de massas, concluiu que o pico do ion molecular ¢ 206,

indicando, portanto um composto de férmula molecular C;3H;50..

A FIGURA 4.163 ilustra uma proposta de fragmentacdo para esse

composto, um possivel éster de acido graxo.

+.
o S
\/\/U\ B
m/z 206 m/z 105
o

+.
o) | o]
N \/\/u\ -C,H; +\/U\ -CH, /U\
OH ——» OH —> OH

+
m/z 104 m/z 102 m/z 73 m/ 59

FIGURA 4.163- Proposta de fragmentagdo para o pico 14.

Pelo perfil de fragmentagao apresentado inicialmente pode-se sugerir que
o composto também pertence a classe de acidos graxos, entretanto com a
presenca de anel aromatico uma vez que o fragmento m/z 105 ¢ detectado e

também pelo pequeno fragmento m/z 91.

Identificacao do Pico 29

O pico 29 apresenta um tempo de retencdo de 23,30 minutos € um
espectro de massas onde o fragmento mais intenso ¢ m/z 69. Igualmente aos
demais compostos, ao comparar o espectro de massas com a biblioteca NIST foi
possivel obter uma similaridade de 78%. A FIGURA 4.164 apresenta o espectro

de massas que contém todos os fragmentos.
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FIGURA 4.164- Espectro de massas obtido do pico 29 em t.r. 23,29 minutos.

E possivel constatar ao observar a FIGURA 4.164 que o pico base é o fon
m/z 69, no entanto existem outros picos com alta intensidade. Para esse
composto foi sugerido a razdo massa/carga de 282, de formula molecular
Ci6H340,. Na FIGURA 4.165 estd descrito o perfil de fragmentagdo. Esse

composto ndo foi encontrado na literatura.
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— X OH m/z 157
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o
/\/\/\/\/\)j\ —|+. N
H

m/z 70 m/z 69

FIGURA 4.165-Proposta de fragmentagao para o pico 29.
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Identificacao do Pico 36

O pico 36 apresenta um tempo de retencdo de 27,13 minutos € um
espectro de massas onde o fragmento mais intenso € m/z 73. Igualmente aos
demais compostos, ao comparar o espectro de massas com a biblioteca NIST foi
possivel obter uma similaridade de 85%. A FIGURA 4.166 apresenta o espectro

de massas referente ao pico 36.
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FIGURA 4.166- Espectro de massas obtido do pico 36 em t.r. 27,13 minutos.

E possivel constatar ao observar a FIGURA 4.166 que o pico base é o fon
m/z 73, e o pico do ion molécula € m/z 228. Para esse composto, portanto, foi a

formula molecular C;4H340,. Na FIGURA 4.167 estd descrito o perfil de

fragmentagdo.

m/z 228
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NS

FIGURA 4.167- Proposta de fragmentagao para o pico 36.

223




Identificacao do Pico 38

O pico 38 apresenta um tempo de retencdo de 30,63 minutos € um
espectro de massas onde o fragmento mais intenso ¢ m/z 73, assemelhando-se ao
pico 36. Igualmente aos demais compostos, ao comparar o espectro de massas
com a biblioteca NIST foi possivel obter uma similaridade de 87%. A FIGURA

4.168 apresenta o espectro de massas referente ao pico 38.
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FIGURA 4.168- Espectro de massas obtido do pico 38 em t.r. 30,63 minutos.

E possivel constatar ao observar a FIGURA 4.168 que o pico base é o fon
m/z 73, e o pico do ion molécula € m/z 256. Para esse composto, portanto, foi a
formula molecular C;4H340,. Na FIGURA 4.169 estd descrito o perfil de

fragmentagdo, o qual ¢ 0 mesmo do pico 36.
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FIGURA 4.169- Proposta de fragmentagao para o pico 38.
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4.5.2.3. Grupo 03- Outros Compostos

Pico 11
Pico 2 . Pico 27
Pico 16
HO
OH (o]
7 CoH OH
15H24
CioH200 OH Ci5H270
C1oH1603
Pico 31 Pico 34 Pico 37
1CO .
Pico 33
OH (o]
'/
C.<Ho O OH OH OH
15H26
Ci6H120; C17H2403

FIGURA 4.170- Compostos volateis identificados de A. alternata.

Identificacao do Pico 02

Este pico apresenta um tempo de retengdo de 9,09 minutos. Ao analisar o
espectro de massas, observa-se que o pico base possui uma relagdo massa/carga
69. Ao pesquisar o perfil de fragmentacao desse composto nao foi possivel obter
uma similaridade acima de 90% para a obtencdo da possivel estrutura. A

FIGURA 4.171 apresenta o espectro de massas que contém todos os possiveis

fragmentos.
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FIGURA 4.171- Espectro de massas obtido do pico 2 em t.r. 9,09 minutos.

Observando o espectro foi possivel propor uma estrutura de um
monoterpeno hidroxilado com uma féormula molecular C;yH,,0 (m/z 156). Com
isso, foi possivel sugerir uma proposta de fragmentacdo, com trés possiveis

caminhos, a qual segue ilustrada na FIGURA 4.172.

226



- RTENEN -
— _H>
+ H
OH \f | -D I
<°\ ol od
+H H H
m/z 156 m/z 113 m/z 112 m/z 111
| " l
5 2
-H H
- -—
II b = Sy
: |
~H °£)H m/z 83
m/z 81 m/z 82
+
—l +. .6 o
+.
XN OH o . (I | ”Z |||
— L= R A
OH AN
/7 69
/270 m
m/z7 156 m/z 86 m/z7 71 m/z
+, —| +.
—l —l +
OH ’) I
m/z 156 m/z 138 m/z 96 m/z 96 m/z 81

FIGURA 4.172- Proposta de fragmentagao para o pico 02.

O composto ciclo hexanol,4-metil-1-(1-metil-etil) ja4 foi identificado em
bactéria  Clostridium difficile, presente em pacientes com doengas

gastrointestinais (GARNER, et al., 2007).
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Identifica¢ao do Pico 11

O pico 11 apresenta um tempo de retencdo de 16,27 minutos. Na

FIGURA 4.173 pode ser observado o espectro de massas o qual tem como ion

base m/z 82 com uma intensidade de 100%. Outros fragmentos sdo observados,

no entanto com intensidades menores. Entretanto, ao pesquisar compostos com

perfil de fragmentacdo similar a esse identificado, ndo foi possivel obter uma

similaridade superior a 80%.

08
L ] ;
HJTl 1“1 L 122 132 148?

50 60 70 80 g0 160 110 120 130 140 150

i
175 184 1 208 213 221
160 170 180 1go 2%)0 2l0 250

FIGURA 4.173- Espectro de massas obtido do pico 11 em t.r. 16,27 minutos.

Portanto, com base na FIGURA 4.173 foi proposta um perfil de

fragmentagdo (FIGURA 4.174) sugerindo um monoterpeno de formula

molecular C;(H;¢O e pico do ion molecular de razdo massa/carga 184.
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FIGURA 4.174- Proposta de fragmentagdo para o pico 11.

A estrutura refrente ao pico 11 nao foi encontrada na literatura.

Identificacao do Pico 16

O pico 16 apresenta um tempo de retencdo de 19,97 minutos. Analisando

o espectro de massas ilustrado na FIGURA 4.175 pode-se concluir que o pico

ion base ¢ m/z 119 e o pico do ion molécula ¢ m/z 204. Outros fragmentos

também s3o observados, no entanto com intensidades menores. Ao comparar

esse perfil de fragmentacdo com a biblioteca NIST, obteve-se uma similaridade

de 85%.
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FIGURA 4.175- Espectro de massas obtido do pico 16 em t.r. 19,97 minutos.

Com isso, pode-se propor uma fragmentacdo a qual pode seguir dois

caminhos distintos, como pode ser observado na FIGURA 4.176.
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m/z 152
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FIGURA 4.176- Proposta de fragmentagdo para o pico 16.

O primeiro caminho leva a formagao de m/z 152 a partir do pico do ion

molecular m/z 204. O outro caminho leva a formac¢ao de m/z 151.

Esse composto ¢ um sesquiterpeno, porém nao corresponde com nenhum

citado pela biblioteca NIST.

Segundo a literatura, o volatil ja foi identificado em Hypericum

perforatum L., Hypericum tetrapterum Fries e Hypericum olympicum L.

(PAVLOVIC, et al., 20006).
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Identificacao do Pico 27

Com um tempo de retencdo de 22,47 minutos o pico 27, apresenta um
espectro de massas com um pico de ion base m/z 121 além de outros fragmentos
que sdao observados, com menor intensidade tais como m/z 168 e 83. Ao
pesquisar compostos com perfil de fragmentagao similar a esse identificado, ndo
foi possivel obter uma similaridade superior a 69%. A FIGURA 4.177 ilustra o

espectro de massas para esse composto.
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FIGURA 4.177- Espectro de massas obtido do pico 27 em t.r. 22,47 minutos.

Sendo assim, com base na FIGURA 4.177 pode ser proposta um perfil de
fragmentagao sugerindo um sesquiterpeno de formula molecular C;sH,;0 e pico

do ion molecular de razdo massa/carga 223, a qual esta descrita na FIGURA

4.178.
;‘;_I "
-H,0
OH

m/z 223 m/7 205
H
“ L ORY
-H
- —
L C |
(V_!—OH +OH H +OH
m/z 223 m/z 222 m/z7 168

FIGURA 4.178- Proposta de fragmentagdo para o pico 27.
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Esse sesquiterpeno, porém nao corresponde com nenhum citado pela

biblioteca NIST.

Identificacao do Pico 31

O pico 31 apresenta um tempo de retencao de 24,67. A partir do espectro
de massa ilustrado na FIGURA 4.179, apresenta um pico de ion base m/z 132.
Quando comparado com a literatura esse perfil de fragmentacao apresentou uma
similaridade de 75%. A FIGURA 4.179 ilustra o espectro de massas para esse

composto.
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FIGURA 4.179- Espectro de massas obtido do pico 31 em t.r. 24,67 minutos.

A partir do perfil de fragmentagdo, pode-se supor que o composto seja um
sesquiterpeno. A proposta oferecida pela literatura sugere um composto de m/z
204. Assim, foi proposto um segundo sesquiterpeno com m/z 202. A proposta de

fragmentagdo (FIGURA 4.180) reforga a presenga deste composto.
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FIGURA 4.180- Proposta de fragmentagao para o pico 31.

Com isso, pode sugerir um sesquiterpeno de formula molecular C,5H,40,

sendo que esse composto ndo foi encontrado na literatura.

Identificacao do Pico 33

O pico 33 apresenta um tempo de retengdo de 25,41. Para essa substancia
observa-se o pico de ion base m/z 132 e um pico do ion molecular de m/z 202. O
perfil de fragmentagdo para esse composto ao ser comparado com a literatura
apresentou uma similaridade de 74%. Na FIGURA 4.181 ilustra o espectro de

massa para esse composto volatil.
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FIGURA 4.181- Espectro de massas obtido do pico 33 em t.r. 25,41 minutos.

233



Ao analisar o espectro de massas pode-se sugerir um perfil de
fragmentagao (FIGURA 4.182), sugerindo um sesquiterpeno, no entanto este

nao foi encontrado na literatura.

_l"'- —|+.

-H,0

» |
OH OH OH

m/z 220 m/z 202

|
mi;132 ©

FIGURA 4.182-Proposta de fragmentagao para o pico 33.

Com a fragmentagdo e com base do modelo indicado pele NIST pode-se

concluir que o composto trata-se de um sesquiterpeno.

Identificacao do Pico 34

Com um tempo de retencdo de 27,02 minutos o pico 34, apresenta um
espectro de massas com um pico de ion base m/z 218. Ao pesquisar compostos
com perfil de fragmentacdo similar a esse identificado, nao foi possivel obter
uma similaridade superior a 85%. A FIGURA 4.183 ilustra o espectro de massas

para esse composto.
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FIGURA 4.183- Espectro de massas obtido do pico 34 em t.r. 27,02 minutos.

Ao analisar o espectro de massas a partir dos fragmentos obtidos, ¢
levando em consideracdo o modelo proposto pela bilbioteca do equipamento,
pode-se sugerir uma estrutura com o pico do ion molecular de m/z 236 e o pico
do ion base de 218 (FIGURA 4.183 e 4.184). Vale ressaltar que a estrutura
referente a m/z 218 ¢ a estrutura que condiz com o modelo indicado pela
biblioteca NIST, no entanto essa estrutura ndo foi encontrada em artigos

relacionados ao tema.

-2H
7

H
m/z 234 m/z 206 m/z 204

FIGURA 4.184- Proposta de fragmentagdo para o pico 34.

Tendo em vista uma proposta de biossintética, pode-se concluir que o
composto sugerido pode ser natural, ou seja, biossintetizado pelo fungo. Essa

proposta esta descrita na FIGURA 4.185.
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FIGURA 4.185- Proposta de biossintese para o composto referente ao pico 34.

Identificacao do Pico 37

Com um tempo de retencdo de 29,82 minutos o pico 37, apresenta um
espectro de massas com um pico de ion base m/z 205. Ao pesquisar compostos
com perfil de fragmentacdo similar a esse identificado, nao foi possivel obter
uma similaridade superior a 67%. A FIGURA 4.186 ilustra o espectro de massas

para esse composto.
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FIGURA 4.186- Espectro de massas obtido do pico 37 em t.r. 29,82 minutos.

Ao analisar o espectro de massas a partir dos fragmentos obtidos, ¢
levando em consideragdo o modelo proposto pela bilbioteca do equipamento,
pode-se sugerir uma estrutura com o pico do ion molecular de m/z 276 e o pico

do ion base de 205 (FIGURA 4.186). Vale ressaltar que a estrutura proposta
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(FIGURA 4.187) condiz com o modelo indicado pela biblioteca NIST do
equipamento, no entanto na literautra ndo foi encontrada em artigos sobre a

mesma.

m/z 57

m/z7 276

FIGURA 4.187-Proposta de fragmentagdo para o pico 37.

4.5.2.4. Grupo 04- Compostos encontrados na literatura

Nesse grupo estdo descritos todos os compostos que ao serem comparados

pela biblioteca NIST apresentaram uma similaridade superior a 93%.
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FIGURA 4.188- Compostos volateis identificados de A. alternata.

As FIGURAS 4.189 a 4.201 contém os espectro de massas de cada um
dessas substancias ilustradas na FIGURA 4.188.
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FIGURA 4.189- Espectro de massas obtido do pico 17 em t.r. 20,19 minutos.
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FIGURA 4.190- Espectro de massas obtido do pico 18 em t.r. 20,35 minutos.
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FIGURA 4.191- Espectro de massas obtido do pico 19 em t.r. 20,50 minutos.
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FIGURA 4.192- Espectro de massas obtido do pico 20 em t.r. 20,73 minutos.
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Pico 22
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FIGURA 4.193- Espectro de massas obtido do pico 22 em t.r. 21,44 minutos.
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FIGURA 4.194- Espectro de massas obtido do pico 23 em t.r. 21,60 minutos.
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FIGURA 4.195- Espectro de massas obtido do pico 24 em t.r. 21,72 minutos.
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FIGURA 4.196- Espectro de massas obtido do pico 25 em t.r. 29,82 minutos.
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FIGURA 4.197- Espectro de massas obtido do pico 26 em t.r. 29,82 minutos.
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FIGURA 4.198- Espectro de massas obtido do pico 28 em t.r. 22,84 minutos.
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FIGURA 4.199- Espectro de massas obtido do pico 30 em t.r. 24,26 minutos.
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FIGURA 4.200- Espectro de massas obtido do pico 32 em t.r. 25,09 minutos.
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FIGURA 4.201- Espectro de massas obtido do pico 35 em t.r. 26,39 minutos.

Alguns desses compostos identificados apresentam alguns estudos na
literatura, como por exemplo, o composto referente ao pico 17 ja foi identificado
Hoslundia opposita Vahl. na cidade de Zimbabwe na Africa (CHAGONDA et
al., 2005). O composto volatil correspondente ao pico 18, ja foi identificado em
Aristolochia mollissima (YU, et al., 2007). O pico 23, o composto naftaleno,
1,2,3,4,4a,5,6,8a-octahidro-4a,8-dimetill-2-(1-metill-etenil)-,[2R (2a,4aa,8ap)]-,
foi identificado em Inula viscosa e também em Inula graveolens (MARONGIU,
et al, 2003). O composto referente ao pico 24, ja foi identificado em doze
cultivares de manjericio na Colombia (basil -Ocimum spp) (VINA, et al.,
2003). O pico 30, o composto identificado como 1H-Benzociclohepten-7-ol,
2,3,4,4a,5,6,7,8-octahidro-1,1,4a,7-tetrametill-, cis-, ja foi encontrado em
Microbiota decussate, um arbusto endémico das montanhas da Sibéria

(KRAUZE-BARANOWSKA, et al., 2002).

4.6. Microscopia eletronica de Varredura (MEV)

4.6.1. MEV de tecido vegetal — Folha Tangor ‘Murcot’

ApOs 16 horas de o micro-organismo ter sido aspergido sobre as plantas,
pode-se observar que nas folhas mais jovens estava ocorrendo a formacao de
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pequenas manchas de coloragdo marrom proximo a nervura da folha (FIGURA
4.202-A). Apds 48 os sintomas tornam-se mais evidentes observando que as
lesdes se estenderam da nervura para toda a parte da folha (FIGURA 4.202-B).
Esse fato esta de acordo com a suscetibilidade de espécies de citros para A.
alternata. A suscetibilidade tem sido estudada por varios pesquisadores, pois a
mancha marrom de alternaria afeta principalmente as tangerinas, sobretudo a
variedade ‘Dancy’ (C. reticulada Blanco), seus hibridos (tangelos ‘Minneola’ e
‘Orlando’ e as tangerinas ‘Sunburst’, ‘Fortuna’, ‘Lee’ e ‘Osceola’), alguns
tangores, como ‘Murcott’ (REIS et al., 2007; BASTIAENL et al., 2009).

No entanto, a variedade de tangerinas ‘Clementina’ e seus hibridos, bem
como a tangerina ‘Cleopatra’, limas, limoes, laranja-azeda e laranja-doces sdo
resistentes a doengca em condi¢des normais de cultivo (BASTIAENL, et al.,

2009, AZEVEDO, et al., 2010).

() (b)

FIGURA 4.202 - Imagem das lesdes provocadas por A. alternata em tangor

‘Murcot’ visualizadas em esteremicroscopio (Lupa, Leica). (a) Lesdo em 16
horas apds a inoculacao do fungo (b) Lesdao em 48 horas apds a inoculacao do
fungo.

Uma vez observado a manifestagdo da doenga nas folhas de tangor

‘Murcott’, o outro passo foi a observagao da folha posicionada sobre o porta
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amostra o qual foi conduzido para a analise através da microscopia eletronica de
varredura sob pressdo ambiental (MEV — modo ESEM). Foram observados os
tecidos de folhas com a evolucao da doenga até 48 horas.

Na folha utilizada como controle (FIGURA 4.203), ou seja, aquela onde
nao foi aspergida a suspensdo de esporos observa-se que a nervura permanece
inalterada tanto na face inferior como na face superior, isso também pode ser
observado analisando um corte vertical na folha. Nota-se que todas as estruturas
internas, ou seja, a epiderme superior e inferior, o parénquima pali¢cadico e o
lacunoso, os feixes lacunosos (xilema e floema) e até mesmo os estomatos

permaneceram intactos.

(c) Corte Vertical
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FIGURA 4.203- Imagens obtidas por MEV da folha controle de Tangor
‘Murcott’.

No entanto, apds 16 horas de inoculacdo do fungo exatamente numa
pequena area de transi¢ao entre a lesdo e o tecido sadio, pode-se observar uma
pequena colonizagdo de conidios na face superior da folha (FIGURA 4.204-A),
no entanto sem a formacdo de apressorios (FIGURA 4.204-C). Observa-se
também que nesse periodo de evolucdo da doenca ha a formagdo do tubo

germinativo € em alguns casos o seu prolongamento como pode ser observado

na FIGURA 4.204-B.

1|mode
M| SE 2

(a)Face Adaxial (b) Face Adaxial

20 ym
INCT Hympar Sudeste

(¢) Face Adaxial

FIGURA 4.204 - Eletrofotomicrografias de varredura obtidas da folha com 16
horas sintomaticas de Tangor ‘Murcott’: A) Superficie foliar com a presenga de
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alguns conidios; B) Aumento de 1800 vezes em um conidio; C) Aumento de
5343 vezes em conidios.

Apds 24 horas de inoculagdo de A. alternata verificou-se uma maior
formagao de hifas e um aumento do numero de conidios, ocasionando assim um
aumento na infecgcdo. Nesse estdgio da doenca observa-se que as hifas estdo
envolvidas por um tipo de substancia com aspecto de gel. Constata-se também
nessa imagem a formagao de apressorios, os quais estdo indicados na FIGURA
4.205-A.

Na FIGURA 4.205-B observa-se a penetragdo de uma estrutura
denominada apressorio, a qual ¢ utilizada em fixacdo, pela abertura estomatal,
localizada na face inferior da folha. Segundo AKIMITSU et al. (2003) foi
verificado a penetracdo pelo estomato sem a formagdo de apressorio enquanto
SOLEL e KIMCHI, 1997, observaram a penetracdo apenas através da formagao
de apressorio. Isso difere do que foi possivel observar na FIGURA 4.205-B.

Na FIGURA 4.205-C tem-se um corte vertical da folha. Uma amostra
desse tecido proxima a nervura foi observada no MEV. Devido ao fato do fungo
ter sido aplicado na parte superior da folha e a sua penetragao ter ocorrido pelo
estbmato que se situa na parte inferior, observa-se que apds 24 horas de
infec¢do, a folha comeca a apresentar um pequeno desarranjo em relagdo as suas
estruturas internas, sendo que uma das estruturas mais afetadas sdo os

parénquimas, sugerindo assim a transi¢do do micro-organismo pela folha.
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FIGURA 4.205 - Eletrofotomicrografias de varredura obtidas da folha de
Tangor ‘Murcott’com 24 horas apds apresentarem lesdes: A) Evolug¢do da
doenga e formacdo de apressorios; B) Penetracdo do micro-organismo pelo
estdmato da folha; C) Corte vertical na folha de tangor ‘Murcot’.

Com 48 horas de infec¢do, na parte superior da folha, observa-se a um
grande aumento na colonizagdo (FIGURA 4.206-A) sendo que ao aumentar a
imagem depara-se um grande numero de conidios, os quais apresentam-se
interligados, ou seja, na forma de cadeia, alguns ovoides outros obclavados com

0s septos transversais evidenciados, como pode-se observar na FIGURA 4.26-B.
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As FIGURAS 4.206-C e 4.206-D, as quais representam a face inferior da
folha, mostra-se totalmente congestionada, com uma ampla colonizagdo por
conidios impedindo a visualizagdo de tecido sadio da epiderme. Observa-se que
na FIGURA 4.206-D os estdmatos sugerem estar preenchidos por apressorios,
estruturas de fixagdo do micro-organismo.

De pose da FIGURA 4.206-E, conclui-se que toda a estrutura interna da
folha foi alterada devido a colonizacdo do fungo, ocasionando assim

rompimentos nas células dos parénquimas.
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(e) Corte Vertical

FIGURA 4.206 - Eletrofotomicrografias de varredura obtidas da folha de
Tangor ‘Murcott’com 48 horas apds a inoculagdo de A4. alternata: A) Aumento
de conidios na folha; B) Conidios interligados; C) Face inferior da folha; D)

Suposta presenca de apressorios nas cavidades dos estomatos; E) Corte vertical
na folha de tangor ‘Murcot’.
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Como ja fo1 mencionado, em relacao a penetracdo do micro-organismo na
superficie da folha existem relatos na literatura defendendo duas vertentes.
Alguns pesquisadores relatam que o fungo pode penetrar diretamente na
epiderme ou através dos estdmatos, porém sempre associado com a formacgao de
apressorio para facilitar a penetragdo (SOLEL et. al, 1998). RENAUD (2005)
relata que a penetragdo do patdgeno no hospedeiro ocorre, em sua grande
maioria, através da superficie da folha, apds a formacao de apressorios. Outros
estudos indicam que a penetragdo ocorre através dos estomatos sem a formagao
de apressorio (BHATIA et. al, 2002). A ndo ocorréncia da formagdo do
apressorio também foi verificada por PEGG (1966) e sempre a penetracdo do

fungo fo1 através das areas necroticas.

4.6.2. MEYV do Patogeno Alternaria alternata

A fim de compreender melhor os conidios formados pelo fungo foram
feitas imagens através de uma lupa e do microscopio eletronico de varredura.

A FIGURA 4.207 exibe uma foto obtida com a Lupa com uma escala de 5
mm e de 10 mm. Essa foto foi obtida colocando a placa de Petri sob a LUPA
com o fungo com 20 dias de crescimento, onde foi possivel observar uma grande

massa micelial.

FIGURA 4.207- Foto obtida na LUPA de um cultivo de 4. alternata.
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Para as imagens no microscopio um fragmento com 0,3 cm de diametro
foi depositado sobre o porta amostra.

Em um primeiro momento foi observado com um aumento de 300 vezes
uma grande quantidade de hifas dificultando a observagao de conidios, como
mostrado na FIGURA 4.208-A. No entanto com um aumento de
aproximadamente 3000 vezes a imagem da FIGURA 4.208-B exibe os conidios
interligados em forma de cadeia, como ja havia sido observado em analise do
tecido vegetal demonstrado na FIGURA 4.206-B. Os conidios de A4. alternata
sdo grandes e apresentam septos transversais e sao frequentemente obliquos ou
longitudinais, sendo que em relacdo as fotos demonstradas nas FIGURAS 4.208-
B e 4.208-C os septos se apresentam na forma longitudinal. Os conidios podem
apresentar-se sem cauda, quando elipsoides, ou com cauda cilindrical, sendo que
as duas formas podem ser observadas nas imagens das FIGURAS 4.208-B ¢
4.208-C.
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FIGURA 4.208- Imagens obtidas no Microscopio eletronico de varredura de A.
alternata, crecido em placa de Petri em meio BDA.

Ja ¢ de conhecimento na literatura que os conidios de Alternaria sao
catenulados, ou seja, formados em cadeias, ou solitarios, tipicamente ovoides ou
obclavados, que freqiientemente sdo rostrados, de coloragdo marrom claro a
escuro ¢ muticelulados, com septos transversais e freqiientemente obliquos ou
longitudinais (ELLIS et al., 1970). As espécies também podem ser segregadas
dentro de varios grupos, de acordo com a catenulacdo (nimero de esporos na
cadeia). No entanto, a catenulacdo ¢ bastante variavel e algumas espécies podem

divergir dentro do padrao da espécie, como por exemplo, A. alternata de citros,

252



pode produzir esporos solitarios ou em cadeia, revelando grande polimorfismo
da espécie (SOLEL, 1991).
Essas informacdes estdo de acordo com as imagens obtidas por MEV,

comprovando o género Alternaria.

4.7. Ensaios Biologicos Frente a Alternaria alternata

4.7.1. Efeito das substancias naturais frente ao crescimento micelial
de A. alternata

Substancias naturais isoladas pelo grupo de Produtos Naturais foram
gentilmente cedidas e avaliadas frente ao crescimento micelial de A. alternaria.
As avaliacOes do crescimento micelial foram realizadas a cada dois dias, tendo
como referéncia o centro de cada placa de Petri onde foi inoculado o disco de
micélio com ¢ 5 cm. As medidas para as avaliacdoes foram feita sob a placa na
vertical e na horizontal em centimetros, a partir do disco de micélio inoculado,
realizando assim a média de crescimento micelial para casa placa analisada. O
crescimento micelial foi avaliado em comparagdo ao controle, onde continha
apenas o agente solubilizante DMSO. As substancias testadas que apresentassem
apenas um pequeno crescimento foram consideradas como um composto
fungistatico e as que apresentassem inibi¢ao total foram considerados como um
composto fungitdxico.

Essa metodologia de avaliagdo foi utilizada em todos os ensaios de

crescimento micelial frente a0 micro-organismo.
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4.7.1.1. Ensaio 01: substancias isoladas de Waltheria brachypetala

Waltheria brachypeta Turks, popularmente conhecida como malva
branca, ¢ um arbusto de facil adaptagdo ao clima semi-arido. Esta espécie
pertence a familia Sterculiaceae muito comum nos tropicos do globo,
principalmente Africa ¢ Asia. A familia Sterculiaceae ¢é representada no Brasil
por 11 géneros e 65 espécies, dentre estas, os géneros Melochia e Waltheria
pertencentes a tribo Hermannieae. Essa planta tem despertado interesse devido
ao seu uso na medicina tradicional, bem como pela presenga de alcaldides em

todos os estudos fitoquimicos realizados com as espécies desta tribo.

Nesse ensaio foram avaliados frente ao crescimento micelial os alcaloides
isolados de Waltheria brachypeta cedidos pelo doutorando do departamento de
Quimica da UFSCar, Murilo Marinho de Castro Lima. Os alcaldides ensaiados

estao descritos na TABELA 4.18.

TABELA 4.18 — Susbtancias isoladas de raiz de Waltheria brachypeta

Waltheriona A

Isolamento: Raiz

Waltheriona B

Isolamento: Raiz

OCHj

Brachytelona

OCHs3 Isolamento: Raiz

OCHj
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Nesse ensaio, as avaliacoes para o crescimento micelial foram realizadas a
cada dois dias, totalizando 10 dias de experimento, onde se baseou no centro de
aplicagdo do inoculo como referencial para as medidas. No total para cada
susbtancia foram feitas cinco repeti¢des.

Analisando o gréafico representado na FIGURA 4.209, todos os compostos
ensaiados apresentaram uma inibicdo frente ao crescimento micelial. Entretanto
a substancia que merece destaque nesse ensaio ¢ a brachytelona que apresentou
mais de 50% de inibigdo, seguido dos alcaldides waltheriona A e waltheriona B.

Na literatura ndo existe publicagdes envolvendo ensaios biologicos de
atividade antifingica para a susbtincia brachytelona. Contudo o alcaldide
walteriona A exibiu atividade antifingica contra Candida albicans,

Cryptococcus neoformans e Saccharomyces cerevisiae (EMILE, et al., 2007)
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FIGURA 4.209- Efeito dos compostos naturais ensaiados frente ao crescimento
micelial de Alternaria alternata.

255



4.7.1.2. Ensaio 2: Substancias isoladas de Citrus sinensis (L.) Osbeck
x Citrus reticulata Blanco (tangor ‘Murcott’)

A mancha marrom de Alternaria (MMA), causada pelo fungo Alternaria
alternata f. sp. citri patdtipo tangerina, afeta frutos, folhas e ramos de
tangerinas, tangores e tangelos e provoca queda de folhas, seca de ramos e
queda prematura de frutos, comprometendo a produtividade das plantas. As
lesoes da doenca em frutos reduzem também o seu valor quando
comercializados in natura (SASSERON, 2008). Testes de patogenicidade
mostraram a susceptibilidade das tangerinas frente ao patdégeno Alternaria
alternata. Perante essa informacdo vem sendo desenvolvido no laboratério de
Produtos Naturais da UFSCar, pela doutoranda Marsele Machado Isidoro, o
estudo quimico para isolar e identificar metabdlitos existentes no tangor
‘Murcott’. Nesse trabalho foram isolados alguns metabolitos de diferentes partes

da planta e ensaiados frente ao fitopatogeno, os quais estdo descritos na

TABELA 4.19.
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TABELA 4.19 - Substancias ensaiadas frente ao A. alternata isoladas de

diferentes partes de tangor ‘Murcott’

Apigenina 7-rutinosidio
Isoladas das folhas

flavonoide

Limonina
Isoladas das folhas e raiz

limonoide

HO

Lupeol
Isolada das folhas

triterpeno

Nobiletina
Isolada das folhas

flavonoide
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Continuacao da TABELA 4.19

OCH;
Tangeretina
Isolada das folhas

flavonoide

Xantiletina

Isolada da raiz

cumarina

Nesse ensaio, as avaliacdes para o crescimento micelial foram realizadas a
cada dois dias, totalizando 10 dias de experimento, onde se baseou no centro de
aplicagdo do indculo como referencial para as medidas.

Através do grafico crescimento micelial (cm) x Dias ilustrado na
FIGURA 4.210, que representa a média do crescimento micelial calculada para
cada amostra, obtida a partir da média das cinco repetigdes, em relacdo a
testemunha, todos os compostos ensaiados, com exce¢do do limonoide limonia
apresentaram inibi¢do frente ao crescimento micelial de A. alternata. O
triterpeno lupeol e o flavonodide nobiletina obtiveram uma inibicdo quase que
insignificante quando comparados com a testemunha.

Observando os demais compostos, ¢ possivel observar que um deles
merece atencao, a cumarina xantiletina. Esse composto de acordo com o grafico
da FIGURA 4.210 inibiu aproximadamente 50% o crescimento micelial do
micro-organismo quando comparado com a testemunha, sendo que isso pode

comecar a ser observado a partir do segundo dia de experimento.

A cumarina xantiletina ¢ uma substidncia majoritaria na raiz de tangor
‘Murcot’, e vale salientar que o estudo da atividade antifungica dessa substancia
j& € de conhecimento no grupo de Produtos Naturais da UFSCar (DE MELO et
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al., 2009; RIBEIRO, 2006) e uma busca na literatura comprova sua acao anti-
cancerigena (ANAYA et al., 2005; GUNATILAKA, et al., 1994), contra pragas
agricolas (LUTHRIA, et al.,, 1989) e sua acdo anti-fungica (SARDARI et al.
2000; e KHAN et al. 1985). Visto que ainda nao ha relatos na literatura de
ensaios in vitro desta cumarina frente a Alternaria alternata esse resultado ¢ de
extrema relevancia. Os flavonoides apigenina 7-rutinosideo e tangeritina, os
quais inibiram aproximadamente 30% em relagdo a testemunha, mostraram fraca
atividade frente ao fungo.Vale ressaltar que esse ensaio avalia apenas o
crescimento micelial, e ndo estd envolvido diretamente com o processo de
infec¢do nas plantas, porém esta relacionado ao processo de colonizacdo. Desta
forma, ¢ de extrema relevancia a avaliacdo das amostras também frente a
germinacdo de esporos e formacao de apressorios de A. alternata, o qual sera

descrito no item 4.7.2.
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FIGURA 4.210- Efeito dos compostos naturais ensaiados frente ao crescimento
micelial de Alternaria alternata.
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4.7.1.3. Ensaio 3 — Substancias isoladas de diversas plantas

Nesse ensaio foram utilizadas varias substancias cedidas por pelos
integrantes do laboratério de Produtos Naturais. A TABELA 4.20 traz as
estruturas e as plantas as quais as substancias foram isoladas. Nota-se que foram
ensaiadas diferentes classes de produtos naturais.

TABELA 4.20 - Substancias ensaiadas frente ao A. alternata isoladas de

diferentes plantas

H
I 0 Alantoina
(0]
0=<:(N)]\ Isolada da folha
| | NH, Galipea carinata
H H
(o] OH
H3CO X Az OCH;3 Curcumina
‘ O Sigma Aldrich
HO OH
o—
7 N Frangulanina
NH
HN Hh—{i< Isolada da raiz
(o]
\/ Waltheria brachypetala Turcz
o Galato de Metila
Ho OCHj3 Isolada da raiz
Ho Astronium graveolens
OH
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Continuac¢ao da Tabela 4.20

Triterpeno 3o Hidroxiglutin-5-eno
Isolada da folha

Swinglea glutinosa

Observando o grafico ilustrado na FIGURA 4.211 observa-se que a
substdncia que apresentou uma maior inibicdo no crescimento micelial,
aproximandamente de 70%, foi a curcumina.

Ja a substancia da classe dos compostos fendlicos, o galato de metila

estimulou o crescimento do micro-organismo.
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FIGURA 4.211- Efeito dos compostos naturais ensaiados frente ao crescimento
micelial de Alternaria alternata.
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4.7.2. Efeito das substancias naturais frente a inibicio da germinacio
de esporos e formacao de apressorio de A. alternata

As mesmas substancias utilizadas no ensaio de crescimento micelial
foram utilizadas também no ensaio de germinagdo de esporos e formacao de
apressorios.

A avaliacdo do efeito das substincias naturais frente a inibicdo da
germinagao de esporos e formagao de apressorios foi realizada comparando-se
os resultados obtidos para cada substancias em relagdo ao controle, que continha
apenas DMSO e agua destilada. Foram considerados esporos germinados os que
apresentaram tubos germinativos maiores em relagdo ao proprio esporo num
intervalo de 24 horas. Nos ensaios em que a germinagao de esporos nao foi
observada no periodo de 24 horas, o composto testado foi o considerado como

um possivel agente fungitoxico.

4.7.2.1. Ensaio 01: substancias isoladas de Waltheria brachypetala

Para esse ensaio foram utilizadas as mesmas substincias descritas na
TABELA 4.18.

Toda a avaliacdo foi comparada com a testemunha, que continha apenas
DMSO e 4gua destilada previamente autoclavada. Dentre as amostras
analisadas, as trés substancias ensaiadas apresentaram resultados promissores,
todas elas na concentragdo de 100 pg.mL™". Nessa concentragio as substancias
waltheriona B, walteriona A e brachytelona inibiram em aproximadamente 90%,
80% e 95% a germinagdo de esporos. As mesmas substancias foram avaliadas
em relacdo a formagdo de apressorios, e os alcaloides watheriona B, walteriona
A e brachytelona inibiram em respectivamente 87%, 90% e 97%. Esses dados

podem ser observados ao analisar o grafico representado na FIGURA 4.212.
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Novamente nesse ensaio, embora os trés alcaloides tiveram uma atividade
antifungica de destaque, a brachytelona A também apresentou resultados
promissores em relagdo a germinacdo de esporos e formagdo de apressorios.
Como j4 foi mencionado no item 4.7.1.1, ndo ha relatos na literatura de ensaios
biologicos relatando atividade antifingica para esse composto.

Ja ¢ sabido que existe um grande interesse no estudo dos alcaldides
devido a sua multipla atividade farmacoldgicos. No sistema nervoso central os
alcaldides podem ter atividade depressiva (morfina, escopolamina) e estimulante
(estricnina, cafeina); no sistema auténomo parassimpdtico (pilocarpina),
simpatico (efedrina), anticolinérgico (atropina, hiosciamina) e o ganglionar
(nicotina). Os alcaldides também tém atividade anestésica (cocaina), antitumoral
(vimblastina, vincristina), antimaldrica (quinina), antibacteriana (berberina) e
muitas outras (RINALDI, 2007).

Ensaios de atividade antibacteriana relatada na literatura mostraram que
alcaldides inibiram o crescimento de micro-organismo do gé€nero
Staphylococcus, sendo que os mais susceptiveis foram S. aureus e S. aureus

penicillianase. (STEFANELLO et al., 2009).
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FIGURA 4.212- Efeito dos compostos naturais isolados de Waltheria
brachypetala ensaiados frente a germinacdo de esporos e formacdo de
apressorios de A. alternata.

4.7.2.2. Ensaio 2: Substancias isoladas de Citrus sinensis (L.) Osbeck x
Citrus reticulata Blanco (tangor ‘Murcott’).

A partir dos dados quantitativos obtidos para os compostos naturais
ensaiados frente ao crescimento micelial, pretendia-se ter uma resposta mais
direcionada para as estruturas reprodutivas do micro-organismo em que se da a
infec¢do nas plantas. Sendo assim, foi realizado o ensaio de inibi¢do frente a
germinacdo de esporos e formagdo de apressorios. As substancias ensaiadas
foram as mesmas utilizadas no ensaio de inibicdo do crescimento micelial
(TABELA 4.19), com o intuito de se ter um resultado complementar e mais
preciso. Assim, observou-se a partir do grafico representado na FIGURA 4.213,
que a xantiletina, na concentragdo de 100 pg.mL’' (a mesma concentra¢io
utilizada no ensaio de crescimento micelial) foi a substancia que apresentou o
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melhor resultado, a qual inibiu 87,4% a germinacdo de esporos ¢ 87,1 % a
formacao de apressorios, um resultado bastante promissor. A literatura mostra
iuameros trabalhos, onde frutos citricos tém mecanismos de resisténcia ativados,
como as fitoalexinas (escoparona e escopoletina), em resposta a diferentes tipos
de indutores biodticos e abidticos (ARRAS, 1996; RODOV et al., 1994; ALI et
al., 1991), levando a uma redug¢do nos sintomas das doencas, € assim esta
cumarina se torna uma substincia promissora, uma vez que ecla impede a
formagdo de tubos germinativos, e consequentemente a formagao de apressorios
que sdao unidades responsaveis pelo inicio do processo de infecg¢do, os quais

provocam os sintomas da mancha preta dos citros.

O flavondide apigenina 7-rutinosideo (100 pg.mL™") também apresentou
uma atividade consideravel, uma vez que inibiu cerca de 80,1% a germinagdo de
esporos e cerca de 79,7% a formagdo de apressorios, demonstrando ser uma
substancias ativa frente ao desenvolvimento germinativo de A. alternata. Ja as
substancias como o lupeol, tangeritina, limonina e nobiletina ndo mostraram
nenhum efeito sob o desenvolvimento germinativo de A. alternata, quando

comparados com a testemunha.
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FIGURA 4.213 - Efeito dos compostos naturais isolados de C. sinensis Osbeck x
C. reticulata Blanco ensaiados frente a germinacdo de esporos e formagao de
aprossorios de A. alternata.

4.7.2.3. Ensaio 3 — Substancias isoladas de diversas plantas

Na realizagao do ensaio biologico envolvendo a germinagdo de esporos e
a formagdo de apressorios, estruturas responsaveis pela penetragdo do micro-
organismo para a sua coloniza¢do, foram utilizadas as mesmas subtincias
descritas na TABELA 4.20.

Todas as substancias ensaiadas (FIGURA 4.214) mostraram perfil
fungistatico, isto ¢, apenas diminuiram o crescimento do micro-organismo.
Apenas trés das cinco substancias ensaiadas apresentaram uma inibicdo de
aproximadamente 45% na germinacao de esporos os quais sao responsaveis pela
dispersao do organismo na natureza, sendo elas a curcumina, o alcaloide
frangulanina e o triterpeno 3a hidréxiglutin-5-eno, inibindo respecitivamente,

44%, 46 ¢ 47%, em relacdo a testemunha.
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Em relagdo a formagdo de apressorios, comparando com a tetemunha, a
curcumina apresentou uma inibicado de 46%, sendo seguida pela frangulanina
(53%) e do triterpeno 3a hidroxiglutin-5-eno (57%).

Ao observar a atividade exibida do triterpeno 3a hidroxiglutin-5-eno,
pode sugerir que o micro-organismo nao consegue degradar terpenos. Em
relagdo ao alcaloide ciclo peptidico frangulanina esta apresentou uma atividade
moderada em relagdo ao fungo A. alternata, uma vez que existe na literatura
relato de moderada inibicdo frente aos organismos Candida albicans,
Cryptococcus neoformans e Saccharomyces cerevisiae (EMILE et al., 2007) . Ja
a curcumina hd relatos na literatura de atividade antifungica frente a
Phytophthora infestans, Pucchinia recondita e Rhizoctonia solani
(NAGHETINI, 2006).

Uma substancia que chamou a atengao foi o composto fendlico galato de
metila, o qual em todos os ensaios realizados estimulou o crescimento micelial,
geminacao de esporos e formacdo de apressorios quando comparados com a
testemunha. Analisando esse dado, pode-se propor a hipdtese de que o fungo A.
alternata possui um sistema enzimatico capaz de degradar compostos fendlicos
biotransformando-os em um metabdlito menos nocivo ou até¢ favoravel ao seu
crescimento. £ de conhecimento que varios acidos aromaticos fendlicos,
compostos heterociclicos e hidrocarbonetos podem ser utilizados como
nutrientes, fonte de carbono, para o crescimento de micro-organismos. No
entanto ha relatos de bactérias capazes de degradar varios compostos aromaticos
e que ndo conseguem fazer o mesmo com 4 acido galico (BEVERIDGE, 1964).

Na literatura existem relatos envolvendo este composto com atividade

somente antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus (PENNA et al., 2001).
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FIGURA 4.214- Efeito dos compostos naturais de diversas classes ensaiados
frente a germinacao de esporos e formacao de aprossoérios de 4. alternata.

4.7.3. Ensaios envolvendo o micro-organismo Guignardia citricarpa

O género Guignardia foi descrito em 1982 por Viala e Ravaz. O fungo
Guignardia citricarpa Kiely [anamorfo: Phyllosticta citricarpa (McALP.) Van
Der Aa] ¢ um Ascomiceto da ordem Dothideales, familia Dothideaceae.

O fungo Guignardia citricarpa Kiely, possuiu uma forma anamorfica a
qual corresponde a Phyllosticta citricarpa (Mc Alp.). A forma imperfeita do
fungo foi inicialmente descrita como Phoma citricarpa Mc Alpine. Pseudotécios
sdao encontrados apenas em folhas de citros caidas em decomposi¢do no solo. Os
pseudotécios sao isolados ou agregados, globosos, imersos, de coloragdo
castanho escuro a preto, com 95-125 um de didmetro, ostiolo ndo papilado,
circular, com 10-17,5 um de didmetro e pseudoparafises ausentes. Os ascos sao
cilindrico-clavados (40-64 x 12-15 um), de parede bitunicada, contendo oito

ascosporos unicelulares, hialinos, multigutulados, cilindricos com o centro
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dilatado (12,5-16 x 4,5-6,5 um) e apéndices hialinos nas duas extremidades
obtusas (BALDASSARI et al., 2001).

A fase assexual, representada por P. citricarpa, produz picnidios em
lesdes nos ramos, frutos e folhas e em folhas em decomposi¢do. Os picnidios
sdo solitarios, as vezes agregados, globosos, com 115-190 um de diametro,
coloracao marrom escura para preta, ostiolo levemente papilado, circular e com
12-14,5 um de diametro. Os conidios possuem formato obovoide para eliptico,
hialinos, unicelulares, multigutulados, com um apéndice hialino em uma das
extremidades, base truncada e medem 8-10,5 x 5,5-7 um. O conidioforo ¢
cilindrico e alongado com 9 um de comprimento (TOFFANO, 2010).

Guignardia citricarpa ¢ o agente causal de uma doenga denominada pinta
preta dos citros. Essa doenca afeta todas as variedades de laranjas doces, limoes
verdadeiros, tangerinas e hibridos e ¢ disseminada por meio de mudas, restos de
material vegetal, 4gua da chuva e vento. O principal sintoma sdo lesdes nos
frutos, que causam a sua depreciacdo no mercado pela perda do interesse na
comercializacdo desse fruto in natura. Ainda, as lesdes impedem a exportacao
dos frutos, tanto pela aparéncia quanto pela possibilidade de contaminagdo das
plantacdes dos paises importadores onde a doenga pinta preta ndo ocorre
(MAGNANI, 2007).

Visando a busca por possiveis fungicidas proveniente de produtos naturais
frente ao G. citricarpa, foram realizados ensaios de inibigdo do crescimento
micelial, germinacdo de esporos e formacdao de apressoérios utilizando

substancias isoladas do micro-organismo A. alternata.
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4.7.3.1. Ensaio de Crescimento Micelial, Germinacido de Esporos e
Formacio de Apressorios

Foi realizado o ensaio de crescimento micelial de Guignardia citricarpa
utilizando substancias isoladas de A4. alternata. As avaliacdes de crescimento
micelial foram realizadas a cada dois dias, ¢ como o crescimento do fungo G.
citricarpa nao ¢ uniforme as medidas foram baseadas no centro de aplicagdo do
inoculo como referencial. Desta maneira, realizou-se a medida vertical e
horizontal em centimetros e dessas medidas foram feitas médias para cada placa
analisada.

Os compostos ensaiados sdo provenientes do crescimento do fungo em
meio sélido de arroz, sendo que acido palmitico, 4cido octadecadienodico e
perdxido de ergosterol, isolados do subextrato hexanico, alternariol, alternariol
monometil éter e altenueno.

Analisando o grafico de crescimento micelial versus dias na FIGURA
4.215, em comparacdo com a testemunha, todos os compostos ensaiados
apresentaram atividade fungistatica em relagdo ao micro-organismo G.
citricarpa. No entanto dentre os compostos ensaiados o alternariol e alternariol
monometil éter apresentaram uma inibicdo no crescimento micelial de
aproximadamente 30% em relagdo a testemunha.

Observando o grafico de germinagdo de esporos e formacdo de
apressorios na FIGURA 4.216, os quais fornecem uma resposta mais
direcionada as estruturas reprodutivas do micro-organismo para a infeccao nos
citros, o composto que apresentou um resultado um pouco mais satisfatorio foi o
alternariol monometil éter, o qual exibiu uma inibi¢do de 59% em relagdo a
germinagdo de esporos de e 63% na formagdo de apressorios. Todos os demais
compostos no que diz respeito germinagao e formagao de apressorios ficaram na

faixa de 55% e 57% de inibicao respectivamente.
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Na literatura ha relatos de alternariol monometil éter, em ensaios frente a
outro fungo, o qual ndo inibiu o crescimento micelial de Magnaporthe grisea
mas inibiu a formagdo de apressorios numa concentracao de 10,6 ng/mL. (GU,
2009).

Outros compostos que ha relatos na literatura sobre suas atividades
biologicas sdo o alternariol e o peroxido de ergosterol. FREEMAN em 1965
constatou que o composto alternariol apresenta atividade biologica frente a
Staphylococcus, Corynebacterium betae e Escherichia coli. O peroxido de
ergosterol, o qual apresentou atividade alelopatica de esterdides sobre ervas

daninhas (DEMBITSKY, 2008).
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FIGURA 4.215- Efeito dos compostos naturais isolados de A. alternata
ensaiados frente ao crescimento micelial de Alternaria alternata.
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FIGURA 4.216- Efeito dos compostos naturais isolados de A. alternata
ensaiados frente a germinagdo de esporos e¢ formagdo de apressorios de A.
alternata.
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5. Conclusoes

Inicialmente foi feita a identificacdo do micro-organismo via PCR a qual

pode confirmar o género e a espécie trabalhada.

O fitopatégeno agente causal da Mancha Marrom de Alternaria, foi
cultivado em meio so6lido de arroz sob modo estatico e temperatura em
aproximadamente 26°C por 26 dias. Apds a extracdo e fracionamento com
diversos solventes com distintas polaridades, os subextratos foram analisados
via RMN 1H e trés deles escolhidos para o estudo quimico. Esses foram
fracionados pelas diversas técnicas cromatograficas foi possivel obter 11
substancias: alternariol monometil éter, alternariol, altertoxina, altenueno,
altenusina, uridina, uracila, 5’-inosil, ergosterol, peroxido de ergosterol e

triglicerideo o qual fo1 identificado apds uma reacdo de transesterificacao.

O estudo via LC-MS dos extratos obtidos de A. alternata quando
cultivado em placas de Petri pode-se detectar a presenca de quatro toxinas
produzidas por esse micro-organismo quando esta colonizando o citros, sendo

que uma delas antes somente foi identificada em morango.

A rota biossintética do micro-organismo também pode ser avaliada
quando A. alternata ¢ cultivado com outro fitopatogeno, o Guignardia
citricarpa. Nesse estudo resultados revelaram que a biossintese de 4. alternata ¢
desviada para a sintese de policetideos, ou seja, aumentando a producdo de
alternariol e alternariol monometil éter e diminuindo a producdo de acido

tenuazonico, impedindo assim o crescimento de G. citricarpa.

A identificagdo de compostos volateis produzidos pelo micro-organismo
em dois meios distintos forneceu resultados que contribuirdo muito para o

enriquecimento de A. alternata, uma vez que na literatura ndo existe trabalhos
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envolvendo esse micro-organismo. Foi possivel identificar mais de 35

compostos alguns deles ja identificados em algumas bactérias.

Com a finalidade de entender a colonizag¢ao do fungo em folhas jovens de
tangor ‘Murcot’, foi realizado o estudo de Microscopia Eletronica de Varredura,
MEV, no Departamento de Biologia Evolutiva, na UFSCar, sendo que os
resultados mostraram que a penetracdo do micro-organismo ocorre através dos
estdmatos, cavidades responsaveis pelas trocas gasosas. Além desse estudo
foram obtidas também imagens do micro-organismo A. alternata comprovando

a espécie.

Os ensaios biologicos frente ao fitopatégeno A. alternata, permitiu a
avaliacdo da inibicdo do mesmo in vitro frente ao crescimento micelial,
germinacao de esporos e formagdo de apressorios a partir de substancias naturais
isoladas pelo Grupo de Produtos Naturais da UFScar. Dentre as classes testadas,
as que apresentaram melhores resultados foram os alcaloides isolados de
Waltheria brachypeta ¢ a cumarina xantiletina e o flavonoide Apigenina 7-
rutinosideo isolados de Citrus sinensis (L.) Osbeck x Citrus reticulata Blanco
(tangor ‘Murcott’). O alcaloide brachytelona inibiu em 95% a germinagdo de
esporos ¢ 97% a formagdo de apressorios, a cumarina xantiletina inibiu em
aproximadamente 85% a germinagdo de esporos e a formagdo de apressorios € o
flavonoide inibiu em aproximadamente 80% a germina¢do de esporos e

formagao de apressorios.

Outros ensaios realizados visando a busca de possiveis fungicidas de
produtos naturais foi frente ao fitopatégeno G. citricarpa. Nesse ensaio foram
utilizadas substancias produzidas pelo 4. alternata com a finalidade de inibir G.
citricarpa. Dentre as substancias testadas as que apresentaram uma maior
inibicdo foi o alternariol monometil éter e alternariol as quais inibiram em média
60% a germinac¢do de esporos e a formacao de apressorios.
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Tendo em vista que esses micro-organismos sdao agentes causais de
doencas de citros, os ensaios bioldgicos mostraram que pode haver controle

dessas fitopatonicidades.

Vale ressaltar que a busca por compostos naturais ¢ uma area ainda em
ascen¢do a qual merece atengdo para o isolamento e identificacdo de possiveis

prototipos a fungicidas.
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