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RESUMO
ESTUDO DA VARIACAO DO PERFIL QUIMICO DE LARANJA PER
E TANGOR ‘MURCOTT APOS A INOCULACAO DO FUNGO
Alternaria alternata— O presente trabalho descreve o estudo da variacao
do perfil quimico de citros ap0s a inoculacdo dogtu Alternaria
alternatg responséavel pela Mancha Marrom de Alternaria (MMie é
uma das mais sérias doencas em pomares de tasgeangando grandes
prejuizos a citricultura brasileira. Para isso,cirlou-seA. alternataem
mudas de laranja péra, variedade consideradaemisish esta doenca e
tangor “Murcott”, uma das variedades mais suscstiveloenca e avaliou-
se a modificacdo dos constituintes quimicos atraeestudo utilizando
CLAE-DAD aliado a ferramentas quimiométricas e mealdos volateis
destas variedades. O estudo da interacdo histopatalentre este micro-
organismo e as variedades de citros estudadagifoi dtilizando MEV-
Ambiental, onde foi possivel observar a forma deepracdo do fungo no
tecido de citros suscetivel. Também foi feito adstfitoquimico de citros
com o objetivo de obter substancias para ensainilsiedo do crescimento
micelial e formacdo de apressorio de alternata que resultou no
isolamento de 17 metabdlitos secundarikis.analisar a variacdo do perfil
quimico dos citros estudados através da analiseiguietrica foi possivel
detectar nas folhas de tangor murcott uma posséaglosta local desta
espécie. Entdo, para verificacdo deste resultadfeifo um experimento
em RMN 'H 600 MHz onde foi observado o actmulo do flavoroid
apigenina 7-O-rutinosideo em folhas com sintomasMiA, quando
comparada as folhas controle e sem sintoma. Estdtado estimulou a
investigacdo da distribuicdo desta substancia éimagantactas de tangor
“Murcott” controle e com sintomas de MMA, que faith utilizando o
MALDI-IMS, indicando um acumulo desta substancia ewolhas

sintomaticas de tangor “Murcott”.



ABSTRACT

STUDY OF VARIATION IN THE CHEMICAL PROFILE OF
SWEET ORANGE AND 'MURCOTT' TANGOR INDUCED BY
INOCULATION OF Alternaria alternata- This paper describes the study
of variation in the chemical profile of citrus aft@oculation of the fungus
Alternaria alternata who causes the disease known as alternaria brown
spot (ABS), which is one of the most serious digsas orchards of
tangerines, causing major damage to the Brazilitiusc For this,A.
alternatewas inoculated in sweet orange (resistant) andrtblti’ tangor
(susceptible) to evaluated the modification of cloain constituents
through study using HPLC-DAD coupled with chemoneetiools and
analysis of constituents volatile of these vargeti€he histopathological
study of the interaction between this microorganena citrus varieties
studied was done using SEM-Environmental and wasemvied the
penetration of the fungus into the tissue of citrsissceptible. The
phytochemical study of citrus was done with theeobye of obtaining
substances for testing inhibition of mycelial grobwand appressoria
formation ofA. alternata which resulted in the isolation of 17 secondary
metabolites. The chemometric analyses of the vanabf the chemical
profile of citrus studied detected a possible loedponse in leaves of
“Murcott” Tangor. Then, to check this result washdan an experiment in
'H NMR 600 MHz and was observed a accumulationadfdhoid apigenin
7-O-rutinoside in leaves of “Murcott” tangor witiiraptoms of ABS, when
compared to control of this leaves. This resulhstated the investigation
of the distribution of this substance in leavesaeht“Murcott” tangor
control and leaves with symptoms of ABS, which vpesformed using
MALDI-IMS, indicating an accumulation of this subste in symptomatic

leaves of “Murcott” tangor.
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1.1 - A Citricultura Brasileira

As plantas citricas s@o originarias das regibedasntropicais e
subtropicais do continente asiatico e ilhas adf@serNo Brasil, os citrinos
foram introduzidos pelas primeiras expedicOes ¢pémoras, provavelmente na
Bahia, sendo que em 1540 j4 havia relatos de Egaggpalhadas pelo nosso
litoral (RODRIGUEZ et al., 1991).

A citricultura brasileira atualmente tem seus egfsrvoltados nas
frutas para a producao de suco, sendo o Brasil iormeaportador de sucos
citricos do mundo (LUZIA et al., 2009). O Estado $o Paulo € o principal
produtor de laranja, tangerina e lima &cida no iBI@OTEON e NEVES,
2005) e, apesar de ter a laranja doce como prineg@écie produzida, as
tangerinas e alguns de seus hibridos, especialmsiitbridos com laranja doce
(tangores), possuem grande importancia especiagnmnmercado nacional de
frutosin natura(BASTIANEL et al., 2005).

As tangerinas sao conhecidas por sua capacidadpratkizir
hibridos por cruzamento com outras tangerinas tna®espéecies de citros, tais
como as laranjas obtendo-se ‘tangores’, ou com [aenatendo-se ‘tangelos’.
As principais cultivares e hibridos de tangerinasvados no Brasil, por ordem
de area plantada, sédo a tangerina ‘Ponkai’ys reticulatg com 58%, o tangor
‘Murcott’ (Citrus sinensisx Citrus reticulatg com 23%, a tangerina ‘Cravo’
(Citrus reticulatg com 11% e a tangerina ‘Montenegrin&itfus deliciosa
com 8% (NUNEZ, 2006).

Como pode ser observado na FIGURA 1.1, as plamtasrtadas
sdo constituidas por duas partes: copa (parte istjper porta-enxerto (parte
inferior), os quais sdo provenientes de pé framtisintos. A maioria das
laranjas e tangerinas de melhor qualidade saoasbtehdo-se o limao cravo
como porta-enxerto, o qual é compativel com ascipé@is copas comerciais,

induzindo alto vigor a planta, com arvores de méligrande porte, grandes
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frutos, altas producbes e suco de qualidade intenedliana. Talvez a
caracteristica mais importante deste porta-ensgijt sua resisténcia a seca, ja
gue mais de 90% de nossa citricultura dependeldass para o suprimento de
agua, e estiagens de 60 a 120 dias durante addlorsdo comuns. Sendo
assim, o liméo cravo é o principal porta-enxertbreoo qual a citricultura
brasileira foi constituida, estando presente enseu®% das plantas citricas,
mas a pesquisa e a experimentacdo vém mostranda gtikzacao de outros
porta-enxertos como tangerina Cleopatra, Sunkirdodiata, permitem também
obter frutos de boa qualidade e maturacdo maismtarbsultando em beneficios
financeiros ao produtor (MATTOS JUNIOR al, 2005).

Clopa:
Laranjapéra

Porta-enxerto:
Limao cravo

a2

FIGURA 1.1- Laranja Péra (copa) enxertada sobram@a Cravo (porta-enxerto).

1.2. - A Familia Rutaceae

A familia Rutaceae possui 156 géneros e 1.800 espdistribuidas
por todo o mundo, especialmente em regides trapigaentes e temperadas
(COSTA et al., 2010). Os membros da familia Rutacedo fortemente
aromaticos devido a presenca de Oleos essencigiesguem importancia
consideravel como fonte de frutas citricas e alguonaamentais.

A guimiossistematica desta familia tem sido rewaspor SILVA et
al. (1988) baseando-se principalmente nos alcaloide$vadios do &cido

antranilico, cumarinas e limonoides. Os génerofadidlia Rutaceae ja foram
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classificados de acordo com suas caracteristicaldgicas e quimicas, mas
ainda existem controvérsias sobre o posicionamémonémico de alguns
géneros, estimulando o estudo de espécies aindavegiigadas.

O géneroCitrus é o representante mais importante da familia e
pertence a subfamilia Aurantioideae, tribo Citresadtribo Citrinae (MATTOS
JUNIOR et al, 2005). Seu perfil quimico é carageato pela presenca de
cumarinas, limonoides e flavonoides, mas escassquamtidade e diversidade
de alcaloides do acido antranilico (GARGHA al.,2005).

A origem do tangor ‘Murcott’ Citrus reticulatax Citrus sinensip
ndo € bem conhecida. Seu nome é uma homenagemveiasta Charles
Murcott Smith, que obteve as primeiras plantas gadas em Bayview, Florida,
Estados Unidos, em 1922. A variedade foi introdaizid Brasil pelo Instituto
Agrondmico Nacional em 1948 (FIGUEIREDO, 1991).

As laranjeiras Citrus sinensis conhecida popularmente como
laranja péra, sdo os citros de maior importanc@n@wica e originaram-se
provavelmente do cruzamento d& grandis (toranja) comC. reticulata
(tangerina) sendo que os dados citoplasmaticogesmge contribuicdo materna
deC. grandisna formacao desta espécie (ARAUJO e ROQUE, 2005).

A espécieC. limonia conhecida popularmente como limédo Cravo
possui trés provaveis cruzamentos, entre élesnedicax C. aurantifolia x
espécie néo identificad&, medicax C. aurantifoliae C. medicax C. jambhiri
Ainda para esta espécie os dados citoplasmaticlmearn-na na linhagem
materna das tangerinas, juntoCa reticulata (tangerina),C. jambbhiri (limao
Rugoso) eC. volkameriana(limao Volkameriano), podendo ter, em qualquer
um destes taxons, o seu parental materno (ARAUROQUE, 2005).
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1.3. - Estudos fitoquimicos de tangor ‘Murcott’ Citrus reticulata x Citrus
sinensig e laranja ‘Péra’ (Citrus sinensi$ sobre o porta-enxerto limao cravo
(Citrus limonia).

O grupo de Produtos Naturais (PN) da UFSCar vendastio a
interacdo de espécies @drus com patdgenos responsaveis por doencas citricas
em plantas de grande importancia econémica, conbjetivo de entender
melhor a possivel modificacdo do perfil metabolim espécies suscetiveis e
tolerantes, ampliando o conhecimento quimico sobrenecanismos de defesa
de plantas. As espécies estudadas continham o tra&o como porta-enxerto,
por ser 0 mais utilizado em campo e permitir quenadas estudadas atinjam o
estagio adulto em um tempo bem menor, facilitandoestudos durante o
desenvolvimento do mesmo. Ja foram realizados ptw grupo estudos da
interacdo planta-inseto, o qual indicou que o d@onxé&:. sinensissobre C.
limonia apresenta uma alteracdo na composicao quimicaid@®kms essenciais
guando em contato com as cigarrint@scometopia facialispertencentes a
familia Cicadellidae, as quais sao transmissores Xg&lla fastidiosa
correspondendo a uma resposta da planta ao atagteeidseto (ABDELNUR,
2006). O trabalho desenvolvido por SOARES (20119cas/eu o estudo da
variacdo do perfil quimico dgitrus sinensisobreC. limoniaapds a inoculagéo
da bactériaX. fastidiosa responsavel pela Clorose Variegada do Citros (CVC
indicando uma variagdo quantitativa de diversasacumas e flavonoides. O
trabalho desenvolvido por RIBEIRO(2008) visou complementar o
conhecimento quimico no processo de enxerti@ittas sinensiglaranja doce)
sobre C. limonia (liméo cravo), avaliando a translocacdo de curaarin
preniladas da parte inferior do enxerto para a rsupepor meio da
determinacao da atividade da enzima preniltranéeras

Através dos estudos desenvolvidos pelo grupo fesipel analisar,
separadamente, diversos constituintes da cofzitdes sinensiglaranja doce),

as follhas e o caule superior, e do porta-enxegt€@.dimonia(limao cravo), a
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raiz e o cavalo (caule inferior), identificando-seetabdlitos secundarios
pertencentes as classes dos limonoides, alcaloidesarinas e flavonoides,

como pode ser observado nas FIGURAS 1.2 e 1.3.

R; = OCH; Ry = OCH;; Ry = H; Ry= OCH;; Rg= OCH;; R;= OCH;; Rg= H (Sinensetina)

R;= OCH;; R, = OCH;; R3= H; Rs= OCHy; Rg= OCHy; R;= OCH;; Rg= OCHy (Nobiletina)

R;= OCH; Ry = H; RR= H; Ry= OCH;; Rg= OCH;; R;= OCH;; Rg= OCH; (Tangeretina)

R;= OCH; Ry = H; RR= H; Ry= OCH;; Rg= OCH;; R, = OCH;; Rg= H (tetr@-metilescutelareina)
R; = OCH;; R;= OCHy; Rg= H; Ry= OH; Ry= OCH;; R;= OCH;; Rg= OCH; (5-OH Nobiletina)

R;= OCH; Ry= OCH;; R3= H; Rs= OH; Rs= OCH;; R;= OCH;; Rg= H (5-OH Sinensetina)

R; = OCH; Ry = OCH;; Ry = OCH;; Rs = OCHy; Rg= OCH;; Ry = OCH;; Rg= OCH; (Heptametoxiflavona)
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FIGURA 1.2 - Substancias isoladas da cop&dris sinensiglaranja doce) pelo Grupo de
Produtos Naturais da UFSCar.
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FIGURA 1.3 - Substancias isoladas do porta-enx@et€. limonia (limao cravo) pelo Grupo
de Produtos Naturais da UFSCar.

Poucos séo os relatos na literatura do estudaufittigo de tangor

‘Murcott’ (Citrus reticulatax Citrus sinensis sendo descrito apenas o estudo

dos componentes volateis desta espécie (MIYAZAEL al, 2012),
(HAGENMEIER e SHAW, 2002), a investigacdo da congis quimica do
flavedo, que corresponde a parte mais externastaa @o fruto (WANGet. al,

2007) e a quantificacdo de alguns flavonoides pbiilados presentes no seu

suco (LINet. al.,2012), como pode ser observado nas FIGURAS 18.e 1.
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FIGURA 1.4 - Substancias identificadas no flavedotahgor ‘Murcott’ (Citrus reticulata x

Citrus sinensis) (WANG et. al., 2007).
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R;= OCH;; Ry = OCH;; Ry= H; Ry= OCH;; Rg= OCH;; Rz = OCH;; Rg= H (Sinensetina)

Ry = OCH;; Ry = OCH;; Ry= H; Ry= OCH;; Rg= OCH;; R; = OCH;; Rg= OCH; (Nobiletina)

R;= OCH; Ry = H; Rs= H; Rs= OCH;; Rs= OCH;; R;= OCH;; Rg= OCH; (Tangeretina)

R;= OCH; Ry = OCH;; Ry= H; Ry= OH; Ry= OCH;; R, = OCH;; Rg= H (5-OH Sinenseting)
R;= OCH;; Ry = OCH;; Ry= H; Ry= OH; Ry= OCH;; R, = OCH;; Rg= OCH; (5-OH Nobiletina)

Ry = OCH; Ry = OCH; Rg= OCHy Rs= OH; Ry= OCHy; R; = OCH; Rg= OCH;  (5-OH Tangereting)

FIGURA 1.5 - Flavonoides identificados no sucotdegor ‘Murcott’ (Citrus reticulata x
Citrus sinensis) (LIN et. al., 2012).

1.4. - Mecanismo de defesa em plantas.

Embora aparentemente indefesas frente ao atagagregsores ou
até mesmo em condicdes adversas, as plantas apresestratégias de defesa
que permitem o retardamento ou até mesmo impedeemetracdo de agentes
fitopatogénicos, tais como, fungos, bactérias,syinematodides e insetos. As
plantas sintetizam uma grande variedade de conmggatque ndo podem contar
com a mobilidade fisica para escapar de seus esiade este arsenal de
defesa € composto de resposta constitutiva, as gaaestdo presentes nas
plantas e a resposta induzida, a qual ocorre apfaqoie do fitopatdgenos ou o
inicio do estresse abiotico (GOODMAN e WOOD 1986).

Em todos os habitats naturais, as plantas séo daeycpor um
enorme numero de inimigos em potencial e expostaxias tipos de estresse
ambiental. A defesa das plantas pode ser dadaéatder producdo de alguns
compostos oriundos do seu metabolismo secundasi@ntanto, existem varios
outros modos de defesa que incluem a construcBardeiras poliméricas para a
penetracdo do patdgeno e a sintese de enzimaggusldm a parede celular do
patogeno (HAMMOND e JONES, 2000). A ativacdo do am&mo de defesa

da planta ocorre por meio de uma cascata de evergmsis que se iniciam no
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reconhecimento pela planta do agente agressor c@rpeessao de genes
especificos e culmina com a ativacéo das barrBgiaas e quimicas envolvidas
no processo (SCHALLER e RYAN, 1996).

Os mecanismos de defesa de uma planta podem sgidosvem
estruturais e bioquimicos, ambos pré ou pos-formado relacdo a tentativa de
penetracdo do patdégeno no hospedeiro.

Os mecanismos estruturais constituem-se em baréisecas a
penetracdo ou colonizacdo do patégeno. Estes msewasi podem ser
constitutivos (pré-formados) ou induzidos (pés-fadwms). O primeiro grupo
refere-se a estruturas produzidas pela planta @mdiemte da acédo de patdgenos,
tendo diversas funcdes na planta além da resiat@deste grupo pode-se citar a
presenca de cuticula, forma e niumero de estomatsss condutores de seiva, e
etc. No segundo grupo estdo 0s mecanismos deéresetcuja expressao é
desencadeada apOs o inicio das atividades do patoga superficie do
hospedeiro. Estes mecanismos podem ser a formagdwalds, papilas, ou
lignificacdo que sao barreiras celulares.

Dentre 0s mecanismos estruturais constitutivostecuda exerce
uma resisténcia a saida de agua da planta, fumdoneomo uma barreira
eficiente contra a entrada da maioria dos patéggnesolonizam a superficie.
A resisténcia a entrada de patdgenos se da pelplexddade dos polimeros de
cutina, que os torna dificeis de serem degradadrslo possivel somente por
microrganismos que apresentam como mecanismo dgueataenzimas
denominadas cutinases. Dependendo da espessuraa alensidade dessa
camada cuticular, as plantas podem ser mais ousmesnistentes.

Dentre os mecanismos estruturais induzidos, teend&posicao de
lignina que parece aumentar a resisténcia da parelddar, dificultando a
penetracdo do invasor, ja que é necessaria exprdssnzimas especificas para
degradar a lignina e continuar o avanco da colgazaUma intima relacao

entre lignificacdo e resisténcia fungica foi demiado por ASCENSAO e
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DUBERY (2003), onde através da utilizacdo de @liei induziram o aumento
da lignificacdo em raizes de bananeira correladoneom o aumento da
resisténcia ao patégeRroisarium oxysporurap.

Os mecanismos bioquimicos englobam substanciaszempde
inibir o desenvolvimento do patdégeno ou gerar ogiel adversas para a sua
sobrevivéncia nos tecidos do hospedeiro, devendar egresentes em
concentracdo adequada nas partes invadidas e pra fmessivel ao patdégeno,
de tal maneira que mudancas na concentracao deststfincias impliquem em
mudancas na expressdao da doenca (STANGAREINal., 2008). Estes
mecanismos podem ser constitutivos (pré-formadas) iruzidos (pos-
formados). O primeiro grupo refere-se as proteimmzimas e metabdlitos
secundarios (fitoanticipinas) que ja fazem parte donstituintes quimicos da
planta e neste grupo pode-se citar quitinasesnslopibidores proteicos. No
segundo grupo estado as fitoalexinas, algumas pest@istruturais e enzimas que
sdo incorporadas a matriz celular na tentativaaidiamento do patégeno e
neste grupo pode-se citar as proteinas relaciorzapga®génese (PRP), sendo as
proteinas que se acumulam no tecido vegetal ifecteesponsaveis pelas
maiores mudanc¢as quantitativas nos teores de mpaotedlivel durante as
respostas de defesa (STINTIZI et al., 1993).

Dentre 0os mecanismos estruturais constitutivosfadasi-se 0s
inibidores de proteases, que sao proteinas capgazgsgradar proteinas animais
e microbianas, mas ndo tem efeito sobre as enaiggetais. Ja as Quitinases
conseguem hidrolisar eficientemente a quitina, goeprincipal componente do
exoesqueleto de insetos e da parede celular desruitgos.

Dentre 0os mecanismos estruturais induzidos, a oeagé
hipersensibilidade (HR) é considerada um dos paisi eventos de resposta
defensiva da planta contra o ataque de patéogemasyracterizando por ser uma
resposta rapida e localizada, ocorrendo no sitinfdecdo do patégeno. Dentre

as principais caracteristicas da resposta esta@pidor e localizado colapso do
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tecido vegetal ao redor do sitio de infeccdo, ooaslo pela liberacdo de
compostos téxicos, os quais também atuam, em altasws, diretamente sobre
0 patdgeno, ocasionando sua morte (AGRIOS, 200BhoEa essa reacdo tenha
sido identificada ha quase 100 anos, ndo esta skl morte celular é uma
causa direta da resisténcia ou conseqiéncia denmmewss de sinalizacdo que
levariam aos eventos capazes de inibir a acaotdgero.

Metabolitos secundarios de defesa representamidaariguimicas
ao ataque microbiano, apresentando baixo peso ulatee podendo ser
divididos em fitoanticipinas (constitutivos) ou oflexinas (induzidos).
Fitoanticipinas sdo compostos pré-existentes queeatam em concentracao
ap0s o contato com um micro-organismo, enguanto aguditoalexinas sao
substancias produzidas pela planta nas regideslidasae na sua vizinhanca
imediata, ndo sendo observaveis antes da infed¢@N ETTEN et a] 1994.;
GRAYER e HARBORNE, 1994). Estas definicdes sao &#dae na dinamica da
sintese da molécula antimicrobiana, ndo na sua@siggo quimica, o que pode
ser confusa uma vez que, por vezes, 0 mesmo comnposnico pode ser
fitoalexina em uma planta e fitoanticipina em outraalém disso, a mesma
molécula pode ser uma fitoalexina ou fitoanticipema diferentes 6rgaos de uma
mesma planta.

Estes compostos sao produzidos como resposta ainfetgao
bacteriana ou fungica, ou outras formas de streggjando a limitar a
propagacdo de patdgenos invasores por se acumudarenolta do local da
infeccdo. E relatado na literatura que este é uncanmsmo comum de
resisténcia a patdgenos em uma vasta gama de @M ETTEN et al.,
1994;. GRAYER e HARBORNE, 1994; BAILEY e MANSFIELD]982;
DARVILL e ALBERSHEIM, 1984).

Uma forma da planta reduzir o gasto energético rnéetsiar
compostos de defesa somente ap6s um dano inicisdda por um patégeno ou

inseto. Esta estratégia pode ser arriscada, patagque inicial pode ser muito
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rapido ou muito grave para uma resposta de defetimae Além disso, alguns
agentes patogénicos desenvolveram mecanismos paranis a resposta de
defesa da planta hospedeira, fazendo com que taaja incapaz de perceber
a entrada do patégeno.

1.5. - Mancha Marrom de Alternaria (MMA).

Nos pomares de tangerinas e seus hibridos, a manairam de
alternaria (MMA), causada pelo fungdlternaria alternata tem sido
considerada a mais séria doenca fangica da atdaliddua severidade em
regides de clima umido, onde o controle € muitdcidiftem ocasionado o
abandono de plantios comerciais de variedades etti@nsuscetiveis (STUART
et al., 2009).

Os sintomas da doenca aparecem como manchas dacéaolo
marrom, de tamanho variado, em folhas, ramos edruDs sintomas podem
aparecer até em 24 h apds a infeccdo. Entretastoesibes usualmente
continuam a expandir e grandes areas da folha psdeitingidas, como pode
ser visto na FIGURA 1.6 (A), sendo que o tamanhe ldades depende da
guantidade de indculo, grau de suscetibilidade agladdos o6rgéos vegetais
(GARDNER et al., 1886; REIS et al., 2006).

Infecches severas resultam em intensa queda desfdhutos, seca
e morte de ramos [FIGURA 1.6 (B)]. As lesGes entoBupodem ocorrer de
forma circular [FIGURA 1.6 (C)] e variam desde pexaas manchas necréticas
de 2-3 mm até 10 mm de diametro. Em frutos que aeegem nas arvores, as
lesdes variam de pequenas a grandes, deprimidadatacao negra, reduzindo

seu valor no mercado de frutas frescas.
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FIGURA 1.6 -Les0Oes caracteristicas de mancha marrom de altemar tangor ‘Murcot’.
(A) Lesbes severas em folhas. (B) Lesdes em raf@pkdsdes em frutos. (BASTIANEL et
al., 2005)

O primeiro relato da doenca foi na Australia, er3,%fetando a

tangerina Emperor(itrus reticulatg (KIELY, 1964) e, posteriormente, na
Florida (EUA), em 1974, afetando a tangerina Da(MHITESIDE, 1976).
Também foi relatado em Israel (SOLEIL, 1991), Adrido Sul (SWART et al.,
1996), Espanha (VINCENEt. al., 2000), Italia (BELLA et al., 2001) Cuba
(HERRERA 1992), Colémbia (CASTRO-CAICEDO et,al994), Turquia
(CANIHOS et al, 1997), Peru (MARIN et al., 2006) e Argentind FESet.
al., 2003). No Brasil a constatacao da doenca foi ooafia inicialmente em
2001, nos Estados de Minas Gerais, Rio Grande §oR8ude Janeiro e S&o
Paulo afetando seriamente os pomares formadosvpekdade de tangerina
Ponkan, tangor ‘Murcott’ e tangerina Dancy (GOE&lef001;. PERES et al,
2003.; SPOSITO et al., 2003). Em todos esses estadsileiros a doenca vem
se constituindo em fator limitante a producdo degésinas suscetiveis,
principalmente em condi¢cdes ambientais favoraveisoaréncia da doenca.

A presenca da doenca vem inviabilizando a producéo,
principalmente de tangor ‘Murcott’ devido a suavalia suscetibilidade,
fazendo com que muitos citricultores erradiquem ssegoomares. A
suscetibilidade dessa variedade vem inviabilizaadprodugcao e uma prova
disso é a queda na producéo de tangerinas no ,Brasilelacdo a outras frutas
frescas. Em 2006, apresentava um volume aproxintelddl,3 milhdo de

toneladas e uma area proxima a 61 mil ha, decrésqeara pouco mais que 1,1
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milhdo de toneladas e 54 mil ha em 2008, redundandperdas de 190,4 mil
toneladas e quase 7 mil ha (IBGE, 2010).

Estudos de suscetibilidade e resisténcia de espéaeltivares de
tangerina a mancha marrom de alternaria tém siddizados por Vvarios
pesquisadores (GARDNER et al., 1986; KOHMOTOakt 1991; PEEVER
et al., 2000). Algumas pesquisas relacionam igtéexia de folhas, ramos e
frutos ao patdogeno, com o avanco da maturidade @GREHS66; GARDNER et
al., 1986; SOLEIL, 1991; REIS et al., 2006).

De acordo com WHITESIDE (1976), ha uma relacaoeeitkade e
tamanho de frutos na suscetibilidade, como vedbcam frutos de tangerina
‘Dancy’, 0s quais sdo mais suscetiveis até 4,0 emi@imetro. No entanto, esta
suscetibilidade pode se estender até 6-7 cm desthidmm frutos de mandarina
da variedade ‘Fortune’, como verificou VICENat al. (2004). Frutos de
tangerina ‘Dancy’, inoculados sob condi¢cdes de clesaegetacao, mostraram
suscetibilidade até 6 cm de diametro, e 4-5 cm remod de tangor ‘Murcott’
(REIS et al., 2006).

O mecanismo molecular envolvido na resisténciausgetibilidade
a doenca ainda é obscuro. Sdo espécies suscediveiancha marrom de
alternaria todos os hibridos diretos e indiretostatyerina Dancy, como 0s
tangores Ortanique e ‘Murcott’ (TIMMERL. al, 2003; SOUZAet. al.,2009).
S&o consideradas espécies resistentes no campta alanca a tangerina
Clementina Citrus clementing a tangerina Cleopatr&ifrus reshn)j, a lima
(Citrus latifolia), o limao Citrus limor) e as laranjas doceSifrus sinensis No
entanto, em inoculagbes artificiais de alternata alguns sintomas foram
induzidos em laranjas Valencia e no limdo ‘Volkammeo apds a sua
inoculagcao (SOLEIL e KIMCHI, 1997).

Tangerina Dancy é a parental da maior parte doglb#e tangelos
que sao suscetiveis a doenca. Especula-se gueetilsiidade seja herdada

como uma caracteristica dominante, ao passo gesisténcia seja recessiva
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(KOHMOTO et al.,, 1991), hipétese baseada em crumtosecontrolados.
Entretanto, como existem diferentes niveis de té¥sita e suscetibilidade,
sugere-se que outros genes possam estar envolvedss interacdo. Dentro
destes niveis de suscetibilidade, podemos destacdaranja Péra como
apresentando alta resisténcia a doenca e o tangocoll como uma das
espécies mais susceptiveis.

Atualmente, em praticamente todas as regides pmRitde
tangerinas e seus hibridos, pesquisadores buscanmadomais adequadas e
racionais no controle da mancha marrom de Alteandad uso de algumas
praticas culturais pode contribuir para a redugisaVveridade da MMA, dentre
elas destacam-se: evitar irrigacdo aérea; usarr@saEspacamentos entre as
mudas, para que haja maior circulacao de ar eggoestemente, diminuindo a
umidade relativa; podar as mudas com certa fregaémema forma de eliminar
a fonte de inoculo e evitar a adubacdo em excgsswipalmente quando se
utiliza fertilizantes nitrogenados, de modo a rédmfecer constantes brotacoes.
Modificacbes nas praticas culturais ajudam a redmazmpacto desta doenca,
mas o0 meio de controle mais utilizado é por apiieagde fungicidas; porém, a
mancha marrom é uma doenca de dificil controleepdd ser necessérias de 7 a
10 aplicacbes, elevando o custo da producéo.

Os fungicidas & base de cobre, iprodfgnerocimidoné,
mancozeB e clorotaloni? tém sido eficientes no controle da doenca
(WHITESIDE, 1979; TIMMER e ZITKO, 1997; TIMMER etl.a 2000).
Entretanto, com o uso excessivo do fungicida imoéi do grupo da
dicarboximida, foi verificado resisténcia ao pattgem Israel (SOLEIL et al,
1996). Normalmente as aplicacbes com fungicidasecam a partir de Y4 de
brotacbes expandidas na primavera, e uma segunda pode ser necessaria
antes da maturacdo dessas brotacdes. Apos ¥ da deguttalas, aplicagdes
sa80 necessarias sempre com intervalo de 10-21adégque os frutos tornem-se
resistentes (SCHUTTE et al., 1992; SWART et al96t9TIMMER et al.,
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2000). O modelo chamado de Alter-Rater tem awolina decisédo do melhor
momento da aplicacdo de fungicida cuprico. Este almodhaseia-se na
guantidade de chuva, duracdo da umidade foliampdeatura média diaria,
além de levar em consideracédo o histérico da doeagaea, fonte de inoculo e
suscetibilidade da cultivar (TIMMER et al., 2000).

1.6. - O patdogenlternaria alternata

Na literatura existem relatos de quatro espéciesAltiernaria
causadoras de doencas em citros, seAlternaria que causa a mancha marrom
em tangerinasditrus reticulatg e em seus hibridoglternaria que causa a
mancha em folha de limao ‘Rugos&ifrus jambhiri) e limao ‘Cravo’ Citrus
limonia), Alternaria que causa a podriddo negra em varios cultivarestrds e
a Alternaria que causa a mancha foliar em limao ‘Mexican€itrs
aurantifolia) (PALM e CIVEROLO, 1994; AKIMITSU et al., 2003; MMER
et al., 2003).

A distincdo entre estes patégenos tem sido bassmaddiferencas
morfoldgicas e na especificidade da producédo dmdoaos seus hospedeiros
(KOHMOTO et al., 1979). O fungo produz uma toxirepecifica para cada
hospedeiro, que é responsavel pelas lesbes nesiG@endo que a mesma pode
ser translocada no sistema vascular, produzindms#oe necrose que se
estendem ao longo das lesdes, frequentementeareduiem queda de folhas, de
frutos e seca de ponteiros.

O patdétipo da tangerina lanca as toxinas ACT-l eTAICque
causam a necrose do tecido foliar em plantas gusisetEstas toxinas matam as
células vegetais para permitir a infeccdo e a (mhgdo dos tecidos, uma vez
que este micro-organismo € necrotréfico, consumindatéria organica
recentemente decomposta, possuindo papel fundadmeataxpressdo dos
sintomas (NISHIMURA e KOHMOTO, 1983; KOHMOTO et..,al1991;
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SOLEIL, 1991; PEEVER et. al., 2000). O modo de ad@ssas toxinas ainda é
desconhecido, mas a rapida perda de eletrdlitos telcdos foliares e as
mudancas estruturais das células tratadas conmreatioxlicam que seu primeiro

local de acdo é a membrana plasmatica (KOHMOTQ,et393).

R OH O
A

HO = HO
ACT-1: R=0H
ACT-I: R=H

FIGURA 1.7- Estrutura das toxinas ACT l e Il.

O ciclo da mancha marrom de alternaria € relativaensimples
(TIMMER et al., 2000; TIMMER et al., 2003). @rfgo, causador da doenca,
se reproduz por meio de conidios, onde os mesnwslispersos através do
vento e depositados sobre material vegetal presenévore ou caido no solo.
Os conidios germinam sobre o tecido suscetivediftdo uma toxina especifica
ao hospedeiro-tangerina (ACT | e Il). A toxina difie-se pela nervura central
causando rapida necrose do tecido que entra ematopndendo que o
desenvolvimento do fungo ocorre sob a lesdo. Oglmmnséo liberados através
dos conidioforos, estruturas especializadas regpeis por sua formacao,
depositando-se sobre a superficie dos frutos adahscetiveis para que o ciclo
da doenca se inicie novamente, conforme apresemadBIGURA 1.8. As
condicdes ideais ocorrem com temperaturas em wen20-27°C, 10-12 horas

de irrigacdo continua (TIMMER et al., 2003). Ost@mnas em ramos, frutos,
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tecidos verdes imaturos ou em fase de crescimapecem em média 24
horas ap6s a infeccdo (KOHMOTO et al., 1993).

Germinacio

Liberacio de .
..., deConidios

Conidios ..

Folha Suscetivel
~ 27 °C; Alfa umidade
4

~ ]

Germinacio de Conidios

|c

Formaci p'iie Apressorio

Infeccio

w. Evolugio |D
da doenca

Folha Sintomatica

Liberacio da Toxina ACTI eIl

FIGURA 1.8 -Ciclo deAlternaria alternataem folhas deCitrus (STUART et al., 2009).

A forma como o fungoAlternaria alternata penetra na folha
depende de cada hospedeiro. Poucos sao os traloaHisratura relativos ao
estudo histopatolégico da interacAo alternatatangor ‘Murcott’. Estudos na
Florida relataram a penetracdo deste fungo apérsasa dos estdmatos na face
adaxial, sem a formacao de apressorios, resultadesrvados no trabalho de
BHATIA, citado por AKIMITSU et al., (2003). Estudasn Israel mostraram a
penetracdo apenas com a formacéo de apressoriasnbas as faces da folha

(SOLEL e KIMCHI, 1997). E crescente o interessem@mpreensio da interacio
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deste patégeno com importantes variedades de.ditmentanto, poucos sédo os

trabalhos na literatura com esta abordagem.
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Objetivos

Este trabalho teve como objetivo principal estualarariagdo do
perfil quimico da laranja PéraCifrus sinensis e tangor ‘Murcott’ Citrus
sinensisx Citrus reticulatg apds a inoculacdo do fungdternaria alternata
causador da Mancha Marrom de Alternaria (MMA)qual é considerada a
doenca fungica mais importante dos pomares de riaagedo Brasil. Para a
busca de uma possivel resposta quimica, com o\em&ito de metabdlitos
secundarios que apresentem potencial atividadeidango mecanismo de
defesa utilizado tanto pela espécie resistenteeagdo(laranja Péra) quanto pela
espécie suscetivel (tangor ‘Murcott’) foram deterawios, entdo, outros

objetivos especificos:

» Estudo fitoquimico das folhas da laranja P&Cirgs sinensis e tangor
‘Murcott’ (Citrus sinensisx Citrus reticulatg e das raizes do porta-enxerto

liméao ‘Cravo’ Citrus limonig);

» Avaliacdo do efeito dos compostos isolados no estligquimico de

e A

alternatg

» Desenvolver metodologias para andlises do perfinguo da laranja Péra
(Citrus sinensise tangor ‘Murcott’ Citrus sinensix Citrus reticulatg apos

a inoculacao do fungalternaria alternata.

> ldentificar as substancias do metabolismo secumddes plantas que
estariam envolvidas no mecanismo de defesa dasiesmeCitrus frente ao

fungoAlternaria alternata
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> Analisar a variagcdo da composi¢cao quimica dos eisl&mn mudas de laranja
Péra Citrus sinensise tangor ‘Murcott’ Citrus sinensix Citrus reticulatg

apos inoculacao do funga alternata via CG/EM.
» Estudar através de observacdes histopatologicametracdo e colonizacéo

do fungo Alternaria alternata utilizando como ferramenta a microscopia

eletronica de varredura.
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Procedimento Experimental

Os procedimentos quimicos foram realizados no &boo de
pesquisa de Produtos Naturais do Departamento dmi€@uda Universidade
Federal de S&o Carlos (UFSCar).

3.1 - Materiais e Métodos
3.1.1 - Materiais Cromatograficos

a) Suportes para cromatografia em coluna (CC):
» Silica gel 60 (70-230 mesh e 230-400 mesh) da Merk
» Florisil da Merck
» Sephadex LH-20 da Amersham Pharmacia Biotech AB
Solventes utilizados no fracionamento e identificép dos compostos:
* Foram utilizados solventes comerciais destiladoB@QeUFSCar.
» Solventes grau HPLC da J.T.Baker e Mallinckrodt.
« Agua ultra-pura, obtida num sistema MILLI-Q, 18 Otilipore).
» Solventes deuterados da Merk e Aldrich.
Cromatografia em coluna:

Foram utilizadas colunas de vidro de tamanhos dasia
dependendo das quantidades a serem cromatografadas.
Cromatografia em camada delgada analitica:

Utilizada para a monitoracao dos fracionamentotuafms. Para
tanto, usaram-se folhas de aluminio (com silica6®eFs, @ = 0,2 mm) da
Merck. Os reveladores empregados foram: radiacao (B4 e 360 nm),
reagente de Dragendorff e vanilina em acido swiri
Cromatografia em camada delgada preparativa:

Foram utilizadas placas preparativas de silica6@e[20 x 20 cm)
com indicador UVs,.

b) Reagentes utilizados para obtencao de imagem pRIALDI-IMS:
« Acido o-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) da Sigma-Aldrich

(Steinheim, Alemanha)
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« Acido 2,5-dihidroxibenzoéico (DHB) da Sigma-Aldri¢Bteinheim,
Alemanha)
3.2 - Equipamentos
Espectrometros de Ressonancia Magnética Nuclear:
« BRUKER DRX 9,8 T (400 MHz para RMNRH e 100 MHz para
RMN **C) — DQ/UFSCar;
« BRUKER Modelo AVANCE Il 14,1 T (600 MHz para RMMH e
150 MHz para RMNC), equipado com sonda criogénica BFO —
DQ/UFSCar;
Espectrometros de Massas
 CG-EM: Shimadzu QP 5000 — DQ/UFSCar. lonizacaoimppacto
eletronico;
« APPLIED BIOSYSTEMS API-2000 Triplo quadrupolo —
DQ/UFSCar. lonizacao por Eletrospray;
 MALDI-TOF/TOF Ultraflextreme (Bruker Daltonics) —-eRence ao
Nucleo de Pesquisas em Produtos Naturais e SoggtNPPNS) da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo FFEFRP-
USP).
Polarimetro
 PERKIN ELMER modelo 241 — UFSCar.
Camara de analise de fluorescéncia por luz ultravieta
e Cabine tipo SPECTROLINE modelo CM-10 com luz tipo
SPECTROLINE modelo ENF-260C.
Balanca analitica
« SARTORIUS modelo BP210S.
Camara de Fluxo Laminar
* Veco VL modelo FS-12M.
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Autoclave Vertical
* PHOENIX modelo AV 50.
Estufa Incubadora (B.O.D)
« FANEM modelo 347 CD.
Banho de Ultra-som
« BRANSON modelo 1510.
Microscopico Eletrénico de Varredura - Ambiental
« QUANTA 250 Modo ESEM (Pressdao Ambiente) — Perteaoe
Departamento de Ecologia e Biologia Evolutiva d&5Gar
Centrifuga
« EPPENDORF modelo 5810R com sistema da refrigeragao.
Homogeneizador
« Ultra-turrax IKA T 10 basic.
Evaporadores rotativos
 BUCHI, rotavapor R-114 equipado com banho BUCHI &4
recirculador refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 nménta 5C,
 BUCHI, rotavapor R-200 equipado com banho BUCHI 490
recirculador refrigerado NESLAB, modelo CFT-25 mdnta 5C.
Equipamentos de CLAE
« SHIMADZU LC-8A com valvula de reciclo;
e SHIMADZU SCL-10Avp com valvula de reciclo, valvulde
injecao Rheodyne 7725i, bomba Shimadzu LC-6AD.
Equipamento de CLMP
 GE AKTA - Armerstam Biosciences.
Equipamento de aplicacédo de matriz MALDI-TOF/TOF
* BRUKER — MALDI ImagePrep.
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3.3 - Obtencdo do material vegetal controle e cof alternata

O material vegetal certificado foi obtido com o dioxdo Centro
Avancado de Pesquisa Tecnoldgica do Agronegdclities Sylvio Moreira do
Instituto Agronémico de Cordeiropolis (IAC), matdreste adquirido no viveiro
de plantas Mariplantas em Herculandia/SP. Vale aless que todos os
experimentos foram realizados com plantas de mesade (aproximadamente
mudas de 6 meses) e que estiveram submetidas asmmesndicdes, evitando
assim resultados equivocados de quantificacdo vadacdo do perfil quimico

devido a fatores como sazonalidade, temperatwsponibilidade hidrica.

FIGURA 1.9 - Mudas de Laranja péra e Tangor “Mufcatilizadas no experimento de

inoculagao dé\lternaria alternata

Para o desenvolvimento deste trabalho foram esasdasl copa das
variedades laranja ‘PéraCitrus sinensise tangor ‘Murcott’ Citrus reticulatax
Citrus sinensise o porta-enxerto foi o limao ‘CravdCitrus limonig em ambas

as espeécies.
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3.3.1 - Obtencé&o do fung@lternaria alternata

Uma cepa do fungdA. alternatafoi cedida pelo Dr. Marcos
Machado do Centro de Citricultura APTA Citros “SglMMoreira”, Instituto
Agronémico de Campinas — IAC, Estacdo de Cordeli®po SP. O isolado
fornecido foi mantido em placas de Petri, conseagagim BOD no Laboratorio
de Produtos Naturais da UFSCar, Sao Carlos, SP.

3.3.2 - Preparo das variedades de Citros estudadas

O preparo do material vegetal foi realizado compksitas nas
seguintes condigdes:
» Condicao 1:laranja ‘Péra’ e tangor ‘Murcott’ na auséncia doga
A. alternata(controle);
« Condicao 2:laranja ‘Péra’ e tangor ‘Murcott’ inoculada com o

fungoA. alternata
3.3.3 - Inoculacao do fung@lternaria alternata

A suspensado de esporos foi feita adicionando 5,0 daLagua
destilada estéril sobre a superficie do fungo donéim placa de Petri e com o
auxilio de uma Alca de Drigalski, previamente ektada com alcool 70%, os
esporos da placa foram removidos. Essa solucdittfada com a assisténcia de
um funil e gaze com a finalidade de reter fragmem® micélio. A suspensao
de esporos foi analisada em uma Camara de NeuklEnmmtrando-se a uma
concentracéo de 1x1@sporos/mL. As inoculacdes foram feitas em mutdas
citros consideradas tolerantes (laranja Péra) eeHusis (tangor ‘Murcott’),
com seis meses de idade, pulverizando-se a suspeles@&sporos na face
adaxial das folhas, com atomizador manual e a pgmagio foi feita até que
gotas fossem formadas e comecgassem a escorreepegkmidades das folhas.

A fim de garantir a manifestagcdo da doenca Manclaardvh de
Alternaria (MMA), as mudas foram envolvidas por gaglasticos com a
finalidade de aumentar a umidade, sendo que estegimento também foi
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adotado para as mudas separadas como controle §ngquda ndo foram
inoculadas comA. alternatg para homogeneidade no tratamento das mudas.
Apos 48 h de inoculacédo era possivel observar pamoroticos nas folhas da
variedade suscetivel, caracteristicos da doent@,eseparadamente, as mudas
foram divididas em raizes, caule inferior (cavalcgule superior e folhas e
conservadas em freezer a -80 °C até que as anglisescas pudessem ser

feitas.

3.3.4 - Avaliacdo da populacdo fungica nos citrogpas a inoculacdo deA.

alternata.

Apoés 48 horas de inoculacédo avaliou-se a presemga aternata
removendo as folhas, especificamente no local €oledas plantas inoculadas
extraindo-se o DNA gendmico total (planta + fungopforme MURRAY e
THOMPSON (1980), e realizando a analise de PCR l\ffperase chain
reaction” - reacdo em cadeia pela polimerase) givaidos a fim de verificar a
presenca ou nao do micro-organismo. A revelaca®@R deu-se em gel de
agarose realizado num sistema de eletroforese dmbgiizhorizon com fonte
modelo 200, da Gibco BRL Life Technologies, URAamplificacdo do DNA
por PCR para a confirmacdo da identidade do isolde&l@. alternata foi
realizada em reacfes de 25uL contendo Taq Bufiengfo de amplificacao
(1X)], 200uM de dNTP MIX (misturas de nucleotided3)02mM de MgGl
50uM dos iniciadores citados na TABELA 3.1 1,25uj TANA polimerase
(enzima) e 2uL de DNA (aproximadamente 200-250 Agamplificacdo por
PCR foi realizada em termociclador inicializada coesnaturacéo a 95°C por
cinco minutos seguidos de 30 ciclos de desnatura¢® °C por 30 segundos,
anelamento a 65 °C por 45 segundos e extensdo’@ par 45 segundos. A
extensao final foi realizada a 72 °C por 7 minut@s produtos amplificados

foram resolvidos por eletroforese em gel de agaft®g contendo brometo de
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etidio (0,5ug/mL de gel) a 80 V/cm. O peso molecular foi coragarao padréo
1 Kb, e o gel foi fotografado apds a corrida cotoddocumentador.

A identificacdo do micro-organismo foi realizadarco auxilio do
mestrando do laboratério do Departamento de QuimiecdJFSCar Evandro
Luis Prieto, no Laboratorio de Bioquimica e BiokgMolecular, sob a
coordenacao da Prof. Dra. Dulce Helena Ferreifaaleza.

TABELA 3.1 - Iniciadores utilizados na reacdo deRPgara a identificacdo da
espécie.

Forward Primer

. 5-TATCGCCTGGCCACCTACGC-3'
LinF

Reverse Primer

. 5-TGGCCACGACAACCCACATA-3
LinR

3.4 - Estudo fitoquimico dos extratos vegetais.

As folhas e raizes dos Citros escolhidos parawdedbram secas,
separadamente, em estufa de ar a 45° C e pulvasizaash moinho do tipo
Willey. A extracdo do material moido foi feita #fe com etanol, utilizando-se
o ultraturrax a 2000 rpm por 1 min para a extradas metabdlitos, com
posterior centrifugacdo a 4000 rpm por 15 min. Refe o procedimento de
extracdo por mais duas vezes obtendo-se os extratdsrme representado no
FLUXOGRAMA 3.1. As solucdes resultantes foram conidas a vacuo em
evaporador rotativo e a completa secagem do miategatal foi obtida através
do seu armazenamento em vidros parcialmente tampgmya permitir a
evaporacdo do solvente, a temperatura ambientecapbla de exaustdo de
gases. Vale ressaltar que para o estudo fitoquindiochouve diferenca quimica
entre os metabdlitos isolados dos extratos inoogladm o fungd\. alternata
(com sintoma) e o controle, portanto, estes exrat@o serdo diferenciados

neste topico.
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Material vegetal Microtrituracdo com
Seco e moido »|  Ultraturrax (20.000
rpm, t =1 min) em

/ SO
Centrifigucéo (4.000
rpm, 30 min)

l

Concentragéo do
sobrenadante

“Torta”

A

A

Extrato

FLUXOGRAMA 3.1 - Obtencao dos extratos etandlicosaiteus.

3.4.1 - Fracionamento do extrato etandlico das fadts de Tangor Murcott e

Laranja Péra e das raizes de Liméo Cravo.

Inicialmente o extrato etandlico das diferentedgsade todas as
espécies estudadas foram fracionados, separadaragaiges de uma particdo
liquido-liquido (FLUXOGRAMA 3.2). As fracbes obtidae suas respectivas

massas estao representadas na TABELA 3.2.
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Extrato Etanolico

1- Suspensdo em 400ml de metanol:agua (1:3)
2- Extracdo com hexano:3x150ml

Fragao
Hexano

Fracao
Hidroalcodlica

+ 1- Extracdo com diclorometano 3x150ml

Fracao
Diclorometano

Fracao
Hidroalcodlica

+ 1- Extracdo com acetato de etila 3x150ml

Fracao
Acetato de Etila

Fracao
Hidroalcodlica

FLUXOGRAMA 3.2 - Metodologia utilizada na particdo do extrato eliaoo

TABELA 3.2 - Massas das particbes dos extratosoditans.

Espécie Parte Massa Cadigo Massa das ParticGes Cddigo
Vegetal dos
Extratos
Hexénico = 3,7 ¢ TMFH
Citrus reticulata Diclorometénico = 25,4 g TMFD
x Citrus sinensis Folhas 6509 TMFE Acetato de etila=10,3 g TMFA
Hidroalcodlico = 10,8 g TMHid
Hexénico =4,9 g LPFH
. . . Diclorometénico = 25,4 g LPFD
Citrus sinensis Folhas 58,59 LPFE Acetato de etila = 2,3 g LPEA
Hidroalcodlico = 13,2 g LPHid
Hexanico =0,7 g LCFH
. . . . Diclorometénico = 12,6 g LCFD
Citrus limonia Raiz 30,09 LCRE Acetato de etila = 1,3 g LCFA
Hidroalcoolico =4,2 g LCHid

TM = Tangor murcott; LP = Laranja péra; LC = Lim&cavo; F = folhas; R = raiz; H = hexano; D =
diclorometano; A = acetato de etila; Hid = Hidrasitco.
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3.4.2 - Fracionamento da particdo acetato de etildas folhas de Laranja
Péra (LPFA) e Tangor Murcott (TMFA).

Inicialmente, aproximadamente 2,0 g da particadatmede etila
das folhas de Tangor murcott (TMFE) e Laranja dERFE), separadamente,
foram submetidas a cromatografia por exclusdo elmnaoSephadex LH-20,
eluida com metanol 100 %. Os grupos de fracoesrfoididos apds reunido das
fracOes semelhantes por Cromatografia em CamadgdselAnalitica (CCDA).
Este procedimento resultou no isolamento do comgestie TMFA e deCl de
LPFA. Os FLUXOGRAMA 3.3 e FLUXOGRAMA 3.4 resumem o

fracionamento cromatografico dos extratos LPFA e=R\respectivamente.

LPFA
2049

1. CC (Sephadex LH-20). Eluente: metanol 100 %.
Y 2. Monitoramento por CCDC.
3. Reunido das fracbes semelhantes.

| | | |
F.1-2 F. 28 F. 36-37 F. 43-46
25,0 mg 161,5mg 59,4mg 58,9mg
F. 3-10 F. 27 F. 34-35 F.41-42
107,5mg 110,3mg 98,0mg 27,8mg
F. 11-15 F. 2€ F. 32-33 F. 36-4C
104,3mg 113,2mg 243,7mg 108,6mg
F. 16-19 F. 24-25 4F(-)§91'31
36,0mg 91,9mg »+Mg
C1
25,0mg

FLUXOGRAMA 3.3 — Metodologia utilizada no fracionamto da particao
acetado de etila das folhas de Laranja Péra.
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TMFA
2049

1. CC (Sephadex LH-20). Eluente: metanol 100 %.
Y 2. Monitoramento por CCDC.
3. Reunido das fracBes semelhantes.

| | | |
F. 1-4 F. 23-30 F. 40-42 F. 50-53
5,0 mg 361,4mg 59,4mg 58,9mg
F. 5.6 F. 16-22 F. 35-39 F.47-49
15,5mg 210,3mg 180,0mg 207,5mg
F.7-10 F.12-15 F. 31-34 F. 4z-4€
4,3mg 3,2mg 443,6mg 368,9mg
F. 11
F4
1,2mg

FLUXOGRAMA 3.4 — Fmetodologia utilizada no fracionanto da particéo
acetato de etila das folhas de Tangor “Murcott”.
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3.4.3 - Fracionamento da particao diclorometano da$olhas de Tangor

“Murcott” (TMFD).

O estudo da fracao diclorometano das folhas de dranmgircott

permitiu o isolamento da mistura das substar€ia€?2 e E3 e das substancias

F3 e F5. Foi utlizada a cromatografia em coluna, tendoesano fase

estacionéria silica gel 230-400 mesh e uma pequanada de florisil em

coluna de vidrog x h = 5,0 x 60,0 cm), utilizando eluicdo gradientan os

seguintes solventes: hexano/diclorometano/acet@tahol. Apds reunido das

fracOes semelhantes 12 grupos de fragOes forardosbtO FLUXOGRAMA

3.5 mostra resumidamente como este estudo foraelali

TMFD
m = 15,0g

1- CC (silica gel/florisil). Eluentes: mistura de hegaDiclorometanp

Diclorometano, acetona e metanol (ordem crescenpoldridade).
2- Monitoramento por CCDC.
3- Reunido das fracdes semelhantes.

F.1-3 F.10-16 F.24-29 F.35-37 F.43-51
E1,2e3 1,019 0,579 2,3mg 0,779
98,0mg

F.17-23 F.30-34 F.38-42
0,94g F5 F3
54,0mg 36,0mg

F.61-72 F.81-107
1,479 2,509

F.52-60 F.73-80
3,109 1,93g

FLUXOGRAMA 3.5 - Fracionamento da particdo TMFD.
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3.4.4 - Estudo quimico da particdo TMFH.

O estudo da fracdo hexanica das folhas de Tangarrcot”
permitiu o isolamento da substancia L1. Primeiramenm extrato TMFH foi
submetido a cromatografia em coluna de silica ZED+#hesh e uma pequena
camada de florisil, utilizando coluna de vidp X h = 5,0 x 60,0 cm) com
eluicdo gradiente dos seguintes solventes: hexdimtdrometano/ acetona/
metanol, obtendo-se 7 grupos de fracdes apos redaii fracdes semelhantes.
A fracdo (F. 12-13) foi recromatografada por CLAEndo como fase
estacionaria a coluna Polimérica Shodex Asahigak 6 = 2,5 x 40,0 cm;
10um), Para a obtencdo de 13,4 mg da substancie, fdram necessarias
diversas injecbes em um loop de 500 puL as condg@asatograficas utilizadas

encontram-se resumidamente no FLUXOGRAMA 3.6.

TMFH
m=3,79g

4- CC (silica gelfflorisil). Eluentes: mistura de he@aDCM,
acetona e metanol (ordem crescente de polaridade).

5- Monitoramento por CCDC.

6- Reunido das fracdes semelhantes.

F.1-7 F.8-11 F.12-13 F.14-15 F.16-19 F.20 F.21-24
m=400,0mg m=420,3mg m=80mg m=602,3g m=302,69 m=405,0g m=267,0mg

1- CLAE (Polimérica Shodex Asahipak)

* Eluicéo isocratica: MeOH /Diclorometano
(8:2)

e UV:254 e 217nm

* Vazdo: 3,5mL/min

F.32

L1
m=13,4mg

FLUXOGRAMA 3.6 - Fracionamento do extrato TMFH.
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3.4.5 - Estudo quimico da particdo TMFHid.

O estudo da particdo hidroalcodlica das folhas aleg®dr ‘Murcott’
permitiu o isolamento da substandt®. O extrato EPFHid foi submetido a
cromatografia liquida de média pressao (CLMP) parusdo em coluna de
vidro (@ x h = 4,0 x 70,0 cm), tendo como fase estacioragjphadex LH-20.
Com a reunido das fragcdes semelhantes, foram ebtédafracbes e o
refracionamento da fragdo F.14-16 permitiu o iselaim da substancigé,
através de CLMP utilizando coluna preparativa GsE8nini Phenomené&x( x
h =21 x 250 cm; 10 um) como fase estacionaran @s condicdes
cromatograficas relatadas no FLUXOGRAMA 3.7.

TMFHid
m=4,0g

1- CLMP (Sephadex). Eluente: MeOH.
* Isocratico: MeOH 100%;
* UV: 365, 254 e 217;
 Loop2mL;
* Vazéo: 10,0 mL/min;
e Coletor automatico 14 mL por fracéo.
Y 2- Monitoramento por CCDC.
3- Reunido das fragbes semelhantes.
4- RMN

F.1-10 F.11-13 F.14-16 F.17-18 F.19-23 F.24-29 F.30-33 F.34-36 F.37-42
82,3mg 99,0mg 394,0mg 105,0mg 428,0mg 640,0mg 189,0mg 287,0mg 945,0mg

1- CLMP (Coluna C18)
* Gradiente: HO/ACN 5-100% B
e UV:365,254e217 nm

e Loop: 50Qu
F.15-16 « Vaz&o: 20,0ml/min.
F6 e Coletor automético: 7 mL por fracao.
m=50,4mg

FLUXOGRAMA 3.7 - Fracionamento da particao TMFHid.
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3.4.6 - Estudo quimico da particdo LPFHid.

O estudo da particdo hidroalcodlica das folhas deaja péra
permitiu o isolamento da substandtd@. O extrato EPFHid foi submetido a
cromatografia por exclusdo em coluna de vidggx h = 4,0 x 70,0 cm), tendo
como fase estacionaria Sephadex LH-20. Com a reumids fracdes
semelhantes, foram obtidas 7 fracGes e o refragiento da fracao (F.16-19)
permitiu o isolamento da substandéid, através de CLMP utilizando coluna
preparativa C-18 Gemini Phenomefidi x h = 2,1 x 25,0 cm; 10 um) como
fase estacionaria, com as condicbes cromatograficamtadas no
FLUXOGRAMA 3.8.

LPFHid
m=13,2g

1- CC (Sephadex LH-20). Eluicéo isocratica Metanol%00
2- Monitoramento por CCDC.
3- Reunido das fracGes semelhantes.

F.1-4 F.10-14 F.16-19 F.22-26 F.30-31 F.35-39 F.46-47 F.52
0,80g 0,60g 0,849 0,65¢ 0,40g 1,20g 0,70g 0,949

F.5-9 F.15 F.20-21  F.27-29 F.32-34  F.40-45  F.48-51
0,30g 0,779 0,989 0,609 0,20g 1,40g 0,95g

1- CLMP (Coluna C18 Gemini Phenomefipx
Gradiente: HO/ACN 5-100% B

UV: 365, 254 e 217 nm

Loop: 50Qul

Vazao: 20,0ml/min.

» Coletor automético: 14 mL por fracao.

<
D E—
L] L]

F.17

F7
m=12,6mg

FLUXOGRAMA 3.8 - Fracionamento da particao LPFHid.
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3.4.7 - Estudo quimico da particdo LPFD

A fracdo LPFD foi submetida a cromatografia poroagdo em
coluna de vidrog x h = 5,0 x 60,0 cm), tendo como fase estacionsiliea
(230-400 mesh) com gradiente de eluicdo hexandbrdioetano/ acetona/
metanol. Apdos a reunido das fragcdes semelhangf)feacdo (F. 8-9) continha
a substancid2 pura e a subfracao (F. 15-26) foi posteriorment@ac®nada.
Este refracionamento foi feito através de cromaigrem coluna, utilizando
como fase mével Sephadex LH-20 em coluna de vigrol{ = 3,5 x 25,0 cm),
fornecendo a subfracao 5 que foi recromatografadaChAE em coluna C18
Phenomenex Lunapx h = 1,0 x 29,0 cm; 10um) e com a utilizagao ezcto,
permitindo a obtencdo das substandidse da misturaF2 + F3, com as

condi¢cdes cromatograficas apresentadas no FLUXOGRAM.
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LPFD
m=2,3g

1- Cromatografia por adsorcao:
* Fase estacionaria: silica (230-400 mesh)
Y e Gradiente de elui¢do: mistura de hexano, diclorant
acetona e metanol (ordem crescente de polaridade)
2- Monitoramento por CCDA
3- Reuniéo das fragbes semelhantes

F.1-7 F.8-9 F.10-12 F.13-14 F.15-26 F.27-52
m=164,9mg L2 m=40,3mg m=20,6mg m=507,6mg m=39,3¢g
m=25,0mg

1- Cromatografia por excluséo:

¢ Coluna de vidro® x h=2,05x20cm)4

» Fase estacionéaria Sephadex LH-2(

» Eluicdo isocrética: metanol 100%
F.1|—2 F.3|—4 F.|5 F.6-7

m=231,3mg m=89,5mg m=56,8mg m=88,7mg

1- CLAE (Coluna C18 Phenomerfekuna)
» |socratico: HO/ACN 35% B
e UV: 365 nm
e Loop: 50Qu
¢ Vazao: 3,0ml/min.

F.18 F.21
F1 F2+F3
m=18,5mg m=11,2mg

FLUXOGRAMA 3.9 - Fracionamento da particao LPFD.
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3.4.8 - Estudo quimico da particdo LCRD

O estudo da fracdo diclorometano das raizes dod.iondvo C.
limonia) permitiu o isolamento das substanci&?, C3, C4, e Cb.
Primeiramente o extrato LCRD foi submetido a cragedfia em coluna de
silica gel (230-400 mesh), utilizando coluna dewiflp x h = 5,0 x 60,0 cm),
com gradiente hexano/diclorometano/acetona/metanoin o auxilio de CCDA
13 grupos de fracBes foram obtidos, apds reunidofrdgbes semelhantes. A
fracdo (F. 10-16) continha 0,32 g da substa@@gura, composto majoritario
neste extrato. As fracoes (F. 17-23) e (F. 52-66arh recromatografadas. A
fracdo (F. 17-23) foi submetida a cromatografiauilg de alta eficiéncia
(CLAE) em coluna C18 Phenomenex Lumax(h = 1,0 x 29,0 cm; 10um), e
com a utilizacdo de reciclo permitiu a separacdo sidbstancia€2 e C3. A
fracdo (F. 52-60) foi submetida a cromatografia pdsorcdo em coluna de
vidro (@ x h = 3,5 x 25,0 cm), tendo como fase estaciorsiliea gel (230-400
mesh) com gradiente de eluicdo hexano/diclorométantona/metanol. A
analise da subfracdo F. 13-15, através de cronziagem camada delgada
analitica (CCDA), mostrou a presenca de duas manodia separadas na placa
analitica que absorvem intensamente a luz ultreddotom comprimento de
onda 254 nm entdo, optou-se pela sua separacd@satta cromatografia por
adsorcao em camada delgada preparativa (CCDP) aga de vidro (h x h =
25,0 x 25,0 cm) com eluicdo isocratica em acet@xafo 4:6. O
FLUXOGRAMA 3.10 mostra resumidamente como estedesfai realizado.
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LCRD
m=12,0g

CC (silica gel). Eluentes: mistura de hexano, D@b&tona
e metanol (ordem crescente de polaridade).
Monitoramento por CCDC.

Reunido das fracGes semelhantes.

F.1-3
0,429

F.10-16
c2
0,32g

F.24-29
0,57¢g

F.4-9
0,649

F.17-23

0,949

0,34g

F.30-31

F.32-37

0,629

F.43-51
0,779

F.61-72
0,479

F.81-97
0,55¢g

F.38-42
1,03g

F.52-60

0,599

F.73-80
0,939

1- CLAE (Coluna C18)

* Gradiente: HO/ACN 5-100% B

y* UV: 365 nm

* Loop: 50Qul 1- Cromatografia por adsorg&o:

 Vazao: 3,0ml/min. L « Fase estacionaria; sil
do tipo flash (23G+0C

mesh)

» Gradiente

de leicdo
mistura de  hexan
CH,ClI,, acetona
metanol (ordem cresce
de polaridade)

2- Monitoramento por CCDC

3- Reunido das fracd

semelhante

F.18

C2
m=39,2mg

F.21

C3
m=17,0mg

F.1-3
m=91,0mg

1- Cromatografia por adsor¢cdo em camada delgaganate/a
Fase estacionaria: silica gel 60, com indicadoE5I4JV"

F.4-6

m=36,0mg

F.7-11
m=28,0mg

(230-400 mesh)
Eluicdo isocratica: acetona/hexano 4:6

F.12
m=17,0mg

m=19,9mg

F.16
m=37,0mg

F.13-15

C4
m=3,2mg

Cs
m=3,6mg

FLUXOGRAMA 3.10- Fracionamento da particao LCRD.
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3.5 - Metodologia dos ensaios de inibicdo ao deselwmento de A.
alternata

Os ensaios biolégicos foram realizados no Labadmtde
Bioensaios do Departamento de Quimica da UFSCéar,osentacdo do Dr.

Leonardo Toffano.
3.5.1 - Ensaio de inibicaan vitro frente ao crescimento micelial.

Para este teste foram pesados 2,43 gramas de Daie@ido com
posterior adicdo e homogeneizacdo em 100 mL de degtdada para posterior
autoclavagem a 120°C (1 atm) por 20 minutos. Afsbs periodo esperou-se 0
meio liquido atingir uma temperatura proxima de@®@°foram adicionadas 10
mg de cada substancia, previamente dissolvida éhmul28e DMSO, obtendo
assim uma concentracéo final de 100 pg/mL (subistgnoa/solucdo). Apds a
completa homogeneizacdo, o meio de cultura junteaneom a substancia
incorporada foi vertido em placas de Pepri=9 cm), sendo este procedimento
realizado em capela de fluxo laminar para evitalguer tipo de contaminacéo
das placas.

Apoés a solidificacdo do meio de cultura nas platagpetri, foram
adicionados discos de miceélip € 0,5 cm) no centro de cada placa. Estas foram
entdo fechadas e identificadas e mantidas em BGBC(2fotoperiodo de 12
horas). Foi realizado o experimento em quintupkc@adra cada substancia,
inclusive para o controle positivo (Cercobin 700 WA controle negativo
(DMSO).

As avaliacdes do crescimento micelial foram redizaa cada 2
dias, onde se baseou no centro de aplicacdo daolinéemo referencial. Dessa
forma, realizaram-se a medidas radiais em cenibsiee subtraiu em cada
medida o diametro do indculo aplicado inicialmente,acordo com a FIGURA
3.1.
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FIGURA 3.1 - Metodologia utilizada na medida do crescimento fidtedo fungo A.
alternata
3.5.2 - Ensaio de inibicaan vitro frente a germinacéo de esporo e formacéo

de apressorios.

Para a obtencao da suspenséo de esporo utiliaom-saltivo deA.
alternataem meio de carbonato de calcio. A metodologia padbtencdo da
suspensdo de esporo estd descrita no ITEM 3.38a & ensaios foram
utilizadas placas de Poliestirenp € 9 cm). Foi utilizado 1 mg de cada
substancia pura, a qual foi solubilizada em 50@gIDMSO. Ao atingir a total
solubilizacéo, foi acrescentada a essa solucdo dgstada estéril, obtendo
assim uma concentracéao final de 100 pg/mL (substgmra/agua). Depois da
completa homogeneizacéo, foram colocadas nas pigmtas de 40 pL de cada
solucdo das substancias e 40 pL suspensio de esp@ancentracdo de °10
esporos/mL, totalizando por placa quatro repetico€omo testemunha foi
preparada uma solucdo de 10 mL de agua destildddl edm 500 pL de
DMSO como controle negativo e para o controle pasifoi utilizado o
fungicida comercial Cercobin 700 WP. As placasrokedadas com filme PVC

com a finalidade de manter a umidade e conservadd@D sob fotoperiodo de
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12 horas a 25°C por 24 horas de experimento. Agges geriodo a porcentagem
da germinacao e formacéo de apressorio foi avahtd@és da observacdo em
microscopio o6ptico (aumento de 100 vezes). Foramsiderados como
germinados 0s esporos com tubo germinativo de tamegual ou superior ao

crescimento dos esporos nao germinados.

3.6 - Analise dos componentes volateis de mudasCi¢ros

O experimento consistiu na analise dos Oleos essene dos
constituintes volateis de mudas de Citros com e aenoculacdo do fungé.
alternata para verificar se haveria uma resposta quimicadgantidas frente a
este patdgeno. Foram avaliados os volateis de ap#ie considerada tolerante
ao patdogeno (laranja ‘Péra’) e outra espécie cermith suscetivel (tangor
‘Murcott’), obtidos pelas técnicas de HS-SPME e rblitkstilacdo, utilizando
mudas sadias (controle) e infectadas cém alternata Realizou-se o
experimento em triplicata, para maior confiabilidagl reprodutibilidade dos

resultados.

3.6.1 - Analise dos componentes volateis de mudaes @itros pela técnica de
Headspace - SPME

Para a realizacdo da extracdo dos volateis foi sséde,
inicialmente, determinar a condicéo ideal de aealtemo a fibra ideal para a
extracdo dos volateis (ITEM 3.6.1.2) e o tempo lidleaexposicdo da mesma
(ITEM 3.6.1.3). Os parametros otimizados no Crompatfo a Gas acoplado ao
Espectrometro de Massas (CG-EM) estédo apresemaddsM 3.6.1.1 e para a
posterior identificacdo dos compostos, mostrou-seessaria a injecdo de

hidrocarbonetos conhecidos, apresentado no ITEM.3.6
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3.6.1.1 - Determinacdo dos parametros do CG — EM pa analise dos
volateis obtidos por HS — SPME

Os analitos foram separados em uma coluna caddd3?DVB
(30 m x 0,25 mm). A temperatura da interface foR86 °C e foi utilizado hélio
(99,999%) como gas de arraste, com fluxo constaetel,7 mL/min. O
programa de temperatura para aquecimento do fain@rmperatura inicial de
40°C, durante 5 min, programado para 70 °C em ag@&#orde 4 °C/min e de 70
a 260 °C na razao de 10 °C/min, mantendo a tenypara¢ 260 °C por 10 min.
A tensao da eletromultiplicadora empregada no nifudioscan” foi de 1,60 kV.
O detector de massas operou com ionizacao por tmplacelétrons de 70 eV e
varredura de massas entre os intervalos de 40 B&40
3.6.1.2 - Determinacéo da Fibra Ideal

Foram testados dois tipos de fibra: fibra preta RGZDMS —
Carboxen/Polidimetilsiioxano 75um) e fiora azul (PDMS/DVB -
Polidimetilsiloxano/Divinilbenzeno 6fm). Condicionou-as antes de iniciar o
experimento em um cromatografo a gas utilizandodicies especificas
catalogadas para cada fibra (TABELA 3.3).

TABELA 3.3 - Massas das particdes dos extratosiditans.

Fibra* T. Injetor T. Coluna T. Detector  T. Condicionamento (min)
Q) cC) Q)
CAR/PDMS 250 250 280 60
PDMS/DVB 250 250 280 30
*Supelco

As fibras foram inseridas em um sistema fechadeecoio 50 g de
folhnas da Laranja ‘Péra’ e tangor ‘Murcott’, seml@mente, sendo realizadas
exposicoes em 30, 45 e 60 min. Apds os periodgaukslos, as fibras foram
diretamente injetadas em um Cromatografo a Gadabmpa um Espectrometro
de Massas (CG-EM), aparelho Shimadzu QP 5000, sabradicbes citadas no
ITEM 3.6.1.1. Os cromatogramas foram obtidos parduas fibras, estes estao

apresentados no ITEM 4.8.1.1.
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3.6.1.3 - Determinagao do Tempo de Exposicao Ideal.

Utilizando-se a fibra ideal, CAR/PMDS, variou-seteampo de
exposicao da mesma, em um sistema fechado cons&nglae folhas jovens de
cada uma das espécies estudadas, para a verifab@¢@mpo ideal de exposicao
da fibra. Os tempos de exposicao testados paraéra foram 30, 45 e 60
minutos. Os cromatogramas obtidos estdo indicadodTEM 4.8.1.2. Os
experimentos foram realizados em triplicata.
3.6.1.4 - Determinacdo do Tempo de retencdo de umaérie de
hidrocarbonetos.

Injetou-se  uma série de hidrocarbonetos conhecidos,
C7/9/14/16/18/20/22 no CG-EM, para posterior ider@#¢ao dos compostos, a
partir do célculo do indice de rentencdo. A idéraifdo dos componentes
volateis foi feita através da comparacdo de sepscé®s de massas com a
biblioteca (NIST, 2008) e calculos de seus indidesretencdo com aqueles
encontrados na literatura (ADAMS, 2001). O indice mbtencdo (IR) foi
calculado para cada componente detectado, segumpuatao de Van Den
Dool e Kratz (VAN DEN DOOL & KRATZ, 1963).

3.6.2 - Andlise dos componentes volateis de mudas dCitros por

hidrodestilacao

Extraiu-se os 0leos essenciais das folhas joverhardeja ‘Péra’ e
tangor ‘Murcott’, ambas inoculadas com o fungo alternatae também as
folhas controle (sem a inoculacdo do patégenogrtrmla técnica de extracao
por arraste a vapor d’agua. Inicialmente, montoa-sistema de extracdo com o
aparato de Clevenger, uma manta de aquecimento &alfw de 1L e ao
condensador foi conectado o sistema de refrigerd&@oseguida, foi ligada a
manta aquecedora, regulada a temperatura de ebulag@gua. Adicionou-se
agua destilada até a metade do baldo, ou seja, r@Et&el da manta, e 30 g de

folhas. Antes de comecar a aquecer o sistemapadigise éter de petréleo no
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extrator para que todo composto volatilizado pesunasse miscivel ao 6leo e
nao retornasse ao baldo e nem saisse do sisteraavitar a perda do mesmo.
O sistema foi mantido em refluxo por trés horaso\pste periodo, o 6leo
essencial, por ser mais denso que a agua, foimfasie coletado por se
concentrar proximo a torneira de saida, sendo posteente mantido a -20 °C
para que ndo houvesse evaporacdo do mesmo. Extra$ddleos, injetou-se
cada um separadamente no CG-EM, sob as condi¢cieseatadas na TABELA
3.4. Injetou-se, também, uma série de hidrocarlbsnednhecidos. A partir do
célculo do indice de retencdo de cada pico presenteada cromatograma e da
comparacao dos espectros de massas dos mesmoslitenatara, determinou-
se 0s constituintes quimicos de cada O6leo esseexieido nas diferentes

condicdes realizadas.

TABELA 3.4 - Método utilizado na analise dos volateobtidos por
hidrodestilacdo em CG-EM.

Temperatura do Injetor 180 °C
Temperatura de Interface 280 °C
Temperatt_Jra dNa Fonte de 180 °C

lonizagao
Volume da Injecao 2 uL
Modo de lonizac&o El
Faixa de Deteccao de m/z50 a 750 Da
Massas

Rampa 50/3-5/150/7/290/5

3.7 - Metodologia para a obtencédo das imagens poridfoscopia Eletronica
de Varredura (MEV).

Para observar o mecanismo de penetracdo e coléoizhy; fungo
A. alternatana superficie da folha da espécie suscetivelptaiurcott’ e da
espécie tolerante, laranja ‘Péra’, a doenca Mandaarom de Alternaria
(MMA), foi adotada neste trabalho a técnica de bBcopia Eletrbnica de

Varredura (MEV) no modo ESEM, ou seja, realizadpressao atmosférica.
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Para a andlise das folhas contaminadas, foi feiiaoaulacdo através de
suspensao de esporos, de acordo com o ITEM 3.8s3fa@has sem a presenca
do patdogeno também foram observadas e considemmdesntrole (folhas
sadias).

As mudas tinham em média seis meses de idade marficam
ambiente com controle de temperatura 25°C e umidked&0%, condicbes
necessarias para o desenvolvimento do micro-ongani®\pés 48 horas os
sintomas da doenca eram visiveis nas folhas dertadktyircott’, iniciando-se
pelas nervuras e progredindo por toda superficiéolii@. Nesse momento as
folhas eram destacadas das plantas e preparadas fEalizacao das imagens.

Para observacdes no microscopio eletrénico de dianaie foram
separadas em quintuplicata amostras de tecidosardejd ‘Péra’ e tangor
‘Murcott’ infectados e o controle, as quais medepnoximadamente 16 mm? (4
x 4 mm). Os fragmentos foram montados sobre sugatmetal e levados ao
microscopio. O material foi examinado ao microsodglietronico de varredura
(QUANTA - 250), o qual ndo necessita de metalizad@® amostras, operando
em pressdo ambiente e podendo ampliar as amostraséedez mil vezes. A
analise dos materiais processados para MEV foi empenorfologica, nao
havendo quantificacdo de eventos.

3.8 - Analise da variacdo do perfil quimico de cits via CLAE aliada a
ferramenta quimiométrica.

Mudas de L. Péra e T. ‘Murcott’ foram inoculadasmca\.
alternata, de acordo com o procedimento descrito no ITEM338.foram
selecionadas em triplicata mudas controle, comme smtoma de Mancha
Marrom de Alternaria (MMA), em ambas as espéciesambtencdo de um
método “fingerprint” (“impressao digital”), que difencie os extratos estudados.

As partes vegetais de citros (raizes, caules orfesj caules
superiores e folhas) depois de coletadas forandés/aom agua corrente para

retirar 0 excesso de matéria organica, e colocaatasstufa de circulacéo de ar
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com temperatura controlada de 45°C por trés diasacotuito de desidrata-las
totalmente. Em seguida, o material seco foi moidan®inho de facas Willey,
pulverizado em moinho criogénico e peneiradas zatiilo uma peneira
molecular de 0,25 um, a fim de deixar todas adquéas homogéneas evitando
erros experimentais de extracao. Pesou-se 30 muatkrial seco, adicionou-se
1,0 mL de uma solucdo de metanol: agua (7:3),rdiikse e extraiu-se 0s
metabalitos por 90s utilizando-se um ultraturre€20800 rpm e centrifugou-se a
4000 rpm por 5 min. Filtrou-se o sobrenadante &nmod$i PTFE MILLIPORE 30
mm de diametro e 0,22 um de poro. Para uma extnagé® eficiente, foram
feitas trés extracbes de 1,0 mL de MeOH, repetsed@s etapas anteriores.
Secou-se o0 produto de extragao num SpeedVac, persisu novamente em 6,0
mL na solucdo de metanol:agua (7:3) e retirou-se aliguota de 20,0 pL para
analise por CLAE-DAD.

As andlises por CLAE foram feitas utilizando uméuna com fase
estacionaria C18 Phenomenex Luna®u(®, 15,0 x 0,46 cm) acoplada a uma
pré-coluna com a mesma fase. A eluicdo foi feitéizahdo um gradiente
exploratorio, empregando-se ACN (B) e solucdo ddoafbrmico 0,5% (v/v)
(A) nas seguintes condicbes: 10 a 95 % de (B) emm#Q) permanecendo
isocratico em 95% de (B) por 10 min. Ao términocdarida cromatografica foi
feito um gradiente inverso de 95 a 10% em 5 min etempo de
recondicionamento da coluna foi de 5 min. A vazéizada foi de 1,0 mL/min
e a alca de amostragem foi dei20da solucéo, sendo cada amostra, 24 no total,
analisada em triplicata. Os cromatogramas foranmistragos em 254 nm,
enquanto que os espectros UV foram registrados &8t e 600 nm.

As andlises quimiométricas foram realizadas petd. Br. Edenir
Rodrigues Pereira Filho, da Universidade FederalSde Carlos (UFSCar).
Foram analisados simultaneamente todos os cronaam@grobtidos por CLAE,
onde os dados foram arranjados na forma de umdzma#@ qual as linhas

correspondem as 72 amostras (todos os 6rgéos aataplestudadas, com as
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suas respectivas réplicas) e as colunas correspoadg tempos de retencéo de
0 a 47 min. Foi aplicado a analise de componentexipais (ACP) a esta
matriz de dados, empregando o software PIROUETTE v@isao 4.0
(Informetrix).

3.9 - Andlise da variacdo do perfil quimico de follis de T. ‘Murcott’ via
RMN *H.

Apoés a inoculacdo dA. alternataem mudas de tangor ‘Murcott’,
as plantas foram umedecidas e cobertas com saets pcom a finalidade de
manter a umidade. Apés 24 horas de espera de sinmgumas folhas foram
coletadas para analise por RMN 600 MHz. Mudas aenoculacdo do fungo
mantidas em outro ambiente foram separadas contootmnas quais tambéem
foram umedecidas, cobertas com sacos e coletadassmo periodo.

Com a utilizacdo de um furador de 0,5 cm de di&né&iram
cortados circulos de folha sobre a lesdo e tami@mne ponto préximo a ela,
visando analisar variacdo dos metabdlitos existemistas regides. Folhas sem
sintomas e o0 branco também foram analisadas nestsmas regides, para que
as possiveis variacbes quimicas observadas possampasteriormente
atribuidas a uma resposta da planta e ndo a vasia® composicdo devido a
diferenca de regido analisada. Foram observadaasfale tangor ‘Murcott’ de

trés tamanhos diferentes (estagios de evolucdhn)3A e 5¢cm.
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Sem sintoma [SS]

FIGURA 3.2 - Metodologia para analise da respostingca de T. ‘Murcott’ ao fung@\.
alternata
Os discos de 0,5 cm de diametro foram mergulhaatollierogénio

liquido por 30 segundos e em seguida transferidos @ppendorf, onde foram
armazenados em freezer -80 °C até o estudo por BMIRara andlise, foram
adicionados 100 pL de metanol deuterado (MeOD) dissos contidos em
eppendorf e em seguida sonicados por 10 min a empetratura de 40 °C e a
solucéo obtida foi homogeneizada em um vortex pmirito e levada em tubo
capilar 0,3 cm para analise por RMN 600 MHZ. Faliaado (trimetilsilil)-
tetradeuterosodio propionato (TSR)}bomo referéncia e padrao interno.

A TABELA 3.5 apresenta os codigos utilizados paideatificacao
de cada uma das amostras analisadas, sendo queenento foi feito em
triplicata para avaliacdo da estabilidade das aammsivaliadas e também do

equipamento.
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TABELA 3.5 - Cadigos utilizados na avaliacdo daiagdio do perfil quimico
por RMN 600 MHz.

Folhas de Tangor ‘Murcott’

Tamanho Com sintomas Sem sintomas Controle
1(2,0 cm) 1TFF 1TSS 1TB
2 (3,5cm) 2TFF 2TSS 2TB
3(5,0cm) 3TFF 3TSS 3TB

Regido analisada: ¢([Exatamente sobre a leséo) Ex: 1TFa

Regido analisada: k(Préoximo a lesédo) Ex: 1TFb

T = Tangor murcott; FF = Folhas com sintoma; SS®h&s sem sintoma; B = folhas controle.

3.9.1 - Identificacdo da Substancia 4 por LC-MS/MS.

A substéncia codificada como 4 que foi observadastado por
RMN 600 MHz nao foi obtida pura no estudo fitoguiondas folhas de tangor
‘Murcott’, sendo obtida como a substancia minoidtsgm uma mistura com
Apigenina-7-O-rutinosideo e sua determinacao estalfoi feita por RMN em
uma e duas dimensoes e por LC-MS.

Para o estudo por LC-MS, inicialmente foram otirde= as
condicBes cromatogréficas, sendo que a fase moyalegada foi composta por
agua ultrapura e acetonitrila na proporcdo (75#%), com vazao de 0,8
mL/min em coluna analitica com fase estacionari@ Bienomenex Luna® (5
um, 15,0 x 0,46 cm,). Para otimizacdo dos parametios a analise por LC-MS
e LC-MS/MS foram realizadas infusdes diretas n@etspmetro de massas com
solucdo analitica do padrdo de Apigenina 7-O-rgfoh@o na concentracdo de
1,0 ug/mL, com a finalidade de selecionar as melkhoondi¢cdes de ionizacéo e
de fragmentacdo dos compostos de interesse. Aptimiaacdo dos parametros
com o padrdo, foram injetados 20 pL da mistura €esonoides na

concentracao de 0,5 mg/mL.
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As melhores condi¢Bes para a fragmentacdo dosmongorados,
obtidas com infusdes diretas no espectrometro dsasana vazao de 10,0 pL/
min, foram: temperatura de 400 °C na fonte; temipeaxado gas M (gas de
dessolvatacdo) de 400 °C, mantida a uma press&@o gakessolvatacao da
amostra de 45 psi e para o gas nebulizador umadwete 20 psi; a voltagem
aplicada entre a agulha capilar e orificio de eatrda amostra foi de -3500 V;
potencial de entrada na cela de colisado foi de33@\4 a energia de colisdo 15

eV, potencial de saida na cela de colisédo de €/50

3.10 - Analise da variacao do perfil quimico de folhs de T. ‘Murcott’ via

RMN 'H aliada & ferramenta quimiométrica.

Mudas de L. Péra e T. ‘Murcott’ foram inoculadasad®. alternata
de acordo com o procedimento descrito no ITEM 3e8fdram selecionadas
folhas controle, com e sem sintoma de Mancha Mademlternaria (MMA)
em triplicata, sendo que o preparo de amostrarfalogo ao ITEM 3.9. No
entanto, folhas inteiras foram utilizadas no expento e ndo apenas discos em
regioes especificas, como utilizado no ITEM 3.9.

Os experimentos de RMN foram realizados em um &gpeetro
Bruker Avance® lll, sob um campo magnético de %414, cuja frequéncia do
hidrogénio é de 400 MHz.

As analises foram feitas em quintuplicata e pramss com um
fator de multiplicacdo exponencial (b = 0,3) paposterior andlise
quimiometrica.

Os espectros de RMNH foram utilizados como variaveis de
entrada para o programa quimiométrico Amix® 3.9.4dde foi gerado um
arquivo para a matriz das folhas da tangerina bagles através de Analise de
Componentes Principais (PCA). Nos espectros fecgahada a regiao referente

aos sinais dos hidrogénios de compostos aromggot®s 6,0 e 8,5).
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3.11 - Andlise da distribuicdo espacial de Apigenin 7-O-rutinosideo em
folhas de T. ‘Murcott’ via MALDI IMS.

Este experimento foi realizado em colaboracdo cqmasguisadora
Dra. Denise Brentan da Silva e o Prof. Dr. Norb&gporine Lopes, do Nucleo
de Pesquisas em Produtos Naturais e Sintéticos NNPHa Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRPrUSP

Imagens da distribuicdo de Apigenina 7-O-rutinosideetamente
em folhas de 5,0 cm de T. ‘Murcott’ controle e ceimomas de MMA podem
ser criadas através da representacao graficaalsidade dos seus ions na area
irradiada, obtida como uma funcéo das suas cooddsng y.

Para realizar o experimento a folha intacta folisada ao longo da
nervura centralas seccdes obtidas foram montadas em uma lamividrdee a
sua aderéncia foi feita através do uso de fitaadigue.

A secagem a vacuo, utilizando um dessecador, foessaria
considerando que altos teores de agua nas secndes gausar uma aderéncia
nao uniforme da matriz a superficie da folha.

Para a aquisicdo de imagens do tecido foliar falizada a
deposicao automatizada de matriz que consistiu i mistura 1:3 (v/v) de
Acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) e 2,6 dihidroxiao&nona (DHB),
utilizando o sistema comercial ImagePrep (da B®kesendo possivel aplicar
a solucédo da matriz simultaneamente em todas ast@®oreduzindo 0s erros
devido a diferenca de lote.

As analises foram realizadas no MALDI-TOF/TOF Ul&atreme
(Bruker Daltonics), no modo positivo. Para otimaaglos parametros para a
analise foi utilizada solucédo analitica do padracAgigenina 7-O-rutinosideo,
com a finalidade de selecionar as melhores consligie ionizacdo e de
fragmentacao deste composto na superficie da falh@amagens obtidas foram

geradas a partir dos dados de MS/MS, sendo esfaccmnada a partir da
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extracdo de ions especificos. O conjunto de dadssedpectros de massas
foram analisados por toda a secao utilizando avaodt Fleximaging (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany), com uma resolucaosfe@n. Os parametros
utilizados para a obtencéo dos espectros foramtab@0 shots por espectro, PIE
(Pulsed ion extractionde 110 ns, modo positivo, frequéncia de laset @)
Hz e modo refletor. Depois da aquisicao dos dadss,imagens foram
construidas utilizando o software Fleximaging. Abaiesta ilustrada a
metodologia utilizada para a obtencao do imageamretdtivo a distribuicao de
Apigenina 7-O-rutinosideo em folhas de T. ‘Murc¢RIGURA 3.3).

. ; d) Aplicagédo da Matriz
a) Tecido analisado c) Desidratacéo (dissecador)

a5 . =
o h

b) Secgdo do tecido

1) Controle;
2) Sintomatica.

f) Tratamento dos dados

g) M3/MS do ion de interesse e) Aquisicdo da Imagem por laser

4
Laser ® =m/z601 [M+Na]*

h) Imagem
4
Ny ®
; ‘ e < —— .0
— ¥ .
m/z

FIGURA 3.3 - Metodologia para anélise da distriimigde Apigenina 7-O-rutinosideo em
folhas de T. ‘Murcott’ através de MALDI-IMS.

61






4 RESULTADOS E DISCUSSOES






Resultados e discussoes

4.1 - Deteccdo da presenca ddternaria alternataem mudas de Citros via
PCR.

ApoOs a constatacao visual dos sintomas caractegstie Mancha
Marrom de Alternaria (MMA) em folhas de tangor ‘Mott’ 48 horas apos a
inoculacado deA. alternata foi utilizada a reacdo da polimerase em cadeia
(PCR), um dos métodos mais seguros para a detdesi® patégeno. A PCR
amplifica uma determinada sequéncia do DNA (criag@&amdultiplas copias),
onde utilizou-se primers especificos os quais foragncionados no ITEM
3.3.4. Também foi avaliado, por este método, armmigé&o fungo em mudas
selecionadas como controle. Na reacado foi utilizako primers para a
confirmacao da espécie (550pb).

Para visualizar a amplificacéo foi feito um gel agarose 1%
corado com brometo de etidio, fazendo com que quamgosto a luz UV o
mesmo fluoresca, facilitando observar as bandasmpdificacao.

Na FIGURA 4.1 pode-se analisar a imagem do getlatdtravés de
um foto-documentador. Através desta imagem podmdservar o marcador de
peso molecularM) e a identificacdo do micro-organismo dm(Folhas de
laranja inoculadas) € (Folhas de tangerina inoculadas), comprovando a
presenca dA. alternataem folhas que foram inoculadas com o patégenaldevi
a observacao da amplificacdo do fragmento de S5&s ke base (pb). Também
foi feita a analise em folhas do controle de L.aPérT. ‘Murcott’ 3 e 4,
respectivamente o qual comprovou a auséncia doorarganismo nestas

mudas.
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550pb

M- Marcador.

1- Laranja com 4. Alternata.
2- Tangerina com A. Alternata.
3- Laranja sadia.

4- Tangerina sadia.

FIGURA 4.1 - Gel de agarose 1% corado com brometo de Etidio. Narcador de peso

molecular 1kb plus NEOBIO; 1 e 2 - PresencaAdealternata 3 e 4 - Controle (550pb-

espécie).
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4.2 - Substancias Isoladas
O estudo fitoquimico de Laranja Péra e Tangor Mtroeste

trabalho visou a busca de padrdes para os estadiosedacao planta-patégeno,
tendo a sua importancia na identificacdo de corogosiue possam estar
envolvidos no mecanismo de defesa das espéciedadat e também na
avaliacao da potencial atividade fungicida dos awstgs isolados. Este estudo
permitiu o isolamento de substancias pertencentediferentes classes:
esteroides, limonoides, cumarinas e flavonoidesa Reilitar a determinacéo
estrutural dos metabdlicos isolados, estes ses@atdios por classes.

Esterdides

El E2 E3

Sitosterol (E1), Estigmasterol (E2) e CampesteroEQ@) (em mistura)
m = 98,0 mg

procedéncia: folhas de Tangor Murcott

iIsolamento: p. 40

identificacdo: p.72-74
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Flavonoides

Sinensetina (F1)

m = 18,5 mg

procedéncia: folhas de L. Péra
Isolamento: p. 45

identificacdo: p.73-81

Escutelareina (F2)

m = 11,2 mg (mistura)
procedéncia: folhas de L. Péra
iIsolamento: p. 45

identificacdo: p.73-81

Nobiletina (F3)
m = 25,0 mg
procedéncia: folhas de T. Murcott
iIsolamento: p. 40
identificacdo: p.73-81

5-Hidroxi 6,7,8,3",4'-
pentametoxiflavona (F4)
m=1,2mg
procedéncia: folhas de T. Murcot
Isolamento: p. 39
identificacdo: p.73-81
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Tangeretina (F5)

m = 54,0 mg
procedéncia: folhas de
T. Murcott
iIsolamento: p. 40
identificacdo: p.73-81

Apigenina-7-a-O-rutinosideo
(F6)

m = 50,4 mg

procedéncia: folhas de T.
Murcott

iIsolamento: p. 42
identificacao: p. 82-90

Hesperidina (F7)
m = 12,6 mg
procedéncia: folhas de L. Péra
iIsolamento: p. 43
identificacdo: p.91-95
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Limonoide

Nomilina (L1)

m = 13,4 mg

procedéncia: folhas de T. Murcott
isolamento: p. 41

identificacdo: p. 96-100

Limonina (L2)
m = 25,0 mg
procedéncia: folhas de L. PéraelT.
Murcott

iIsolamento: p. 44
identificacdo: p. 101-105

Cumarinas

X
Umbeliferona (C1)
H o m = 25,0 mg

procedéncia: folhas de L. Péra
Isolamento: p. 38
identificacdo: p. 107-114
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Xantiletina (C2)

m = 359,2 mg

procedéncia: raizes de L. Cravo
iIsolamento: p. 46

identificacdo: p. 107-114

Seselina (C3)

m =17,0 mg

procedéncia: raizes de L. Cravo
iIsolamento: p. 46

identificacdo: p. 107-114

Suberenol (C4)

m = 3,2 mg

procedéncia: raizes de L. Cravo
iIsolamento: p. 46

identificacdo: p. 107-114

Suberosina (C5)

m = 3,6 mg

procedéncia: raizes de L. Cravo
iIsolamento: p. 46

identificacdo: p. 107-114
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4.3 - Esteroides
Os esteroides séo triterpenos modificados contendstema de

anéis tetraciclicos do lanosterol, mas sem a prasgss metilas nas posicdes C-
4 e C-14. Originados das fracdes lipidicas de ageat animais o sitosterol,
estigmasterol e campesterol sdo os esterdidesfragisentemente encontrados
no reino vegetal (DEWICK, 2001). Quase sempre esgt=goides encontram-se
em mistura devido as suas semelhancas estrutaassonando dificuldades em
suas separacOes entdo, na maioria das vezesdsunéficacoes sdo realizadas

em mistura através de CG/EM.

4.3.1 - ldentificacdo estrutural do sitosterol (E1) estigmasterol (E2) e

campesterol (E3)

Estes esteroides foram obtidos da particdo dicletanica do
extrato etandlico das folhas de Tangor ‘Murcottiraf&és do espectro de RMN
'H (FIGURA 4.2), pode-se observar a presenca de ulstetb largo end 5,33
(J = 5,0 Hz) e um multipleto e 3,52 caracteristicos dos hidrogénios H-6 e H-
3, respectivamente dos esqueletos esteroidais tdetesbl, estigmasterol e
campesterol; foi observado também sinais de hidiogévinilicos emdy 5,07
dd (J=8,1 e 15,1 Hz) &, 5,12dd (J = 8,1 e 15,1 Hz) atribuidos aos da cadeia
lateral do estigmasterol, e ainda, um grande numhersinais congestionados na
regido dedy 0,68 — 2,31 referentes a varios grupos de hidiogémetilicos,

metilénicos e metinicos que caracterizam o esquekderoidal. O sitosterol e o
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campesterol possuem cadeias laterais praticame@ididas, portanto, ndo ha
como diferencia-los com um simples espectro deopilmio.

Na andlise por CG/EM, foram observados trés picas n
cromatograma (FIGURA 4.3 a) que indicaram a preselactrés substancias. A
presenca da mistura sitoster&llf, estigmasterolE2) e campesterolE3) foi
confirmada através dos picos referentes ao ionamaleemm/z414, 412 e 400
(FIGURAS 4.3 b, c e d) que conferiram com as féoamuholeculares das trés
substancias £Hsc0, GoHigO e GgHuO, respectivamentdd ESQUEMA 4.1
apresenta propostas de fragmentacéo do sitosterol.

Chlqroform—d

T
7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5
Chemical Shift (ppm)

FIGURA 4.2 - Espectro de RMN 1H da mistura E1 +E23t (CDCI3, 400 MHZz)
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T

8854141
(a) Sitosterol
Estigmasterol
Campesterol
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(b)
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FIGURA 4.3 - (a) Cromatograma da mistura E1 + EE3 (b) Espectro de massas do

sitosterol; (c) Espectro de massas do estigmas{djdtspectro de massas do campesterol.
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HO!

m/z= 329

miz= 414

m/z= 396

m/z= 396

m/z=381

L

m/z=120

ESQUEMA 4.1 - Proposta de fragmentacéo do Sitosted).
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4.4 - Flavonoides

4.4.1 - ldentificacao estrutural dos flavonoides gonmetoxilados F1-F5:

(F4) 5-Hidroxi-6,7,8,3',4' pentametoxiflavona (F5) Tangeretina

Os flavonoides isolados s&o substancias comumestidas em
Citros (TRIPOLI, et. al., 2007), portanto sua idiérdcao estrutural foi feita
baseando-se apenas nos deslocamentos de hidroggrecsstdo de acordo com
os dados da literatura (LI et al, 2006). Os flavdes polimetoxilados
apresentam caracteristicas bastante peculiaresesmespectros de RMM
facilitando sua caracterizagdo, como a presencaligdersos singletos em
aproximadament& 4,00 relativo a metoxilas e hidrogénios aromatiedativos
aos hidrogénios do anel B, os quais foram obsesvadm 0s seguintes padroes
de substituicdo: Nos compostie2 e F5 é observado uma equivaléncia quimica
dos hidrogénios 2’ e 6’ e dos hidrogénios 3’ e &ido a livre rotacdo do anel
B e eles apresentam deslocamento em tornd &6 es 6,9, respectivamente.
Neste caso 0s sinais apresentam-se como dois asibledm constante de
acoplamentorto (J = 8,0 Hz). O dubleto correspondente aos hidrogaHi3’ e
H-5’ aparece mais blindado com relacdo aquele sporadente a H-2' e H-6
devido ao efeito de blindagem da metoxila em C-4".

Para os compostdsl, F3 e F4 tém-se sinais para trés hidrogénios
no anel B, pois neste caso ndo ha uma simetrian@lo @ sinal de H-2’ surge

como um dubleto com constante de acoplamento nmieta2(5 Hz) devido ao
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acoplamento deste hidrogénio com H-6’, que apagatéorno deé 7,6 ppm. O
sinal do H-5’, em torno d&6,9 ppm, também surge como um dubleto devido ao
acoplamentoorto (J = 8,5 Hz) com H-6'. Finalmente, o sinal do H-6'rgel
como duplo dubleto devido ao acoplamento em metad,b Hz) com H-2' e
orto (J = 8,5 Hz) com H-5' proximod&7,4 ppm.

O Espectro de RMNH (400 MHz, CDC}) das substanciasl-F5
(FIGURAS 4.4 — 4.8) apresentaram um singleto &m~ 6,60 que foram
atribuidos ao H-3 do anel C de uma flavona, pois éso seu deslocamento
caracteristico (WANG et. al., 2007). Os compos$t8® F5 apresentaram o anel
A completamente substituido por metoxilas, pois urea determinados os
substituintes dos anéis B e C e a auséncia desohtdoogénios aromaticos,
assim as quatro metoxilas restantes estariam pesseaste anel. Os compostos
F1 e F2 apresentaram, além dos sinais ja relatados pamaebB e C, trés
metoxilas no anel A e um singleto em torno &d&,80, deslocamento este
caracteristico de H-8, pois quando temos a posigaetoxilada, o sinal de H-6
aparece como singleto ein6,4 ppm, regidao mais blindada do espectro devido
ao efeito de protecdo das metoxilas em C-5 e C-Cor@postoF4 apresenta
sinal emé 12,35, caracteristico de hidroxila quelatogénima@5. As posicoes
C-6, C-7 e C-8 sao as Unicas localizacbes posspagia as trés metoxilas

restantes, observadas no espectro de RiMblesta substancia.

77



TABELA 4.1 - Dados de RMN 1H dos flavonoides F1itamente com os dados encontrados na literdtuet al, 2006).

H F2 F2 (Lit.) F3 F3 (Lit.) F4 F4 (Lit.) F5 F5 (Lit.)
F1 F1 (Lit.) Oy 2 mult o dmult Oy “mult O dmult On*mult| &, mult Ou *mult | &, *mult
oy *mult oy *mult
3 6,655 6,60s 6,605 6,59s 6,635 6,635 6,61s 6,625 6,575 6,615
8 6,80s 6,80s 6,795 6,80s - - - - -
2 7,32d (2,0) | 7,33d (2,0) | 7,82d(9,0) | 7,83d(9,0) | 7,42d (2,0) | 7,42d (2,0) | 7,42d (2,0) | 7,42d (1,8) | 7,85d(9,0) | 7,87d (9,0)
3 - - 7,00d (9,0) | 7,01d (9,0) - - - - 7,00d (9,0) | 7,02d (9,0)
5 6,96d (8,0) | 6,97d(9,0) | 7,00d (9,0) | 7,01d(9,0) | 7,00d (8,8) | 7,00d (9,0) | 7,00d (8,4) | 7,00d (8,0) | 7,00d (9,0) | 7,02d (9,0)
, 7,51dd (8,0 | 7,52dd (9,0 7,58dd (8,8 | 7,57dd (9,0 | 7,59dd (8,4 | 7,58dd (8,0
6 e2,0() e2,0() 7.82d(9,0) | 7,83d (9,0) e2,0() e2,0() e2,0() e1,8() 7,85d(9,0) | 7,87d (9,0)
5-OH . - - - - - 12,53s - -
3,91s,3H | 3,93s 3H | 3,885 3H | 3,89s,3H | 3,97s 9H | 3,955 6H | 3,965 3H | 3,965 3H | 3,855 3H | 3,89s, 3H
3,955, 3H | 3,97s,3H | 3,91s,3H | 3,925 3H | 3,99s,3H | 3,97s 3H | 3,97s 3H | 3,97s 3H | 3,91s 6H | 3,95s, 6H
-OCH; | 3,97s,3H | 3,98s 3H | 3,97s,3H | 3,985 3H | 4,055, 3H | 3,98s 3H | 3,98s 6H | 3,98s 6H | 3,99s 3H | 4,02s, 3H
3,985 6H | 3,995 6H | 3,98s 3H | 3,995 3H | 4,12s, 3H | 4,035, 3H | 4,11s,3H | 4,12s, 3H | 4,07s 3H | 4,10s, 3H
4,11s, 3H

4CDCls, 400 MHz.

Valores deJ, entre parénteses, em Hz.
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FIGURA 4.4- Espectro de RMNH da Sinensetina=(l). (CDCk, 400 MHz)
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FIGURA 4.6 - Espectro de RMN 1H da Nobiletina (R®DCI3, 400 MHz)
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4.4.2 - ldentificacao estrutural dos flavonoides glosilados F6 e F7:

4.4.2.1 - Identificacao estrutural de F6:

No espectro de RMNH de F6 (FIGURA 4.9) foram observados
dois dubletos intensos na regido caracteristidaidtegénios aromaticos, sinais
estes emd 7,95 (2H,d, J = 8,8 Hz) atribuidos aos hidrogénios H-2’' e H-@&m
0 6,96 (2H,d, J = 8,8 Hz) atribuidos aos hidrogénios H-3’ e H-6’ahel B de
um flavonoide. Este padrdo de substituicdo do &ed caracterizado por
apresentar sinais com equivaléncia quimica, dewisimetria do anel e sua livre
rotacao.

O mapa de contorno HSQC (FIGURA 4.14) mostra aetagéo
dos hidrogénios emd 7,95 com o carbono erd 129,0 (C-2’, C-6') e os
hidrogénios end 6,96 comd 116,5 (C-3’, C-5"). A analise do mapa de contorno
HMBC (FIGURA 4.15) mostra a correlacdo dos hidrogéremd 7,95 a’J e d
6,96 a>J com o carbono e 161,0 e este sinal foi atribuido ao carbono C-4’
gue, pelo seu deslocamento trata-se de um carbagenado, o que permitiu
atribuir um substituinte hidroxila ao C-4'.

Foi observado no espectro de RMMN um sinal emd 6,85 (1H,s)
atribuido ao H-3 de uma flavona auxiliado pelassaguintes correlacdes
observadas no mapa de contorno HMBC: H-3', H-5'-8 Eorrelacionam-se
com oc 121,3, atribuido ao C-1"; H-2', H-6' e H-3 correlanam-se condc
164,5, atribuido ao C-2; deslocamento este caratiber do carbong- de um
sistema carbonila, B - insaturada, podendo-se afirmar, entdo, que eate®s

hidrogénios 2’, 5’ e 6’ de uma flavona.
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Ainda, no espectro de RMMH (FIGURA 4.9), tem-se um par de
dubletos com) = 2,0 Hz emd 6,76 ed 6,44. O espectro de HSQC (FIGURA
4.14) mostrou a correlacéo do hidrogéniodné,76 com o carbono edg 95,3
e também mostrou a correlacdo do hidrogénidgB44 com o carbono edq
99,8.

Através do mapa de contorno HMBC (FIGURA 4.15) pede
verificar a correlagcdo dos hidrogénios &i6,76 edy 6,44 com o carbono em
Oc 163,2 atribuido ao carbono oxigenado C-7; coréelago sinal endy 6,44
comdc 161,6 (C-5); correlacao do sinal & 6,76 comdc 157,2 (C-9); e a
correlacédo dos sinais ebp 6,76,0 6,44 e do H-3 com¢ 105,9. A observacéao
destas correlacbes permitiu atribuir os sinais &m6,76 e dy 6,44 aos
hidrogénios H-8 e H-6, respectivamente do anel Arda flavona.

OH

Voltando ao espectro de RMM (FIGURA 4.9), a observacdo de
sinais entred 3,0-4,4 sugerem a presenca de unidade de aclnchkr,codubleto
emd 0,94 (3H, H-6",J= 5,6 Hz) é caracteristico da metila de uma uniakele
raminose e o dubleto em4,55 (H-1",J = 1,6 Hz) corresponde ao sinal do
hidrogénio anomeérico, cuja constante de acoplamel®ol,6 inferiu na
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configuracdoa (-OR axial) para a unidade de raminose. Tambénossiypel
observar a presenca de outro hidrogénio anomémeod 5,06, (0 = 7,2)
caracteristico de glicoge(-OR equatorial), indicando também a presencaadest
unidade de acucar na estrutura da molécula.

Os mapas de contorno COSY (FIGURAS 4.11 e 4.12nfarsados
para confirmacao das interacfes spin-spin dos &amdidrogénios presentes
nos aneéis da raminose e da glicose. Os acoplamebsesvados neste espectro
permitiram identificar o deslocamento quimico ddacam dos hidrogénios da
glicose e da raminose e, com isto, através do ndapaontorno HSQC foi
possivel observar a correlacdo dos mesmos comborgadiretamente ligado a
eles, fechando a estrutura dos acucares, comogasodebservado na FIGURA
4.13.

Para se determinar a posi¢cdo na qual o glicosid&oligado na
aglicona, utilizou-se a correlagdao no mapa de coateiIMBC (FIGURA 4.15)
do hidrogénio anomérico H-1” &) com um carbono end 163,2, sendo
atribuido anteriormente ao C-7 do anel C da flavona

Os flavonoides O-di-glicosilados encontrados(@itnus geralmente
apresentam-se como 7-O-rutinosideo ou 7-O-neohidepieteo (GATTUSO, et
al., 2007) e a diferenca entre eles encontra-digagio de juncao das unidades
de acucar. Para diferencia-los € utilizado o vatodeslocamento quimico de H-
1”, que se encontra em torno d®,00 em 7-O-rutinosideo e em tornodde, 30
para 7-O-neohesperidosideo em DMSO. Esta difergocke ser justificada
devido ao efeito indutivo retirador de elétrons rdainose emC-2” neste
altimo, tornando o hidrogénio anomérico da glicosas desblindado. EfR6,
como H-1" esti end 5,06, foi considerada a presenca de 7-O-rutinosige

estrutura desta molécula.
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OH

HO

Rutinosideo Neohesperidosideo

Os substituintes nos carbonos C-5 e C-4’ da flawdmahidroxilas,
devido a auséncia de sinais caracteristicos dexitatama regido entre 3,5-4,5
ppm no espectro de RMNH (FIGURA 4.9) e a substancia é conhecida como

Apigenina-7-O-rutinosideo.

Apigenina-7-OB-rutinosideo E6)
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TABELA 4.2 - Dados de RMN 1H e 13C de Apigenina:/®-rutinosideo (F6)

juntamente com os dados descritos na literaturaN@ A&t al., 1998) para F6.

C F6 F6 (Lit.)
Sy 2mult 5P Oy 2 mult 5P
2 - 164.,5 - 164,6
3 6,855 103,4 6,87s 103,4
4 - 182,2 - 182,3
10 - 105,6 - 105,7
5 - 161,6 - 161,6
6 6,20d (2,0) 100,1 6,46d (1,8) 100,1
7 - 163,2 - 163,1
8 6,37d (2,0) 95,1 6,79 (1,8) 95,1
9 - 157,2 - 157,2
1’ - 121,3 - 121,3
2’ 7,95d (8,8) 129,0 7,96d (8,4) 128,9
3 6,96d (8,8) 116,5 6,96d (8,4) 116,4
4 - 161,0 - 161,4
5 6,96d (8,8) 116,5 6,96d (8,4) 116,4
6’ 7,95d (8,8) 129,0 7,96d (8,4) 128,9
1" 5,06 d (7,2) 100,7 5,08d (6,6) 100,8
2" 3,31m 73,4 3,00-3,84n 73,4
3" 3,50m 76,6 3,00-3,84n 76,6
47 3,16 m 69,8 3,00-3,84n 69,8
5" 3,62m 75,9 3,00-3,84n 75,9
6" 3,30-3,84m 66,2 3,00-3,84n 66,2
1 4,55 d (1,6) 100,0 4,565l 99,8
2" 3,65 m 70,5 3,00-3,84n 70,6
3" 3,45 m 71,0 3,00-3,84n 71,0
47 3,13 m 72,3 3,00-3,84n 72,3
5" 3,45 m 68,8 3,00-3,84n 68,6
6" 0,94 d (5,6) 18,0 1,1@ (6,0) 18,1

2DMSO, 400MHz
®DMSO, 200MHz

Valores deJ, entre parénteses, em Hz
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4.4.2.2 - Determinacgao estrutural de F7:

Hesperidina

A anélise dos espectros de RMN e °C permitiu caracterizar a
substancid7 como a flavanona Hesperidina. A confirmacdo destiauteira foi
obtida através de comparacdo dos deslocamentosicqaintom valores
descritos na literatura (PIZZOLATTI, et al., 2003).

O espectro de RMNH (FIGURA 4.16) apresenta 0s seguintes
sinais na regido de hidrogénios alifaticd,24 (dd, J=14,0 e 12,6 HD,2,72
(dd, J=14,0 e 3,0 Hz) e um duplo dubleto &r§,20, (J=12,6 e 3,0 Hz), que
acoplam entre si, atribuidos aos hidrogéniosuHFB3p e H-2, respectivamente.
O acoplamento geminal entre os hidrogénios aldatitl-3x e H-P e o
acoplamento deles com o hidrogénio H-2 é observermonapa de contorno
COSY (FIGURA 4.18). O espectro de RMC (FIGURA 4.19) corrobora com
0 exposto anteriormente, uma vez que apresentas silea uma carbonila
referente ao C-4 emd 197,0 e o Csh(CH,) em d 42,0, referente ao C-3 da
flavanona.

A presenca de anel A 5,7-dioxigenado foi reconteeqedlos dois
dubletos enmd 6,12 (H-6) e 6,14 (H-8) comh=1,8 Hz, revelados pelo espectro
de RMN'H (FIGURA 4.16). O sinal observado eén8,86 com integracéo para
trés hidrogénios indica a presenca de um grupamnmetoxilico. A presenca de

dois residuos de acucar na estrutura desta sulasfanconfirmada devido a
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observacdo dos sinais em4,52 € e 0 4,97 @, J = 7,2 Hz) que séo
caracteristicos de hidrogénios anomeéricos atribuido H-1" e H-17,
respectivamente. Os demais hidrogénios carbindliasinidade glucosidica
estdo entred 3,20-3,90 e o dubleto ed 0,96 (3H, H-6",J= 6,0 Hz) é
correlacionado a metila de uma unidade de ramrodigacao de juncdo das
duas unidades de acucar foi confirmada como sei@autinosideo (1" 6”)
devido ao deslocamento quimico de & (d 66,4), caracteristico desta unido
(DE CARVALHO, et al. 1999).

O multipleto centrado e 6,95 observado no espectro de RMN
(FIGURA 4.16) foi correlacionado com os hidrogéremematicos H-2’, H-5" e
H-6’, sugerindo a presenca no anel B de 3’-hiddxmretoxi- ou 4’-hidroxi-3’-
metoxi-. Outros sinais observados no espectro f@a@nuidos aos hidrogénios
HO-3' (6 9,14), HO-5 § 12,02, hidroxila quelatogénica). A principal difidade
enfrentada para caracterizar a estrutura destenitagdle glicosilado, utilizando
principalmente os dados de RMRC (FIGURA 4.19), envolveu a confirmacao
dos grupos hidroxilicos e metoxilicos nos atomoscddono C-3' e C-4/,
podendo a aglicona correspondente ser caractercada hesperidina (3°,5,7-
trildroxi-4’-metoxiflavanona) ou seu isdmero homodictiol (4’,5,7-triidroxi-
3’-metoxiflavanona). A comparacao dés(em DMSO) dos atomos de carbono
totalmente substituidos C-1%(130,9), C-3' § 146,4), C-4' d 147,9) e
metinicos CH-2' § 114,1), CH-5 § 112,0), CH-6’ § 118,0) da flavanona
glucosidica isolada com dados descritos na litexgtara a hesperidina revelou
dados praticamente idénticos, evidenciando ser amine substancia
(PIZZOLATTI, et. al., 2003).
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TABELA 4.3 - Dados de RMN 1H e 13C de Hesperidif@)(juntamente com

os dados descritos na literatura (PIZZOLATTI, et2003) para F7.

C 13 13 (Lit.)
Sy 2mult &P Oy 2 mult 5P
4 - 197,0 - 197,1
5 - 165,1 - 165,3
7 - 163,0 - 163,2
9 - 162,5 - 162,6
10 - 103,3 - 103,5
1’ - 130,9 - 131,0
3 ; 146,4 - 146,2
4 - 147,9 - 148,1
CH
2 5,50dd (12,6 € 3,0)| 78,4 550(12,1e3,3) | 78,6
6 6,12d (1,8) 96,4 6,121 (2,1) 96,8
8 6,14d (1,8) 95,5 6,14d (2,1) 95,7
2’ 6,91m 114,1 6,75-6,95m 114,3
5 6,91m 112,0 6,75-6,95m 112,0
6’ 6,91m 118,0 6,75-6,95m 118,1
1" 4,97d(7,2) 100,6 4,98d (7,3) 100,7
2" 3,20-4,90m 73,0 3,20-3,90n 73,1
3" 3,20-4,90m 76,3 3,20-3,90n 76,4
47 3,20-4,90m 69,6 3,20-3,90n 69,9
5" 3,20-4,90m 75,5 3,20-3,90n 75,6
1" 4,52 s 99,4 4,505 99,8
2" 3,20-4,90m 70,3 4,505 70,6
3" 3,20-4,90m 70,7 3,20-3,90n 70,9
4" 3,20-4,90m 72,1 3,20-3,90n 72,3
5 3,20-4,90m 68,3 3,20-3,90n 68,4
CH,
3a 3,24dd (14,0 € 12,6) ,, 3,25m 421
3B 2,72dd (14,0 e 3,0) ’ 2,78d (17,1 e 3,3) ’
6" 3,20-4,90m 66,4 3,20-3,90n 66,5
ChH;
6" 0,96 d (6,0) 17,8 1,10 d (6,8) 17,9
MeO-4’ 3,86s 55,7 3,85 55,9
HO-5 12,025 - 12,00s -
HO-3' 9,14s - 9,10s -

24DMSO0, 400 MHz
®DMSO0, 200 MHz

Valores del, entre

parénteses, em Hz
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4.5 - Limonoides

Os limonoides foram descritos pela 1° vez em 18&defson, 1947), séo
triterpenos modificados altamente oxigenados, obses nas familias
Rutaceae, Meliaceae e outras familias relacionadBENNETT, e
HASEGAWA, 1982; HASHINAGA, et. al., 1990), onde s&cluem frutos
comestiveis, tais como as laranjas, as tangeromdimdes e as limas. A
limonina e a nomilina s&o os limonoides mais abotetadentro de Citros
(KELLY, 2003). Muitos estudos tém mostrado que limonoides obses/ath
citros séo biologicamente ativos, exibindo ativielacanticarcinogénica
(HASEGAWA, et al., 1994). Limonina e Nomilina vitro provaram ter uma
significativa capacidade para inibir a proliferag@® cancer de mama (SUN,
2005; KELLY, 2003).

4.5.1 - Determinagé&o estrutural de L1

Os espectros de RMM (FIGURA 4.20) €°C (FIGURA 4.21) da
substancid.1 mostraram sinais caracteristicos do anel fufasabstituido, 6
7,42 ¢, J = 1,7 Hz, H-21), 7,4G1( J = 1,7 Hz, H-23), 6,34dd, J = 1,7 e 0,7 Hz,
H-22), § 120,0 (C-20), 141,0 (C-21), 109,6 (C-22) e 14&28). O espectro
de RMN 'H (FIGURA 4.20) ainda mostrou cinco singletos is@ com
integracdo para trés hidrogénios ém,08 (Me-18), 1,32 (Me-19), 1,16 (Me-
28), 1,46 (Me-29) e 1,54 (Me-30) referentes a gsumpetila ligados a carbono
sp’ e uma metila erfi 1,99, caracteristica da metila de um grupo acetagnel
14,15 epodxiD-lactona foi caracterizado pelos sinais singletos 6,43 (H-17)
e d 3,79 (H-15). A presenca de uma carbonila em 6-206,1) foi sugerida
devido a presenca dos hidrogénios com deslocanuamnéeteristico do anel B
ems 2,55 (1H,dd, J= 15,0 e 3,6, H-5% 2,59 (1H,dd, J= 15,0 e 3,6, H-§) €6
2,76 (1H,t, J = 15,0, H-§) e como nao foi observado nenhum outro
acoplamento para estes hidrogénios, isto sugerecarbbono completamente

substituido vizinho aos hidrogénios em C-6.
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Os sinais dos hidrogénios ndo equivalentes em Hyidrecem
como um multipleto erd 1,77 e através do mapa de contorno COSY (FIGURA
4.22) foi possivel observar o seu acoplamento cenehdé 2,47 (1H,dd, J =
9,0e4,2) ecomH-12 einl,61 (2H,m).

A andlise do espectro de RMRC mostra a presenca de duas outras
carboxilas que ainda ndo foram atribuidas, umasdetta-se de um grupo
acetato em C-1, evidenciado pela metilaceby©9 e a presenca da outra indica a
expansdo do anel A através de uma reacao de Bddyger, reacdo bastante
comum nos tetranortriterpenos (FANG, et al.,, 201@).acoplamento dos
hidrogénios end 3,10 (1H,dd, J=15,6 e 7,2, H-Q), 6 3,21 (1H,dd, J=15,6 e
1,2, H-2,) e destes com um hidrogénio &n®,00 (1H,d, J = 7,2, H-1) foram
observados no mapa de contorno COSY (FIGURA 4s)do atribuidos aos
hidrogénios do anel A-seco.

Com base nestes dados e comparacdo com a literasia
substancidoi identificada como o limonoide nomilina, através comparacao
dos dados de RMNH e **C, que est&o ilustrados na TABELA 4.4, com 0s
encontrados na literatura para esta substancia (PSH, et al., 2007) e
também a partir da comparacéo da rotacdo esped#iste composto f]* -
123,02) com o descrito na literatura para Nomi(fidANG, et al., 2006).

Nomilina (L1)
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TABELA 4.4 - Dados de RMN 1H e 13C da Nomilina (4tintamente com os

dados encontrados na literatura (POULOSE, et@D.7R

C L1 L1 (Lit)
Oy A mult 5P Oy S mult ¢ ¢
1 5,00d (7,2) 70,7 4,99 (7,2) 70,6
2ax | 3,10dd (15,6 e7,2)| 35,3 3,0dd(15,6 e 7,2) 35,2
2eq | 3,210d(15,6 e 1,2) 3,26d (15,6 e 1,2)
3 - 169,1 - 169,1
4 - 84,4 - 84,3
5 2,55dd (15,0 e 3,6)| 51,0/ 2,58d (15,0 e 3,6) 50,9
6 ax 2,76 (15,0) 38,8 2,71(15,0) 38,2
6eq | 2,59d (15,0 e 3,6) 2,5dd (15,0 e 3,6)
7 - 206,7 - 206,7
8 - 52,8 - 52,7
9 2,47dd (9,0 e 4,2) | 44,3] 2,48d(9,0 e 4,2) 44,3
10 - 44,1 - 44,0
11 1,77m 17,1 1,77m 17,0
12 1,62m 32,3 1,61Im 32,1
13 - 37,4 - 37,3
14 - 65,4 - 65,3
15 3,79 53,3 3,77 53,2
16 - 166,7 - 166,7
17 5,44s 78,0 5,43 77,9
18 1,08s 20,7 1,07s 20,7
19 1,32s 16,5 1,31s 16,4
20 - 120,0 - 119,6
21 7,42t (0,7) 143,2 7,39 143,1
22 6,34dd(1,7e0,7) | 109,8 6,31(1,2) 109,5
23 7,40t (1,7) 140,9 7,39n 140,9
28 1,16s 17,0 1,16s 16,9
29 1,465 33,4 1,44s 33,3
30 1,54s 23,3 1,545 23,2
C=0 - 169,2 - 169,1
D 1,99s 20,8 1,9% 20,7

3CDCls, 400 MHz
®CDCl;, 100 MHz
°CDCls, 200 MHz
4CDCl;, 50 MHz

Valores deJ, entre parénteses, em.Hz

" Intercambiaveis.
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FIGURA 4.20- Espectro de RMNH da Nomilina (1) (400 MHz).
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FIGURA 4.22- Mapa de contorno COSY da Nomilirial() (400 MHz).
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4.5.2 Determinacgao estrutural de L2

O compostd.2, segundo limondide isolado, apresenta propriedades
espectroscopicas semelhantes a Nomilina. Na amfisspectro de RMAH de
L2 (FIGURA 4.23) também foram observados os sinamacteristicos de
hidrogénios do anel furano, os sinais&ih40 (|, J = 0,7 Hz, H-21) e 7,38I(J
= 1,7 Hz, H-23), relativos os hidrogénios H-21 3e um dubleto erd 6,33
(J = 0,7 e 1,7 Hz) assinalado para H-22. No espectrdcRMIN °C de L2
(FIGURA 4.26) o anel furano foi caracterizado pamsis end 109,6 (C-22)9
120,0 (C-20),5 141,1 (C-21) ed 143,2 (C-23). O espectro de RMM
(FIGURA 4.23) evidenciou a presenca de singletosein06 (Me-30);6 1,16
(Me-29);6 1,17 (Me-18) & 1,28 (Me-28), relativos a metilas ligadas a cadbon
terciario. O espectro de RMM (FIGURA 4.23) mostrou ainda a presenca de
dois singletos end 4,02 eé 5,55 atribuidos a H-15 e H-17, respectivamente
caracterizando o anel 14,15 epBxlactona.

Outra semelhanca espectroscépica com a Nomilieaerske a uma
carbonila em C-79(206,1), atribuicdo devido ao acoplamento observaao
mapa de contorno COS¥-'H (FIGURA 4.25) dos hidrogénios 2,56 (1H,

dd, J=15,0 e 3,6, H-5% 2,57 (1H,dd, J= 15,0 e 3,6, H-§) €6 2,71 (1Ht, J=
15,0, H-G), indicando carbono completamente substituido ntazi aos
hidrogénios no C-6.

Os hidrogénios metilénicos em C-11 ressonand dn78 €5 1,90 e
0 mapa de contorno COSY (FIGURA 4.25) mostrou amophtos do sinal
1,90 com o sinal de H-® ,55,dd, F12,2 e 2,8) e do sinal en1,78 com o
sinal de H-12 § 1,51), sendo que os hidrogénios metilénicos H-dranh
observados e 1,51 e 1,84.

A presenca de sinais ei,77 (ddJ=13,0e 0,6 Hz) 8 4,47 ¢, J
= 13,0 Hz), atribuidos aos hidrogénios geminai<elld, sugerem tratar-se de
um limondide com o anel A-seco. O sinal de carbem® 169,1, observado no
espectro de RMN’C (FIGURA 4.26), foi uma boa indicacéo da presefeam
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grupo carboxil em C-19. Os sinais atribuidos adsogiénios presentes em C-2
foram observados eth2,66 (1H,dd, J = 16,8, 1,5, H-2, a) & 2,97 (1H,dd, J
=16,8, 3,3, H-2 b) e através da analise do mapeodmrno COSY (FIGURA
4.24) foi possivel observar o acoplamento destes el emo 4,03sl e a
multiplicidade dos hidrogénios em C-2 indica a pnes de um centro quiral em
C-1, que foi atribuido a presenca do anel lactorgeminado ao anel A
oxigenado, pois para o fechamento da estruturacéseario a atribuicdo das
metilas Me-28 e Me-29 em C-4.

A estrutura da substandi2 foi definida como sendo o limondide
Limonina, caracteristico do géne@itrus (Rutaceae) (ROY e SARAF, 2006).
Os dados de RMRH e *C estao listados na TABELA 4.5, juntamente com 0s

dados descritos na literatura para a Limonina (RR&Eet al., 2005).

Limonina (L2)
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TABELA 4.5 - Dados de RMN 1H e 13C da limonina (j@htamente com os
dados encontrados na literatura (RIBEIRO et. 2005).

C L2 L2 (Lit)

Oy 2 mult &P Sy ¢ mult ¢ ¢
1 4,04s 79,1 4,03l 79,1
2 2,66dd (16,8 e 1,5)| 35,6 2,66d(16,8¢e 1,8) 35,7
2 2,97dd (16,8 e 3,3) 2,98d (16,8 e 3,8)
3 - 169,1 - 169,1
4 - 80,3 - 80,4
5 2,21dd (15,8 e 3,2)| 60,5 2,28 (15,8 e 3,2) 60,4

6 ax | 2,84dd (15,8 e 14,5 36,4 2,85d (15,8) 36,3

6eq | 2,48d(14,5e 3,2) 2,46d (15,8 e 3,2)

7 - 206,1 - 206,1
8 - 51,3 - 51,3
9 2,55dd (12,2 e 2,8)| 48,1 2,56 48,1
10 - 46,0 - 45,9
11 1,84m 19,0 1,8Im 18,8

12 ax 1,84m -

12 eq 1,5Im 30.2 1,50m 30,1
13 - 38,0 - 37,9
14 - 65,6 - 65,6
15 4,03s| 53,8 4,03 53,8
16 - 166,6 - 167,0
17 5,555 77,8 5,47 77,7
18 1,17s 20,7 1,17 s 21,3

19 ax 4,47 (13,0) 653 4,46d (13,0) 65.3

19eq | 4,76d (13,0 e 0,6) 4,4d (13,0)

20 - 120,0 - 119,9
21 7,40t (0,7) 141,1 7,40 141,1
22 6,33dd (1,7e0,7) | 109,6 6,35 109,8
23 7,38t (1,7) 143,2 7,40n 143,2
28 1,28s 30,8 1,33s 30,8
29 1,165 20,7 1,17s 20,7
30 1,06s 17,7 1,07*s 17,6

ACDCl;, 400 MHz
®CDCl;, 100 MHz
°CDCl;, 200 MHz
4CDCl, 50 MHz

Valores deJ, entre parénteses, em.Hz

* Intercambiaveis.
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FIGURA 4.23- Espectro de RMNH da Limonina [(2) (400 MHz).
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4.5.3 - Biogénese dos limonoides isolados.

Os limonoides tem sua origem biogenética nos petens do tipo
tirucalanos (H-20/C-20 S). De acordo com a biogérmgsalmente descrita, ha
formacdo de epoxido entre C-7 e C-8 que abre levandima hidroxila na
posicao C-7 e induzindo a migracao da Me-30 de (pdré4 C-8 e perda do
hidrogénio em C-15. Em seguida ha ciclizacdo daieddteral, com a perda de
4 unidades de carbono levando a formacao do afiefutd@no, como mostra o
ESQUEMA 4.2. Comumente o anel D é oxidado a lagtprcesso envolvendo
a introducdo de uma carbonila em C-16 seguida de axidacdo de Baeyer-
Villager (CHAMPAGNE et. al.,1992). Os limonoideslados neste trabalho

apresentam o anel D lactonizado assim como o0 aret@8.

o " rearranjo apo-eufol
RO RO ou apo-tirucalol

RO™

eufanol/tirucalano

7
oxidacdo degradativa i

"™ OR

[O]

rRO™ Baeyer-Villiger

™OR

Baeyer-Villiger

H* COOH

HOO(|:_| .
_ o1

Limonina

ESQUEMA 4.2 - Proposta biogenética para L1 e L2.
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4.6 - Cumarinas

4.6.1 - Determinagao estrutural das cumarinas C1-C5

(C4) Suberosina (C5) Suberenol

As cumarinas isoladas sédo substancias comumentga®bem Citrus
(STANLEY e JURD, 1971), portanto sua identificacéstrutural foi feita
baseando-se apenas nos deslocamentos de hidroggrecesstdo de acordo com
os dados da literatura (DE MELO et al., 2009). Amarinas apresentam uma
fluorescéncia azulada quando expostas a luz uwtedsi (254 nm) e analisadas
por CCDA, tornando-se uma forte caracteristicaalelsse de compostos. Elas
apresentam caracteristicas bastante comuns emespestros de RMNH,
facilitando sua caracterizacdo. Quando nao estasiislidas nas posicoes C-3 e
C-4 apresentam dois dubletos em aproximadane®&0 e 7,60 J = 9,5 - 10
Hz), atribuidos aos hidrogénios H-3 e H-4, respaatente. Sinais
caracteristicos de hidrogénios de ligacdo duplgugada com grupo lactonico e
com o anel aromatico. O hidrogénio H-4 encontraesapre mais desblindado
que o H-3 devido a contribuicdo da estrutura dsor@@ncia na qual se verifica
uma deficiéncia eletrbnica sobre o carbono a que ss encontra ligado.

Quando ha substituintes oxigenados na posicdo €-Sinal do dubleto

107



Resultados e discussoes

correspondente ao hidrogénio H-4, que normalmemi@eae emsé 7,60,
encontra-se desblindado acima &le8,00. Este fato deve-se ao efeito de
anisotropia da ligacdo C-O da posicdo C-5 e ddacetl® compressao estérica.
Das cumarinas isoladas neste trabalho nenhumaeapvassubstituicdo em C-5.
Outra caracteristica comum a todas cumarinas ésempca de um oxigénio em
C-7, uma caracteristica bem comum as cumarinaseeah gevido a sua origem
biogenética (p-120).

A cumarinaC1 apresentou em seu espectro de RNMINFIGURA 4.27)
sinais caracteristicos dos hidrogénios H-4 e H-3demB5 @, J = 9,4 Hz), e
6,19 d, J = 9,4 Hz), respectivamente. Também foi observam@spectro de
RMN'H um dubleto end 6,71 ( = 2,0 Hz) acoplando com um duplo dubleto
emd 6,79 § = 8,4 e 2,0 Hz) e que por sua vez acopla com alutbbeto emd

7,46 0 = 8,4 Hz) o que evidencia um acoplamemgtaentre os hidrogénios em
o0 7,46 ed 6,79, além deste Ultimo apresentar um acoplamerito com 0
hidrogénio emd 6,71, que foram atribuidos aos hidrogénios H-B ¢1H-8, do
esqueleto cumarinico. A auséncia de outros siramsspectro indica a presenca
de uma hidroxila em C-7 e a comparacdo com a titeramostrou total
similaridade com a cumarina Umbeliferona.

Também foi observado no espectro de RMM (FIGURA 4.28) da
cumarinaC?2 os sinais referentes aos hidrogénios H-45ef60 ¢, J = 9,4 Hz),
e H-3 em 6,20d, J = 9,4 Hz).A presenca de dois dubletos ér6,34 J = 10,0
Hz, 1H) es 5,69 ¢ = 10,0 Hz, 1H), e de um singleto &mnl,46 (6H), s&o
caracteristicos de um anel pirano. O sinal do 3% 5,69 apresenta-se mais
blindado, pois h& conjugacédo dos pares de eléttorsistema aromatico com a
ligacdo dupla do anel pirano. Pode-se dizer que a&sel encontra-se nas
posicdes 6 e 7, devido a presenca de dois singletos 6,68 (1H) edé 7,05
(1H), referentes aos sinais dos hidrogénie8 E H-5, respectivamente. O
sinal do H-8 € o mais blindado, pois encontra-senkb a dois carbonos
contendo oxigénio como substituinte. Os sinais wids®s no espectro de
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hidrogénio foram comparados com a literatura (STEQR71), conforme
llustrado na TABELA 4.6, sendo definida como a cunsmXantiletina.

A partir do espectro de RMNH (FIGURA 4.29) da cumarind&3
verificou-se os sinais de dois dubletos &m60 0 = 9,6 Hz, 1H) & 6,22 J =
9,6 Hz, 1H), referentes aos hidrogénios H-4 e Hr8spectivamente.
Observaram-se também os sinais caracteristiconelopgano, dois dubletos
emsd 6,88 0 = 10,0 Hz, 1H) & 5,73 0 = 10,0 Hz, 1H); e um singleto e, 47
(6H). A presenca de dois dubletos &m,20 (H-5, 1H) & 6,72 (H-6, 1H) com
constanterto J = 8,4 Hz, sugerem que o anel pirano encontra-gmsigéo 7 e
8. Os sinais observados no espectro de hidrog@&nénf comparados com a
literatura (AHMAD, 1984), os quais encontram-sestitados na TABELA 4.6,
estes dados levaram a cumarina pirano angularissesel

Analisando-se o espectro de RMN (FIGURA 4.30) deC4 observam-se
os dois dubletos e 7,61 § = 9,5 Hz, 1H) & 6,23 J = 9,5 Hz, 1H), referentes
aos hidrogénios H-4 e H-3, respectivamente.

A presenca de um tripleto ein5,29 (0 = 7,4 Hz, 1H), caracteristico de
um hidrogénio olefinico, de um dubleto en3,31 0 = 7,4 Hz, 2H), e dois
singletos emd 1,77 (3H) ed 1,70 (3H), sugere que a molécula contém uma
unidade isoprénica (prenila) em alguma posicaostgumte muito comum em
estruturas de cumarinas isoladas do gé@aras. Também foi observado dois
singletos ems 6,78 (1H) & 7,18 (1H), referentes aos sinais dos hidrogénios H
8 e H-5, respectivamente, pois, para serem obsesvddis singletos em um
esqueleto cumarinico com H-3 e H-4 ndo substityigstas sdo as Unicas
posicdes aceitaveis. Com isto, pode-se afirmaroggrupo prenila encontra-se

na posicao 6.
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O espectro de RMN'H (FIGURA 4.30) desta substancia também
apresentou sinal e 3,90 (3H), caracteristico de metoxila que foitatida a
posicdo C-7, por ser esta posicao naturalmenteeonagp de acordo com a
biogénese das cumarinas ESQUEMA 4.3. Assim, baseatdws dados
apresentados e em comparacdo com os dados de RMA& slébstancia ja
mencionados na literatura, confirmou-se a estrutdegaC4 como sendo a
cumarina suberosina.

A cumarinaC5 apresentou os sinais caracteristicos de H-& &G4 (, J
= 9,4 Hz) e de H-3 em 6,2d,J = 9,4 Hz); Os sinais de dois singletos &ih49
(1H) e d 6,79 (1H) correspondem aos hidrogénios 5 e 8.eotispamente. O
espectro de RMNH (FIGURA 4.31) desta substancia também apresesitail
emd 3,92 (3H), caracteristico de metoxila que foitatida a posicdo C-7. Foi
atribuido um substituinte na posicdo C-6, restgmdea o fechamento da
estrutura, devido a observacdo de um singleto sotesmd 1,45 (6H) e a
presenca de hidrogénios én%,89 ¢, J = 16,1 Hz) e em 6,30(J = 16,1 Hz),
referentes a hidrogénios olefinicos com orientagaoas da ligacdo dupla,
devido ao valor da constante de acoplamento, o$s qu@respondem as

posicoes 1’ e 2’, respectivamente, de um grupoilarerodificado.

HM
=z
& 2

A estrutura da substanci@5 foi definida como sendo a cumarina
Suberenol, comumente isodado no gériEtus (Rutaceae) (NAYAR e BHAN,
1972). Os dados de RMM estdo listados na TABELA 4.6 juntamente com os

dados descritos na literatura para esta subst@itizet al., 1983)
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TABELA 4.6 - Dados de RMN 1H das cumarinas C1-Gigmente com os dados encontrados na literatura/{BIEO et al.,

2009); (WU et al., 1983): (AHMAD, 1984).

H c2 C2 (Lit.) C3 C3 (Lit.) C4 C4 (Lit.) C5 C5 (Lit.)
c1 Cl(Lit) | &2 mult | & °mult 8 °mult | & °mult | & *mult 3 *mult & *mult | 3, Pmult
&, *mult &, *mult

3 6,19d (9,4) | 6,20d(9,4) | 6,20d(9,2) | 6,22d(9,2) | 6,22d (9,5) | 6,23d (9,6) | 6,23d (9,6) | 6,22d (9,6) | 6,27d (9,4) | 6,24d (9,5)

4 7,85d(9,4) | 7,83d(9,4) | 7,60d(9,2) | 7,59d(9,2) | 7,60d(9,5) | 7,60d(9,6) | 7,61d (9,6) | 7,60d (9,6) | 7,64d(9,4) | 7,62d(9,5)

5 7,46d (8,4) | 7,50d (8,5) 7,05s 7,05s 7,20d (8,4) | 7,21d (8,4) 7,18s 7,19s 7,49s 7,49s

o |ErageA Braes o704 67200

8 6,71d (2,0) | 6,71d (2,3) 6,68s 6,72s - 6,78s 6,80s 6,79s 6,80s
7-OCH; - 3,90s 3,92s 3,92s 3,95s

1’ 3,31d(7,4) | 3,30d(8,0) | 6,89d (16,1)| 6,89d (16,0)

2’ - 5,29t (7,4) | 5,30d (8,0) | 6,37d (16,1)| 6,37d (16,0)

3 5,69d (10,0)| 5,69d (9,6) | 5,73d (10,0)| 5,73d (10,0)

2 6,34d (10,0)| 6,34d (9,6) (1%’%85875) 6,89d(10,0)) 177 s 1,80 s 1,455 1,53s

5 1,46 s 1,46 s 1,47 s 1,48s 1,70 s 1,70 s 1,45s 1,53s

6’ 1,46 s 1,46 s 1,47 s 1,48s

2CDCls, 400 MHz
®CDCl,, 200 MHz

Valores deJ, entre parénteses, em Hz.

*Valores intercambiaveis.
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FIGURA 4.27- Espectro de RMNH da Umbeliferona@1) (400 MHz, CDC}).
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FIGURA 4.28 - Espectro de RMNH da Xantiletina (C2) (400 MHz).
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FIGURA 4.29- Espectro de RMNH da Seselinad3) (400 MHz).
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FIGURA 4.30- Espectro de RMNH da Suberosinad4) (400 MHz, CDC}).
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FIGURA 4.3% Espectro de RMNH de Suberenold5) (400 MHz, CDC})).
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4.6.2 - Biogénese de cumarinas

As cumarinas tém origem biossintética no agidodroxi-cinamico
(p-cumarico). Sua grande diversidade estrutural éddeyrincipalmente a
incorporacao de unidades prenila. As prenilagdegnaicdes 6 e 8 sdo comuns
devido a presenca da hidroxila na posicao 7, qum érupo orientadoorto.
Uma vez incorporado ao esqueleto cumarinico o gpupnila pode sofrer um
grande numero de modificacbes secundarias, gersdmiaiciadas com a
epoxidacdo da dupla ligacdo da unidade prenila MUKIACZAK, et al.,
1988).

g Con
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[O] dupla ligacédo
- O - HO o
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OH 1

Acido ;}hldroxn cumarico
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m H%m - DU S
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H o
°© ‘\ﬂ” o H 0 o
l Desidratagdo lSAM l SAM j\
HO.
z A 7 A A N
o ~ o CH3 o

o Suberenol Suberosina l
Xantiletina
c2) (C-5) (C-4)
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De5|dratagao
=
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(C-3)

ESQUEMA 4.3 - Proposta biogenética para as suhataqd -C5.
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4.7 - Avaliagcao do efeito de compostos naturais fiee ao crescimento de
Alternaria alternata

As substancias ensaiadas foram isoladas das espt&aigor
‘Murcott’ e laranja ‘Péra’, a partir do estudo fuimico realizado neste
trabalho, no entanto, apenas algumas delas foragaiaglas, pois algumas
substancias apresentaram contaminacdo e insuigiéthe massa para a
realizacdo dos ensaios. As substancias submetidas emsaios foram
solubilizadas em DMSO, ja que o mesmo, em pequeaatigade, ndo tem
efeito no desenvolvimento d&. alternatae devido a grande dificuldade em
solubilizar os compostos em uma solugdo aquosal ma o ensaio. Foram
realizados ensaios preliminares sob o efeito do OMSpossivel interferéncia

nos resultados e em quantidade minima foi possixeltilizacao.

4.7.1 - Efeito de compostos naturais frente ao c@mento micelial de

Alternaria alternata

As avaliacdes do crescimento micelial foram redbizaa cada 2
dias, onde se baseou no centro de aplicacdo dolinéomo referencial para as
medidas, conforme descrito no ITEM 3.5.1.

As estruturas das substancias isoladas de citefogam ensaiadas
estdao apresentadas na FIGURA 4.32, bem como atuatrdo fungicida

comercial utilizado como controle negativo.
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FIGURA 4.32 - Substancias ensaiadas frente ao fdngdternata.

Por ndo haver fungicida no mercado recomendado @aamtrole
desta doenca, a atividade das substancias isadi@dasgros foram comparadas
com a do fungicida comercial Cercobin 700 WP (ppitc ativo: Tiofanato
Metilico), por se tratar de um fungicida sistémiempregado no controle de
inimeras doencas fungicas em diversas culturagyrmea de pulverizacdes da
parte aérea e em tratamento de sementes. Na TABELAstdo apresentadas as
principais indicagbes para a utilizacao deste ftidgiem mudas de citros, sendo
gue o mesmo € utilizado em uma concentracdo de/fhiltngom a necessidade

de duas aplicacdes durante a safra da cultura.
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TABELA 4.7 - Principais doencas fungicas em citmsde se recomenda

utilizacao de Cercobin.

Doencga Fungica Agente causal
Melanose Diaporthe citri
Rubelose Corticium salmonicolor
Antracnose Colletotrichum gloeosporioides
Verrugose Elsinoe australlis; Elsinoe fawcetti
Mofo-cinzento Botrytis cinérea
Bolor-verde Penicillium digitatum
Bolor-azul Penicillium italicum

Através do grafico de Crescimento micelial (cm)asdlustrado na
FIGURA 4.33, que representa a média do crescimemtelial calculada para
cada amostra, obtida a partir da média das cinpetigdes em relacdo ao
controle positivo, pode-se ver que todos 0s comgoshsaiados, com excecao
do limondide limonina apresentaram inibicao fresmbecrescimento micelial de
A. alternata Os flavonoides nobiletina e sinensetina mostrasama inibicdo
insignificante quando comparados com o controle.

Comparando os demais compostos, é possivel obsguearas
cumarinas xantiletina e seselina merecem dest&pses compostos, de acordo
com o grafico da FIGURA 4.33, inibiram aproximadamee 50% do
crescimento micelial do micro-organismo quando camago com o controle
positivo e apresentaram atividade similar ao fudgiccomercial Cercobin
(controle negativo).Essas cumarinas apresentaram apenas um potencial
fungistético, isto é, apenas diminuiram o cresctmeon micro-organismo.

A cumarina xantiletina é uma substancia majoritéw@araiz de
tangor ‘Murcott’, e vale salientar que o estudoadi@idade antifUngica dessa
substancia ja é de conhecimento no grupo de Pedidturais da UFSCar (DE
MELO et. 259 al., 2009; RIBEIRO, 2006) e uma busaditeratura comprova
sua acado anti-cancerigena (ANAYA et. al., 20@JNATILAKA, et. al,

1994), contra pragas agricolas (LUTHRIA, et. 8889) e sua acao fungicida
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(SARDARI et. al. 2000; e KHAN et. al. 1985). Viggoe ainda ndo ha relatos na
literatura de ensaiog vitro desta cumarina frente Aternaria alternataesse
resultado é de extrema relevancia.

Os flavonoides apigenina 7-O-rutinosideo e tarigeritos quais
inibiram aproximadamente 30% em relacdo aemashha, mostraram fraca
atividade frente ao fungo.

Vale ressaltar que esse ensaio avalia apenas@nceeto micelial,

e néo esta envolvido diretamente com o processufeEzao nas plantas, porém
estd relacionado ao processo de colonizacdo. estaa, € de extrema
relevancia a avaliacdo das amostras também fregggnainacdo de esporos e
formacédo de apressorios Aealternata o qual sera descrito a seguir no ITEM
4.7.2.

A5 - —— Contrale
—l—Mobiletina
4 Limonina
—#— Xantiletina
3.5 —&—Tangeretina
E 3 | ——Apigenina 7-rutinosideo
= ——Cercobin
@ .
EQ:E 1 —=—25eselina
g —+—Umbeliferona
E 2 Hesperidina
%1_5 | —&—5inensetina
51
17 o
0,5 T
] T T T T 1
H 2 4 & 8
Dias

FIGURA 4.33 Efeito dos compostos naturais isolados de espéei€sitros no crescimento
micelial deA. alternata As barras representam a média + desvio padrao.
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4.7.2 - Efeito de compostos naturais frente a inipio da germinacédo de

esporos e formacgao de apressorios ddternaria alternata

A partir dos resultados obtidos para 0S compostatirais
ensaiados frente ao crescimento micelial, preteseliter uma resposta mais
direcionada para as estruturas reprodutivas doong@nismo em que se da a
infeccdo nas plantas. Sendo assim, foi realizagosaio de inibicdo frente a
germinacdo de esporos e formacdo de apressoriosubdstancias ensaiadas
foram as mesmas utilizadas no ensaio de inibicAardscimento micelial
(FIGURA 4.32) e na concentracdo de 1@PmL" (concentracdo utilizada no
ensaio de crescimento micelial) com o intuito de tse um resultado
complementar e mais preciso. Assim, observou-seta da FIGURA 4.34, que
a xantiletina apresentou atividade muito relevaategual inibiu 88,75% da
germinacao de esporos e 92,25 % a formacéo desaposs um resultado muito
similar ao do fungicida Cercobin (91,5% da germ@itade esporos e 94,0 % a
formacdo de apressorios). A literatura mostra imdsérabalhos, onde frutos
citricos tém mecanismos de resisténcia ativadosnocas fitoalexinas
(escoparona e escopoletina), em resposta a désrépbs de indutores bibticos
e abidticos (ARRAS, 1996; RODOV et al., 1994; Altlat., 1991), levando a
uma reducao nos sintomas das doencas. Assim estarioa se torna uma
substancia promissora, uma vez que ela reduz af@wode tubos germinativos,
e consequentemente a formacédo de apressorios qusnskdes responsaveis
pelo inicio do processo de infeccdo, os quais mawvoos sintomas da mancha
marrom de alternaria.

A cumarina seselina (84,0 % da germinacao de esmB9,5 % a
formacdo de apressorios) e o flavondide apigeni@aritinosideo (82,25 % da
germinacdo de esporos e 87,75 % a formacdo de sapmey também
apresentaram uma atividade consideravel, demodstraerem substancias
ativas frente ao desenvolvimento germinativiAdealternata Ja as substancias

como o limonina, tangeritina, nobiletina, umbelifea, hesperidina e sinensetina
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nao mostraram efeito significativo sob o desenumwito germinativo deA.

alternata quando comparados com o controle.
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FIGURA 4.34- Efeito dos compostos naturais isolados de espéei€strus na inibicdo da
germinacao de esporos e formacao de apressorifs aéernata As barras representam a
meédia + desvio padrao.

4.8 - Andlise dos componentes volateis de Citros

A técnica de microextracdo em fase solida (SPMEBE) tommo
funcdo analisar volateis em diversos tipos de ammstAs vantagens desta
técnica em relacdo aos métodos tradicionais deteagesn sdo 0 baixo custo de
analise, a reutilizacdo da fibra, a facilidade geracdo, a minima perda e
contaminagcao da amostra durante o transporte ezanaaento e, finalmente,
existéncia de grande diversidade de fases parasapicadas em diferentes
classes de compostos. Esta técnica associadadensala vez mais utilizada,
pois se mostrou rapida, pratica e eficiente parastials com componentes em
baixas concentracdes, devido a sua sensibilidadRRBONUEVO et al., 2001;
GALLARDO et al., 2009). Além disso, a auséncia dé&vente se torna uma
vantagem, uma vez que 0s picos das amostras naens@bertas por este
(VIEIRA et al.,, 2001). A SPME (Solid Phase MicrotEaction) é um
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procedimento de amostragem simples, rapido, no agiaimostras presentes na
fase liqguida (amostragem por imersdo direta) oe fgasosa (amostragem
Headspace) sdo absorvidas por uma fibra com dilicdida. O Headspace
SPME (HS-SPME) em combinacdo com cromatografia sgas(CG) e
cromatrografia gasosa acoplada a espectrometmaadseas (CG-EM) tem sido
amplamente utilizado na anélise de aromas (KIM.g2@10).

A extracdo por arraste a vapor € a técnica maligada para a
obtencéo dos 6leos essenciais de plantas aromgiaraser um meétodo simples
e barato. O processo consiste em submeter o niategatal a acdo do vapor
d’agua que extrai o Oleo por arraste de vapor.dimente o vapor d’agua
atravessa os tecidos da biomassa, levando consiggm @ontido no interior de
suas glandulas. O dleo liberado, entéo, vaporizaseo choque térmico, sendo
arrastado pelo vapor até atingir o condensadoifeketh¢ca de solubilidade entre
a agua e o Oleo essencial permite a separacacs dasteluas fases liquidas
(CASSEL e VARGAS, 2006).

O processo de extracdo por arraste a vapor apaesent
inconveniente da possibilidade de ocorrer degradérénica dos compostos ou
hidrolise (BANDONI, 2002). No entanto, apresentaaatagem da possibilidade
de obtencao dos analitos menos volateis preseot@en essencial.

Foi realizada a investigacdo dos volateis com aliflade de
comparacao qualitativa e quantitativa entre o pediatii de uma espécie
considerada tolerante (laranja Péra) e outra dustdtangor “Murcott”) a
MMA, que foram inoculadas corA. alternata com o perfil destas espécies
saudaveis (sem a presenca do patdgeno), pararasaliexiste modificacao
quimica deste perfil como resposta a presencatdggro e, se as duas espécies
de Citrus estudadas, que apresentam comportamento tao alidterite ao
fungo, possuem perfil volatil com diferencas sigmaifivas. Os componentes
volateis foram extraidos por Headspace SPME (HSEPK também por
Hidrodestilacdo, utilizando-se folhas jovens destapécies, sendo que o0s
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constituintes volateis foram analisados por crogratita gasosa acoplada e

espectrometria de massas (CG-EM).

4.8.1 - Analise dos componentes volateis de Citrgela técnica de HS-
SPME.

4.8.1.1 - Determinacgao da fibra ideal.

Os cromatogramas obtidos através das condi¢cdestdesw ITEM
3.6.1 para as diferentes fibras (preta e azulpemspfiesentados a seguir, onde
estas foram testadas frente aos volateis produpidiog. ‘Murcott’ (FIGURA
4.35) e L. Péra (FIGURA 4.36).
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FIGURA 4.35- Cromatogramas das fiboras CAR/PDMS (Fibra PretBD&S/DVB (Fibra
Azul) quando expostas durante 45 min a folhas dsllrcott’.

123



Resultados e discussoes

{x1,000,000)
Jric

40 Fibra preta

{x100,000)
ric

555 Fibra azul

1.0
0.5
1 A 4 .
0
: 5 5. 20,

FIGURA 4.36- Cromatogramas das fiboras CAR/PDMS (Fibra PretBD&S/DVB (Fibra

Azul) quando expostas durante 45 min a folhas deéla.

Observando-se os cromatogramas da FIGURA 4.35jczese que
a fibra preta foi a que apresentou melhor adsod@® compostos de T.
‘Murcott’ e também melhor resolucédo entre os picosn 0 método proposto.
Para os volateis de L. Péra as fibras analisadasegaram compostos que
adsorveram melhor em regides distintas do cromamagr(fibra preta: maior
adsorcéo entre 10-15 min e fibra azul com maioo@é@® com tr 19,0 min).
No entanto, com a finalidade de comparacdo dostersldproduzidos pelas
espécies estudadas, estas devem estar nas mesmigdes, portanto, optou-se
pela escolha da fibra preta (CAR/PDMS), pois ed&biaveu um ndmero maior
de compostos volateis de T. ‘Murcott’, quando coraga a outra fibra nas

mesmas condicoes.
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4.8.1.2 - Determinacéo do tempo de exposicéao ideal.

Utilizando-se a fibra ideal, CAR/PDMS, variou-seteampo de
exposicao da mesma, em um sistema fechado conteghdp de folhas para
verificacdo do tempo ideal para o experimento.€0gbs de exposicao testados
para a fibra foram 30, 45 e 60 min. As fibras forajatadas diretamente em um
CG-EM sob as mesmas condi¢Oes utilizadas antemaen@TEM 3.6.1). Os

cromatogramas obtidos sao apresentados abaixo EASW.37 e 4.38).
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FIGURA 4.37- Cromatogramas obtidos da extracdo de volateidallags de T. ‘Murcott’
com utilizacao da fibra preta (CAR/PDMS) em 3048 minutos.
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FIGURA 4.38 - Cromatogramas obtidos da extracawdli@teis das folhas de L. ‘Péra’ com
utilizacdo da fibra preta (CAR/PDMS) em 30, 45 en@iQutos.

Idealmente espera-se que haja um equilibrio, @ gag tenha um
tempo de exposicao a partir do qual ocorra satardedfibra e a concentracéo
de analito adsorvido seja constante. A partir diestgpo, pode-se considerar que
o analito tenha atingido o equilibrio e, portangogde-se considerar que aquele
seja o0 tempo adequado de exposigderificou-se que para as condicdes
empregadas, o tempo de exposicdo de 45 min € mtatepl, uma vez que a
partir deste a fibra comeca a ficar saturada, n@#esantando uma grande

alteracdo nos constituintes adsorvidos e detecta®lém disto, o interesse é
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identificar os compostos mais volateis, sendo,gnot 0s que sdo liberados
primeiramente pela planta, jA que os volateis tamisérdo analisados por
hidrodestilacdo, com isto muitas horas de adsané@ocsao interessantes para o
experimento.
4.8.1.3 - Compostos volateis identificados em Citsgor HS-SPME

Realizou-se o experimento de extracdo dos volé@ssfolhas de
laranja ‘Péra’ Citrus sinensik e tangor ‘Murcott’ Citrus reticulatax Citrus
sinensi}, separadamente por HS-SPME, e comparou-se convolieis
produzidos por estas espécies apos serem submatidasulacdo do fungA.
alternaria. A identificacdo dos compostos volateis foi fggta CG-EM atraveés
de seus indices de Kovats e comparagcdo com duit@rgADAMS, 2001). No
total detectou-se 33 compostos, mas foram ideatibs 28 deles, uma vez que
alguns destes nao apresentaram espectros de rsassalbantes aos descritos
na literatura. Os compostos estéo listados na TABEI8 para T. ‘Murcott’ e
na TABELA 4.9 para L. Péra. Nos casos onde a ifiest&o ndo foi possivel, o
componente foi considerado “ndo identificado” (Nas FIGURAS 4.39 e 4.40
estado apresentados os histogramas das substaneiapm@sentaram as maiores
variagbes quantitativas, quando se compara o mifihico dos volateis das
folhas sadias com as folhas infectadas de L. Pérd.e‘Murcott,
respectivamente. A estrutura dos compostos majostédentificados para as

espécies estudadas encontram-se nas FIGURAS 4.42.e
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TABELA 4.8 - Compostos volateis obtidos por SPMHEdentificados em T.

‘Murcott’ controle e apds a inoculacdo de A. alegen

Picos TR Composto % CG-EM IR IR™
Controle Com sintoma Controle Com sintoma Controle Com sintoma Controle Com sintoma Literatura
1 1 8.490 8.510 o - Tujeno 372 0.35 918 920 930
2 2 10.035 10.052 Sabineno 19.68 0.46 952 953 975
3 3 10.694 10.686 - Mirceno 3.19 5.46 985 984 991
4 4 11.091 11.084 a - Felandreno 0.43 0.60 998 987 999
5 - 11.099 - f - Pineno 0.32 - 1002 - 1003
- 5 - 11.164 5-2- Careno - 0.45 - 1004 1008
6 6 11.501 11.497 3-3- Careno 157 0.95 1011 1010 1015
7 7 11.796 11.779 p — Cimeno 154 172 1020 1016 1025
8 8 11.896 11.899 Limoneno 13.31 11.66 1029 1029 1029
9 9 12.275 12.252 (Z) -p- Ocimeno 149 2.40 1032 1034 1037
10 10 12.593 12.596 (E) —p- Ocimeno 7.61 1472 1041 1041 1050
1 1 12.917 12.850 « — Terpineno 265 0.45 1051 1048 1060
- 12 - 12.911 ni - 0.83 - 1057 -
- 13 - 13.876 o — Terpinolenc - 0.95 - 1070 1089
- 14 - 14.017 ni - 1.58 - 1078 -
12 15 14.301 14313 Linalol 17.35 14.68 1081 1083 1095
- 16 - 15.207 ni - 3.85 - 1119 -
- 17 - 15.594 (4E,6Z) 2,6 dimetil 2,4,6 Octatrieno - 7.62 - 1160 1147
13 18 22.508 22.503 o - Copaeno 0.59 0.57 1335 1335 1353
14 19 22.747 22745 ni 0.44 0.97 1347 1347 -
15 20 22.940 22.964 { — Elemeno 14.24 20.01 1369 1371 1391
16 21 23.710 23713 B-(E) - Cariofileno 520 2.63 1380 1381 1419
17 22 24623 24617 a — Humuleno 1.91 3.66 1420 1419 1455
18 - 24.710 - B — Fernaseno 1.39 - 1429 - 1460
19 23 25.496 25.474 ni 0.93 1.20 1455 1450 -
20 24 25.713 25683 B - Azuleno 0.92 1.20 1462 1458 1469
21 25 26.033 25.915 ni 1.04 0.29 1467 1464 -
22 26 26.310 26.284 & — Cadineno 0.48 0.74 1470 1469 1482

TR = tempo de retengdo; IR = indice de retengio.
* = indice de retengéo calculado usando a equagéo de Van den Dool e Kratz.
** = jndice de retengéo da literatura (ADAMS, 2007)

TABELA 4.9 - Compostos volateis obtidos por SPMHEdentificados em L.
Péra controle e apos a inoculacéo de A. alternata.

Picos TR Composto % CG-EM IR* IR**
Controle Com sintoma Controle Com sintoma Controle Com sintoma Controle Com sintoma Literatura
1 1 8.498 8.479 o — Tujeno 2.00 0.47 922 920 930
2 2 10.045 10.027 Sabineno 8.77 4.84 956 955 975
3 3 10.690 10.666 B- Mirceno 443 573 985 982 991
4 4 11.091 11.084 o - Felandreno 0.79 1.46 998 998 999
5 5 11.267 11.250 & -2 - Careno 3.64 4.56 1005 1006 1008
6 6 11.503 11.480 & -3 - Careno 2.82 0.72 1012 1010 1015
7 7 11.804 11.781 p — Cimeno 1.01 1.76 1018 1018 1025
8 8 11.903 11.900 Limoneno 25.50 31.53 1024 1024 1029
9 9 12,592 12.250 (Z) -p — Ocimeno 8.75 0.60 1032 1031 1037
- 10 - 12.581 (E) -p — Ocimeno - 13.38 - 1039 1050
10 1 12.918 12.905 o — Terpineno 2.41 0.38 1045 1045 1060
- 12 - 13.803 ni - 0.59 - 1072 -
1" 13 13.888 13.869 Terpinoleno 0.88 295 1080 1077 1089
12 14 14.303 14.280 Linalol 9.63 4.84 1094 1094 1095

13 15 15.239 15.210 ni 0.37 0.37 1110 1110 -
14 16 15.634 15.602 (4E,8Z) 2,6 dimetil 2,4,6 Octatrieno 1.07 1.97 1127 1125 1147
- 17 - 15.989 Citronelal - 1.11 - 1150 11583
- 18 - 17.209 o« — Terpineol - 0.85 - 1180 1189
- 19 - 18.373 Neral - 0.66 - 1210 1238
- 20 - 18.717 p - Citral - 2,07 - 1240 1267
- 21 - 19.635 o — Citral - 1.34 - 1290 1325
15 22 22.510 22.492 o — Copaenc 1.05 0.24 1339 1335 1353
16 23 22.751 22.744 ni 0.73 0.44 1365 1364 -
17 24 22.949 22.942 B - Elemenco 16.43 9.62 1375 1375 1391
18 25 23.718 23.712 B —E-Cariofileno 8.15 3.91 1390 1389 1419
19 26 24 625 24620 o — Humuleno 2.31 1.66 1420 1420 1455
20 27 25.491 25.476 ni 0.66 0.75 1424 1434 -
21 28 25.706 25.687 Azuleno 0.60 1.00 1445 1445 1469
- 29 - 26.291 5 — Cadineno - 0.20 - 1470 1482

TR =tempo de retencgédo; IR = indice de retengéo.
* = indice de retengdo calculado usando a equagédo de Van den Dool e Kratz.
** = [ndice de retengao da literatura (ADAMS, 2007)
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FIGURA 4.39 - Histograma dos compostos volateis que apresentanamr variacdo
guantitativa na analise comparativa por HS-SPMHotteas de T. ‘Murcott’ controle com

folhas com sintomas de MMA.
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FIGURA 4.40 - Histograma dos compostos volateis que apresentanamr variacdo
guantitativa na analise comparativa por HS-SPMHEotteas de L. Péra controle com folhas

com sintomas de MMA.
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FIGURA 4.41 - Estrutura dos compostos volateis mnit@jaos identificados de T. ‘Murcott’

por HS-SPME. A) Volateis majoritarios das folhasitcole; B) Volateis majoritarios das

folhas com A. alternata.
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FIGURA 4.42 - Estrutura dos compostos volateis nit@jgos identificados de L. Péra por

HS-SPME. A) Volateis majoritarios das folhas coletyd) Volateis majoritarios das folhas

com A. alternata.

A comparacdo dos volateis extraidos das folhas .d#Miircott’
controle e comA. alternata mostrou que ndo ha uma variacdo qualitativa
significativa no perfil quimico desta espécie, osme foi observado com a
comparacao dos volateis produzidos por L. Pérdatlags controle e infectada.
No entanto, com uma analise nos cromatogramasasb{iliGURA 4.43), é
possivel observar um maior acumulo de compostageis| principalmente de

sesquiterpenos, nas folhas de T. ‘Murcott’ infeatadorA. alternata
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Comparando-se os volateis produzidos pelas plantddurcott’ e
L. Péra ndo foram observadas diferencas signifi@atno perfil quimico das
folhas controle destas espécies, contendo pratita@nts mesmos compostos
majoritarios, como pode ser visto nha FIGURA 4.4% b&htanto, pode ser
observado nos Histogramas contidos nas FIGURAS 4.3310 que apenas a
planta suscetivel apresentou um acumulo de segupntes em folhas infectadas
por A. alternata como exemplo podemos citgrElemeno,-Mirceno e o-
Humuleno. E reportado na literatura estudos enwdlwelJasmonato de metila
(MeJa) como elicitor na interacao planta-fungo,eofad observado um acumulo
de diferentes sesquiterpenos na espécie estuddtiaHSet al., 1998). Também
€ relatado a avaliacédo da atividade de sesquitesgamesentes no 6leo essencial
da semente da cenoura frente ao fuAgalternata onde foi observado uma
atividade citotoxica destes compostos, inibindo 68% seu crescimento
micelial, indicando que o acumulo destes composis espécie suscetivel
estudada poderia sugerir uma resposta defensiveedma (SABATER-JARA,
et al., 2010).

E importante salientar que mesmo a L. Péra sendouamedade
com elevada resisténcia ao fungo no campo, umaulagio artificial com
excesso de inoculo aplicado também pode possibilitaa resposta quimica
como, por exemplo, o substancial aumento em coraggd de EB-Ocimeno,
reacdo que tambem foi observada na planta sud¢cetiweo pode ser observado
nas FIGURAS 4.39 e 4.40.
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FIGURA 4.43- Cromatogramas obtidos da extracao de volateistdes@or HS-SPME.
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4.8.2 - Compostos volateis identificados em Citrgmor Hidrodestilac&o.

As hidrodestilagOes de folhas secas e frescas fogahzadas com
a finalidade de comparacdo do perfil quimico déndsl controle de laranja
‘Péra’ e tangor ‘Murcott’, separadamente, com ofipeuimico obtido das
mesmas apos a inoculacdo Alealternatae também para fins de comparacéao
com 0s compostos volateis obtidos por HS-SPME. dtal tdetectou-se 81
compostos, mas foram identificados 64 deles, unzaque alguns destes nao
apresentaram espectros de massas semelhantessadtosiana literatura. A
identificacdo dos compostos volateis foi feita f0G-EM através de seus
indices de retencéo e por comparacdo com a litar@DAMS, 2001) e estdo
listados na TABELA 4.10 para T. ‘Murcott’ e na TABE 4.11 para L. Péra.
Nos casos onde a identificacdo néo foi possivehrmponente foi considerado
“nao identificado” (ni). Nas FIGURAS 4.44 e 4.45t&s apresentados o0s
histogramas das substancias que apresentaram asresnavariagoes
guantitativas, quando se compara o perfil quimiz® wblateis das folhas sadias
com as folhas infectadas de L. Péra e T. ‘Murcogspectivamente. A estrutura
dos compostos majoritarios identificados para pg@es estudadas encontram-
se nas FIGURAS 4.46 e 4.47.
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TABELA 4.10 - Compostos volateis obtidos por hidzstlacdo e identificados

em T. ‘Murcott’ controle e apds a inoculacdo deakernata.

Picos TR Composto % CG-EM IR IR”
Controle Com sintoma Controle Com sintoma Controle Com sintoma Controle Com sintoma Literatura
1 - 7.568 - ni 350 - 1012 -

2 7.902 - orto-Cimeno 242 - 1023 - 1022
3 8.017 - para-Cimeno 1.02 - 1027 - 1024
4 9.375 - trans-arbusculone 513 - 1072 - 1070
5 9.877 - trans -6xido de linalol 5.11 - 1089 - 1084
6 10.146 - ni 0.25 - 1099 - -
7 10.292 - Linalol 40.37 - 1103 - 1095
8 12.593 - cis-6xido de linalool piranoide 1.05 - 1174 - 1170
9 - 12.834 - Terpinen-4-ol 2319 - 1181 - 1174
10 - 14.059 - trans-Pulegol 1.74 - 1218 - 1213
11 - 14.649 - 1,3 Dioxolano 0.34 - 1236 - 1248
12 - 15.619 - cis-Acetato de crisantenil 0.40 - 1265 - 1261
13 - 19.576 - trans -Acetato de Mirtanol 0.25 - 1388 - 1385
14 1 19.801 19.810 B-Elemeno 6.97 16.62 1395 - 1391
- 2 - 20.563 u-cis-Bergamoteno - 0.26 - 1420 1411
15 3 20.688 20.695 B-E-Cariofileno 0.28 143 1424 1424 1419
16 4 21.755 21.774 a-Humuleno 0.38 1.36 1458 1459 1455
17 5 22423 22.466 y-Gurjuneno 0.43 0.31 1480 1481 1475
18 6 22786 22.835 pB-Selinene 0.54 0.77 1492 1493 1489
19 7 23.062 - a-Selinene 0.34 - 1500 - 1498
- 8 - 23.107 cis-p Guainenc - 0.46 - 1502 1492
9 23.391 a-Bulneseno - 0.22 - 1512 1509
10 23.919 v-Cupreneno - 0.15 - 1531 1532
- 11 - 24,675 cis -Murol-5-en-4-B-ol - 0.04 - 1557 1550
20 - 24,758 - Elemol 0.62 - 1560 - 1548
- 12 - 24.837 7-dieno-frans -Dauca 4,11 - 1.26 - 1563 1556
13 - 25115 Epi-Longipinanol - 1.24 - 1572 1562
- 14 - 25475 trans -Sesquisabinenc Hidratado - 1.12 - 1585 1595
21 15 25.704 25.707 Oxido de Cariofileno 1.21 8.70 1593 1593 1582
- 16 - 26.199 ledol - 0.47 - 1610 1602
22 17 26.484 26.484 Epdxido de Humuleno Il 0.44 3.31 1620 1620 1608
23 - 26.621 - Sepi-7epi-c¢-Eudesmol 0.43 - 1625 - 1607
- 18 - 27.430 a-Murolol - 0.44 - 1653 1644
- 19 - 27.553 B-Eudesmene - 0.27 - 1658 1655
24 20 27.806 27.830 neo-Intermedecl 264 5.61 1667 1667 1658
- 21 - 28.083 ni - 254 - 1676 -
25 - 28.258 - 7(11) Selinen-4-c-ol 0.24 - 1682 - 1647
- 22 - 28.346 Espatulenol - 4.82 - 1685 1577
- 23 - 29.329 14-hidroxi-c.-Humuleno - 5.04 - 1721 1713
26 24 29.362 29.517 -z -Curcumen-12-ol 0.36 1.43 1722 1728 1728
- 25 - 29.657 ni - 1.92 - 1733 -
- 26 - 29.772 Vetiselinenol - 8.09 - 1738 1730
27 - 29.823 - ni 0.20 - 1739 - -
- 27 - 30.417 p-Acoradienol - 128 - 1762 1762
28 - 32132 ni - 0.58 - 1827 -
29 - 32333 ni - 0.26 - 1835
- 30 - 32434 ni - 5.99 - 1839
28 - 32.489 - ni 0.15 - 1841 - -
- K1 - 32.751 Hexahidro Famnesil acetona - 4.61 - 1852 1754
32 - 33.072 3,7,11,15 Tetrametil 2-hexadecen-1-ol - 2.58 - 1864 2045
33 - 33.520 ni - 364 - 1882 -
34 - 34,462 2-Pentadecanona - 31 - 1913 1754
35 - 34.679 1-Heptatriacontanol - 1.52 - 1919 1942
36 - 35.229 Isofital - 3.51 - 1933 1946
- 36.559 trans-Fitol - 0.30 - 1969 2045
(BE,10E) 3,7,11,15 Tetrametil - - 1988
37 - 37.285 Hexadecatetraen-3-ol 4.38 2046

TR =tempo de retengéo; IR = indice de retengéo.
*=indice de retengéo calculado usando a equagéo de Van den Dool e Kratz.
* = ndice de retengéo da literatura (ADAMS, 2007)
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TABELA 4.11 - Compostos volateis obtidos por hidzstlacdo e identificados

em L. Péra controle e apds a inoculacdo de Analtar

Picos TR Composto % CG-EM IR* IR’
Controle Com sintoma Controle Com sintoma Controle Com sintoma Controle Com sintoma Literatura
1 - 9.270 - cis- Sabineno hidratado 0.67 - 1069 - 1064
2 - 9.410 - cis- Oxido de linolol (furanoide) 0.51 - 1074 - 1067
3 1 9.916 9.845 trans- Oxido de linolol (furancide) 112 255 1091 1089 1084
4 2 10.307 10.243 Linalol 15.72 442 1104 1101 1095
3 - 10.556 cis- Oxido de rosa - 1.75 - 1111 1114
- 4 - 11111 trans- Oxido de rosa - 0.95 - 1128 1125
5 5 11.650 11.624 trans-p-Mento-2-en-1-ol 0.39 0.41 1145 1144 1136
6 - 11.825 - Isopulegol 1.02 - 1150 - 1145
7 6 11.982 11.876 Citronelal 11.37 2.89 1155 1155 1148
8 7 12.850 12.828 Terpinen-4-ol 7.82 11.59 1182 1181 1174
9 - 13.379 - ni 367 - 1198 - -
10 - 14.582 - Citronelol 9.07 - 1234 - 1223
1 - 14.983 - Neral 917 - 1246 - 1235
12 - 15.972 - Formiato de Citronelila 10.88 - 1276 - 1271
13 8 19.571 19.550 trans-Acetato de Mirtanol 0.39 0.43 1388 1387 1385
14 9 19.816 19.829 (-Elemeno 7.01 12.20 1396 1396 1391
15 10 20.686 20.696 [-E-Cariofileno 201 8.75 1424 1424 1419
- 1" - 20.973 ni - 117 - 1433 -
16 12 21.751 21.740 a-Humuleno 1.31 7.27 1458 1458 1455
17 - 21.833 - ni 0.75 - 1461 - -
18 13 22422 22.399 B-Charmigreno 0.79 1.23 1480 1479 1476
- 14 - 22750 Etil, 4-metil Octanoato - 0.53 - 1490 1484
19 - 22.784 - p-Selinenc 0.40 - 1492 - 1489
20 15 23.057 23.031 a-Selineno 0.33 155 1500 1499 1498
2 16 23.348 23.340 ni 0.70 4.34 1511 1510 -
2 - 23.441 - o-Bulneseno 112 - 1514 - 1509
- 17 - 23.853 Maliol - 1.07 - 1528 1566
- 18 - 24.773 cis-Murol-5-en-4-f-ol - 0.52 - 1560 1550
23 19 25.685 25.669 Oxido de Cariofileno 249 428 1592 1592 1582
24 20 26.461 26.434 Epdxido de humuleno 1 118 1.59 1620 1619 1608
- 21 - 27125 Cariofila-4(12),8(13)-dien-5-a-ol - 0.76 - 1643 1639
22 - 27.233 Cariofila-4(12),8(13)-dien-5-p-ol - 1.93 - 1647 1640
- 23 - 27.458 a~Muralol - 1.16 - 1654 1644
25 24 27.792 27.807 Selin-11-en-4-c.-ol 245 3.83 1666 1667 1658
26 25 28.033 28.115 ni 1.07 2.21 1674 1677 -
27 20 28.306 28.233 Espatulenol 142 143 1684 1682 1536
28 27 29.050 28.975 ni 1.71 1.04 1710 1708 -
29 28 29.305 29.224 Cedren-13-ol 1.41 313 1720 1717 1688
- 29 - 29.414 ni - 0.54 - 1724 -
30 - 29.508 ni - 1.19 - 1728
- 3 - 29622 ni - 1.98 - 1732 -
30 - 32424 - 3,7,11,15 Tetrametil 2-hexadecen-1-0ol  1.15 - 1838 - 2045
- 32 - 32616 Hexahidro Farnesil acetona - 11.31 - 1846 1754
K| - 33.073 - ni 0.33 - 1864 - -
32 - 33.522 - (8Z,10Z) Hexadecadien-1-ol 0.57 - 1882 - 2080

TR = tempo de retengéo; IR = indice de retengéo.
*=indice de retengéo calculado usando a equagéo de Van den Dool e Kratz.
*=ndice de retencéo da literatura (ADAMS, 2007).
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FIGURA 4.44 - Histograma dos compostos volateis que apresentanamr variacdo
guantitativa na analise comparativa por Hidrodesdib de folhas de T. ‘Murcott’ controle
com folhas com sintomas de MMA.
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FIGURA 4.45 - Histograma dos compostos volateis que apresentanamr variacdo
guantitativa na analise comparativa por Hidrodasdib de folhas de L. Péra controle com
folhas com sintomas de MMA.
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FIGURA 4.46 - Estrutura dos compostos volateis mnit@jaos identificados de T. ‘Murcott’
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E possivel observar, através da TABELA 4.11, que uhda
predominancia de monoterpenos oxigenados nas falbrasole T. ‘Murcott’,
no qual o composto majoritario foi 0 monoterpenoalol. No entanto, nao foi
identificado monoterpenos nas folhas de T. ‘Mufcatfectadas comA.
alternata onde foi observado um grande acumulo de sespeiies € 0
composto majoritario foi o sesquiterpeficElemeno, composto este também
majoritario na extracdo por HS-SPME. O componenggoritario das folhas
controle de T. ‘Murcott’, analisadas por SPME, do5abineno e este nao foi
observado por hidrodestilacdo, no entanto, estérittesia literatura que este
composto transforma-se em Terpinen-4-ola-derpineol com temperatura
superior a 50 °C, entao, sugere-se que este fakaper ocorrido, uma vez que
temperaturas superiores a esta foram necessanasapabtencdo do Odleo
essencial. E importante ressaltar, que a hidrddest e a HS-SPME fornecem
resultados complementares, onde na primeira técrdiéa detectados
majoritariamente os analitos menos volateis e ogpostos mais volateis sédo
extraidos mais eficientemente por HS-SPME.

O maior nimero de compostos obtidos por hidrodestd deve-se
a injecao direta dos 6leos essenciais, ja a extgASPME os analitos devem
ter uma interacdo com o material polimérico daafipara serem adsorvidos.

Nas folhas de L. Péra foi observado comportameintilas ao
observado para T. ‘Murcott’ na extracdo dos amalgor hidrodestilacdo. Nas
folnas controle de L. Péra também foi observado yredominancia de
monoterpenos oxigenados, no qual o composto majiorifoi o monoterpeno
Linalol. Nas folhas infectadas de L. Péra tambémofiservado um grande
acumulo de sesquiterpenos e o0 composto majorifari@ sesquiterpend-
Elemeno, composto este também majoritario na exirpor HS-SPME.

Pode-se observar, através da andlise dos histogreonéidos nas
FIGURAS 4.46 e 4.47, que a principal diferenca edipquimico de folhas
infectadas e o controle é devido ao acumulo deugegpgenos nas folhas
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inoculadas comA. alternata entdo, dentre as técnicas de extracdo utilizadas
neste trabalho, recomenda-se a Hidrodestilacaogaisualizacéo da alteracao
do perfil quimico das espécies estudadas, visto aguanalitos de interesse
apresentam cadeia carb6nica longa, sendo melhraidos por este processo.
Simultaneamente a este trabalho, foi desenvolvidoestudo
fitoquimico do fungoA. alternata no laboratorio de Produtos Naturais da
UFSCar, pela Dra Katia Roberta Prieto, onde foliasta o perfil quimico dos
volateis deste patégeno por hidrodestilacdo, nassmag condicoes
experimentais utilizadas para a avaliacdo do pqtfimico das plantas deste
trabalho, jA& que uma possibilidade seria que ese&sgjuiterpenos fossem
oriundos do proprio fungo, no entanto, ndo foranseobados compostos
semelhantes nesta andlise e os analitos obtid@ @dungo encontram-se
publicados em tese (PRIETO, et al., 2012). Os ta&$0$ obtidos sugerem uma
resposta defensiva das plantagGiteus estudadas, no entanto, a fim de realizar
uma interpretacdo mais adequada destes resultéoltgm-se necessarios
estudos mais detalhados da atividade destes camspéisinte ao fungd.

alternata
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4.9 - Microscopia Eletrénica de Varredura — Ambienal.

4.9.1 - MEV — Ambiental da interacaoAlternaria alternata e variedades

resistente e suscetivel de Citros.

A introducdo do microscopio eletrénico de varredarabiental
(ESEM), trabalhando a pressao ambiente, represendanova perspectiva na
pesquisa biolégica. Em resumo, este sistema pemrnidémalise de materiais
condutores ou isolantes, sem a necessidade derireeatns, bem como
materiais hidratados ou com volateis nas presséepdracdo do equipamento
de MEV ambiental, capaz de produzir imagens deaaltpliacdo (até 20.000 x)
e resolucdo. Este equipamento possibilita uma enteeferramenta para anélise
de biomateriais e sistemas bioldgicos, sem a nidegss de preparacdo da
amostra, requerida pela técnica convencional, teggltd em menores custos e
tempo de anélise e também reduzindo a possibilidadetroducéo de artefatos,
devido a minima manipulacdo da amostra. Outra ganiaé a facilidade com
que uma determinada regiao de interesse na anqsti@ ser selecionada e
localizada. Desta maneira, por exemplo, seleciemassmaterial vegetal a exata
regido de interesse, que pode ser fotografado pdilmente em um
microscopio Otico, e identificados posteriormente microscopio eletrénico
para um estudo mais detalhado de sua estrutura I[DMNDS, 1993).

Apesar da conveniéncia e das muitas aplicacdesddiials
associadas ao MEV — Ambiental, as potencialidadstadecnologia ainda estao
sob investigacdo e a sua escolha depende do abjétivestudo. O MEV
convencional utiliza superior ampliagdo e a viaagéo mais exata dos
contornos, enquanto que o MEV — Ambiental respegatrutura tridimensional
da célula e previne a perda das caracteristicasfgtigis mais finas e, portanto,
as caracteristicas originais do material vegetaligatdo podem ser preservadas
(GILBERT e DOHERTY,1993).
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Para esclarecer a natureza da resisténcia a mamelneom
(Alternaria alternatd em citros resistenteC(trus sinensise suscetivelitrus
reticulata x Citrus sinensiy avaliou-se o processo de infeccdo, através da
histopatologia. As 16, 24, e 48 h apds as inoces¢® suspensbes de esporos,
coletaram-se amostras de tecidos foliares destpécies e estas foram
avaliadas. As folhas sadias também foram analisattagés de microscopia
eletrénica de varredura — Ambiental.

Avaliou-se qualitativamente nas espécies de ciestidadas,
germinacdo de conidios, formacdo de apressoriosetiagdes, lesdes, e
colonizacéo. Para efeito de comparacédo, as imag#itas em cada estagio do
processo de infeccao (16, 24 e 48 h), apresentaesena ampliacdo, de acordo
com o detalhamento exigido.

Nas folhas utilizadas como controle (FIGURA 4.49 A1A2), ou
seja, aquelas onde nao foi aspergida a suspensaspdeos, foram obtidas as
imagens ao longo da nervura central na face abae&iambas as espécies, sendo
possivel observar uma homogeneidade na estrutliea # a presenca dos
estbmatos, estruturas responsaveis pelas trocasagasom o ambiente.

Na folha 16 h apds a inoculacdo (FIGURA 4.49, B32¢ observa-
se 0 processo de pré-infeccdo sobre a face adawiad, a germinacdo dos
esporos assexuais do fungo (conidios) e alongamdendeus tubos germinativos
sem a formacédo de apressorio, sendo observadgedisie foliar de ambas as
espécies estudadas.

A analise dos materiais 24h apés inoculacdo (FIGURI® C1 e
C2), mostrou que a severidade das lesdes na angesttaPéra foram sempre
inferiores em relacdo as observadas em T. ‘Mutcgtianto ao tamanho e
irregularidades observadas na superficie foliarrifi¢da-se uma elevada
formacdo de hifas e um aumento do nimero de canidioespécie suscetivel,
ocasionando assim o desenvolvimento do processdadedo, fato que nao foi

observado na superficie foliar de L. Péra (FIGURA94C1), onde ainda é
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possivel observar a presenca de conidios ndo geaosn Estes dados estdo de
acordo com os obtidos por SOLEIL e KIMCHI (19973, quais classificaram a
Laranja Péra como uma das mais estaveis fenotipmt@me uma das mais
resistentes dentre os genétipos de citros estudados

Nas imagens 48 h apds a inoculacdo foi possivetroéis uma
colonizacdo abundante por meio dos micélios narSomede T. ‘Murcott’
(FIGURA 4.49 D2), com ampla colonizacdo por corgdimmpedindo a
visualizacdo do tecido vegetal. Comparando-se cosuperficie da L. Péra
(FIGURA 4.49 D1), observa-se a diferenca de susubgade existente entre as
mesmas, ocorrendo na superficie foliar desta esp@#genas uma pequena

colonizacdo observando poucas hifas na sua superfic
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mode HV

SE_[12.50 kV

mag O [spot| WD

600x | 4.0 [13.1.mm

FIGURA 4.49 - Eletrofotomicrografias de varredueasiiperficie foliar adaxial de L. Péra (1)
e T. ‘Murcott’ (2), sendo: (A) controles e colonizs porAlternaria alternata(B) 16 h, (C)
24 h ¢(D) 48 h ap0s a inoculacao.
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4.9.2 - Avaliacdo da forma de penetracdo e colonig@o de Alternaria
alternataem folhas de T. ‘Murcott’.

Os fungos pertencentes ao génAlternaria mostram-se bastante
variaveis com relacdo a forma de penetracdo nadotedos seus diversos
hospedeiros, existem estudos avaliando se estatedstica, que difere de
outros fungos patégenos, aumenta a patogeniciéadeportante salientar que
estudos sobre o0 processo infeccios@ddalternataem mudas de tangerinas sao
escassos e varias indagacdes sobre a patogénese fdego precisam ser
elucidadas.Segundo AKIMITSU e colaboradores (2003) foi vedafio a
penetracdo deste fungo apenas pelo estdmato semmacfio de apressorio,
enquanto SOLEL e KIMCHI (1997) observaram a pegétvaapenas atravées da
formacdo de apressoério. Assim, esse trabalho tewso cobjetivo estudar a
forma de colonizacdo d&. alternataem folhas de T. ‘Murcott’ utilizando-se a
microscopia eletronica de varredura — Ambientate Eestudo foi feito apenas
nas folhas T. ‘Murcott’, pois somente nesta variedéi possivel observar a
penetracao do fungo no tecido vegetal.

A esporulacdo d@. alternataocorreu nas faces adaxial e abaxial
das folhas (FIGURA 4.50). Apenas na face adaxial .d&lurcott’ foi possivel
observar os apressorios (FIGURA 4.50 A), estrutyua fixa o patdbgeno no
hospedeiro, 0s quais caracterizam-se como diladagiedominantemente
formadas lateralmente na hifa para invadir o tedoltospedeiro. A penetracao
direta pelos estématos se deu com a formacéo dsesdpios (FIGURA 4.50 A)
e sem a sua formacéo (FIGURA 4.50iBdicando que apressorios nem sempre
SA0 necessarios para a penetracdo de espéciegyéeste. Diversos autores
afrmam que a penetracdo estomatal € a via preieiepara os fungos
ingressarem nos tecidos dos seus hospedeiros (REEH64; MOSCOW e
LINDOW, 1989).

Na FIGURA 4.50 C observa-se a orientacdo do crestdiondos

tubos germinativos para locais especificos da figgefoliar, as extremidades

145



Resultados e discussoes

dos tubos germinativos direcionaram-se para est@naroximos. Nesta
imagem também € observado que a forma preferedeigknetracdo do fungo
na face abaxial se da através dos estbmatos cormadao de apressorios, estes
eventos estdo indicados na FIGURA 4.50 C por setd &egundo WYNN
(1976), a orientacéo do crescimento de tubos getimos pode ser influenciada
por caracteristicas fisicas da superficie do haspedEntretanto, neste trabalho
nao foram percebidas diferencas morfoldgicas eadrsuperficies foliares das
duas espécies de citros estudadas, as quais @amneessencialmente similares
ao microscopio eletrdnico de varredura (FIGURA 4M4% A2).

A andlise da FIGURA 4.50 C também permitiu obseraar
penetracdo direta no tecido foliar sem a formag@uressorios, evento este
indicado por uma seta vermelha. Desse modo, faereado neste trabalho a
habilidade deAlternaria alternataem penetrar nos tecidos suscetiveis de T.
‘Murcott’ tanto diretamente (tecido foliar intactouanto indiretamente
(abertura estomatica com e sem apressorio), f&ogee ainda ndo havia sido
relatado na literatura em um unico trabalho.

Na FIGURA 4.50 C também foi observado a formacaouad
matriz amorfa recobrindo o tubo germinativo, pals conidios e estendendo-
se até o tecido foliar. E possivel observar quéubss germinativos ficaram
mais aderidos a superficie foliar na presenca destdlagem. A presenca de
matriz extracelular semelhante a encontrada nesialho tem sido relatada em
diversas interacoes planta-fungo (MIMS et al., 19980PP et al.; 1999; VAN
DE GRAAF et al.,, 2002), sendo-lhe atribuida varpepéis na patogénese.
Trabalhos correlacionaram a presenca de uma fimaada de mucilagem
extracelular a adesdo de conidiosUteinuliella australianana superficie de
Lagerstroemia indicdMIMS et al., 1995) e d&rysiphe graminiem folhas de
aveia (CARVER et al.,, 1995). BENSCH, M.J. e VAN S3BN (1992)
especularam que a presenca de densa mucilageminelcobs apressoérios &

maydisno ponto de infeccdo de fragmentos de colmo deomploderia estar
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associada a protecdo dos mesmos contra a des&ratambora a literatura
aponte que tal secrecao possa desempenhar umvitapek patogénese, mais
estudos sdo necessarios para elucidar o papel te ma ciclo de vida do

patdogeno. Este € o primeiro relato da presenca wdlagem associada aos

conidios deA. alternata

B osssmm— . - -
11/30/2011[mode[ HV [mag O0[spot| WD 1212011 [mode] HY |mag C|spot] WD
4:21:14 PM| SE 120.00kV|4909x | 4.0 [13.2mm INCT Hympar Sudeste 1:06:07 PM| SE [20.00 kV| 2707 x| 4.0 [13.6 mm INCT Hympar Sudeste

mode ma spo
T Emph Soaesic
FIGURA 4.50 - Eletrofotomicrografias de varredura da superfickaf de T. ‘Murcott’,
sendo: (A) Face adaxial 24 h apés a inoculacad. ddternata; (B) Face abaxial 48 h apés a

inoculacéo dé\. alternatg (C) Face abaxial 48 h ap0s a inoculacad.dsternata
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4.10 - Analise da variacdo do perfil quimico de aibs via CLAE aliada a

ferramenta quimiométrica.
4.10.1 - Obtencéo do perfil quimico de citros via ICAE.

Para o desenvolvimento deste trabalho, inicialmente rfora
selecionadas mudas, em triplicata, de tangor ‘Mtireode laranja ‘Péra’ para
representar as categorias controle (sem a inoaldgdungo) com sintomas e
sem sintomas. Para a obtencdo de cromatogramagerfbinnt” (“impresséo
digital”), com o objetivo de se avaliar possiveigemncas no perfil quimico de
mudas de citros resistentes e tolerantes a ManeneM de Alternaria (MMA),
foi necessario obter um perfil cromatogréafico reprgativo que apresentasse
uma boa separacdo dos picos, tanto quanto posdawglo de um tempo de
analise razoavel, sendo necessario otimizar a ceigimmda fase mével (tipo de
solvente e a sua concentracao inicial), o gradieleteeluicdo, vazao, fases
estacionarias e volume de injecao, permitindo glmama melhor condicdo de
analise e a condicédo escolhida esta mencionad@E B.8. O uso da eluicédo
gradiente em condicbes de ampla faixa de forcaada moével é tido como
exploratorio e pode ser usado de modo a fornececramatograma fingerprint
(impresséao digital) da amostra em analise. SYNDHFO&AN (1996) relatam
gque a mistura ACN:}O como fase movel € menos viscosa e permite a
utilizacdo de valores baixos de comprimento de ora&V para deteccédo de
compostos.

Nesse trabalho, foram feitas extracoes em triglecde cada parte
vegetal e comparou-se visualmente a repetibilidade precisdo de injecao
através da sobreposicdo das bandas cromatogréfidgas tempos de retencéo.
Pode-se concluir que a técnica de extracdo apoesentma boa
reprodutibilidade. Apesar de se ter realizado ceergento utilizando o detector
de arranjo de diodos (DAD) numa faixa espectral 1@ a 600 nm, o

comprimento de onda selecionado para detecca@ f2bd nm. Foram avaliados
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outros comprimentos de onda como 220, 280, 300, 366, 450 nm, e o
escolhido foi onde se observou o maior nUmero despiletectaveis com uma
intensidade razoavel da maioria das bandas crondditcas. Alguns
comprimentos de onda ddo uma deflexdo de solveni® mrande deixando a
linha de base com desvio acentuado. Outros, povestyasdo muito seletivos e
podem inibir ou mascarar sinais de moléculas quesysm comprimento de
onda maximo diferente do escolhido.
AS FIGURAS 4.51 a 4.54 mostram 0s cromatogramasiabtom

as replicatas (n=3) de todas as partes vegetaisesiaécies estudadas no

comprimento de onda de 254 nm.
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FIGURA 4.51- Cromatogramas sobrepostos das replicatas (n=3¢>dcstos das raizes dos
citros estudados. (T): T. ‘Murcott; (L): L. PéralRC e LRC): amostras controle, sem
inocular o fungo; (TRSS e LRSS): raizes de amosteas sintoma; (TRF e LRF): raizes de

amostras com sintoma. € 254 nm).
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FIGURA 4.52 -Cromatogramas sobrepostos das replicatas (n=3gxdcsos dos caules do
porta-enxerto dos citros estudados. (T): T. ‘Murc@t): L. Péra; (TCiC e LCiC): amostras
controle, sem inocular o fungo; (TCiSS e LCiSS).0atras sem sintoma; (TCiF e LCiF):

amostras com sintoma. € 254 nm).
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FIGURA 4.53 -Cromatogramas sobrepostos das replicatas (n=3)exipatos dos caules
superiores dos citros estudados. (T): T. ‘Murc@t); L. Péra; (TCsC e LCsC): amostras
controle, sem inocular o fungo; (TCsSS e LCsSSpstras sem sintoma; (TCsF e LCsF):
amostras com sintoma. £ 254 nm).
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FIGURA 4.54 -Cromatogramas sobrepostos das replicatas (n=3¢dcstos das folhas dos
citros estudados. (T): T. ‘Murcott; (L): L. PérdHC e LFC): amostras controle, sem inocular
o fungo; (TFSS e LFSS): folhas de amostras semraent (TFF e LFF): folhas de amostras

com sintoma.X = 254 nm).
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4.10.2 - Anélise Quimiométrica.

Como os cromatogramas obtidos no item anterior S0
semelhantes, € dificil identificar diferencas erdseamostras baseando-se em
uma simples analise visual. Desta forma, 0 empdegigcnicas quimiométricas
de analise multivariada tem auxiliado na intergy@&bade resultados quimicos.

A analise de componentes principais (do inglés,ndiral
Component Analysis, PCA) é um dos métodos mais iitaptes utilizados na
Quimiometria e € a base para diversos métodosabmecimento de padrdes,
classificacdo e calibracdo multivariada. O conjud® dados analisado é
organizado na forma de uma matriz (dados bidimeass), onde as linhas
podem ser amostras e as colunas variaveis. Ediaeaodnsiste essencialmente
em reescrever as coordenadas das amostras emsmtgma de eixo mais
conveniente para a andlise dos dados. Em outras/rasl as n-variaveis
originais geram, através de suas combinacdes disean-componentes
principais, cuja principal caracteristica, além aldogonalidade, € que sao
obtidos em ordem decrescente de maxima varianciasega, a componente
principal 1 detém mais informacao estatistica goemaponente principal 2, que
por sua vez tem mais informacédo estatistica quenaponente principal 3 e
assim por diante. Este método permite a reducadimansionalidade dos
pontos representativos das amostras, pois embor#oamacdo estatistica
presente nas n-variaveis originais seja a mesma-damponentes principais, €
comum obter em apenas 2 ou 3 das primeiras comfEmpnncipais mais que
90% desta informacdo (MOITA NETO, et al., 1998).

O grafico da componente principal 1 (CRErsusa componente
principal 2 (CP2) fornece uma janela privilegiadsstétisticamente) para o
observagao dos pontos no espaco n-dimensionaltpelona visualizacdo da
dispersdo dos pontos (amostras analisadas) emAeoelgodas as variaveis
analisadas simultaneamente, facilitando a inteapé&et por permitir analisar a

similaridade entre duas substancias como funcéiistincia entre ambas.
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Foi realizada a andlise de componentes principel$}, usando a
informacdo quimica dada pelo perfil cromatogréficpara identificar
semelhancas e diferencas entre as amostras amalis@d cromatogramas
obtidos das diferentes partes de citros (ITEM 4)X@ram transformados em
dados numeéricos e organizados em uma matriz, atiehas representavam as
amostras e as colunas representavam as variaumeisja os tempos de retencao
de cada banda cromatogréfica.

A matriz gerada apresentou 72 linhas (amostrasj8s @olunas
(tempo de retencédo no intervalo de 0 a 47 minutscrmatograma). A
estratégia inicial foi eliminar algumas regidesneatograficas ndo informativas
(FIGURA 4.55) como, por exemplo, as que estavamoclomha de base ou nao
apresentavam modificacfes quimicas entre as arm@stasiadas, visto que estas
regides nao iriam contribuir no agrupamento ourdifeiacdo das mesmas,
reduzindo o nimero de variaveis e deixando os ledotbmputacionais mais
rapidos, uma vez que o conjunto de dados é menti&oEa matriz gerada apos
as exclusdes foi formada por 1826 variaveis (cpmedentes ao tempo de

retencdo) e o mesmo numero de linhas (72), comegmalo as amostras.
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FIGURA 4.55 -Sobreposicdo de todos os cromatogramas analisedodranco: regioes

selecionadas\(= 254 nm).

A analise de PCA foi realizada utlizando-se 67%rdermacdes
dos dados originais descritos pelas duas primeoagonentes principais (PC1
e PC2). A diferenciacédo foi obtida conforme deecribs graficos de scores
representados nas FIGURAS 4.56 e 4.57.

Observa-se nitidamente na FIGURA 4.56 quatro tipes
agrupamentos distintos, referentes as matrizes rdaes, folhas, caules
superiores e inferiores, havendo separacao entratizes de cada 6rgdo. Para
facilitar a visualizacdo dos dados, estes forandidius em classes, portanto,
cada O6rgao apresenta uma cor especifica, independempertencer a laranja ou
ao tangor. Na regido do gréafico seoresonde sdo encontrados os extratos das
raizes (dados em marrom), € possivel observar §oehéd uma tendéncia de
diferenciacdo entre os extratos da raiz de lararga tangor, por mais que se
tenha uma grande dispersdo dos dados. Também maeeriicado uma
distribuicao uniforme dos extratos nas classegalantcom e sem sintomas, nao
sendo possivel diferencia-los. O mesmo comportamientobservado para as

matrizes dos caules superior e inferior, por maes gpja possivel diferenciar as
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matrizes destes o6rgdos, ndo se observa uma disagéu entre o0s
cromatogramas relativos a laranja e o tangor, sebdervado um agrupamento
entre as diferentes amostras independente seoasaffoes cromatograficas sao
obtidas de plantas controle, com ou sem sintomat ese deve a similaridade
entre as amostras, pois amostras proximas nestecedpdimensional irdo
apresentar tendéncias similares nas caracteristioagtograficas. No entanto,
para analise das folhas (dados em rosa) € posdigsetvar uma diferenciacao
entre os extratos.

A FIGURA 4.57 apresenta o gréafico deoresrelativo as folhas de
citros analisadas, reduzindo o nimero de amosaras18 e mantendo o nimero
de variaveis (1826). Os dados foram divididos nasses controle, com e sem
sintoma, independente de pertencer a laranja ¢angor, sendo que cada classe
apresenta uma cor especifica. E possivel obseneaas|folhas com sintoma de
T. ‘Murcott’(dados em verde) se diferenciaram demdis extratos em valores
positivos de PC1, com formacdo de um grupo coeso \sgiacOes entre si.
Observa-se também um agrupamento das matrizesolhas fde T. ‘Murcott’
controle e sem sintomas (TFC, TFSS), indicando agienesmas apresentam
uma similaridade no perfil cromatografico. As nmedd das folhas de laranja
péra ndo apresentaram distincdo entre si, indepgnde as mesmas eram do
controle ou dos grupos com e sem sintomas, indcadd ser observado, pela
técnica utilizada neste trabalho, variacdo do Ipgtfimico desta espécie. No
entanto, os extratos das folhas de L. Péra seedferam dos demais extratos,
formando um grupo coeso entre si.

A andlise quimiométrica mostrou haver diferencdsvemntes entre
as matrizes estudadas das folhas de T. ‘Murcotijicando que uma
investigacdo mais detalhada deste Orgdo seria s&@spara aumentar o

entendimento da interacdo de T. ‘Murcott’ com a@gahoAlternaria alternata
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FIGURA 4.56 -Grafico descores(PC1 x PC2) dos cromatogramas das amostras @s citr
estudados (T): T. ‘Murcott; (L): L. Péra. (TRC e CR amostras de raizes controle; (TRSS e
LRSS): amostras de raizes sem sintoma; (TRF e LRRpstras de raizes com sintoma.
(TCiC e LCIiC): amostras de caule do porta-enxeotairole; (TCiSS e LCiSS): amostras de
caule do porta-enxerto sem sintoma; (TCiF e LCaR)ostras de caule do porta-enxerto com
sintoma. (TCsC e LCsC): amostras de caule superitrole; (TCsSS e LCsSS): amostras de
caule superior sem sintoma; (TCsF e LCsF): amod&asaule superior com sintoma. (TFC e
LFC): amostras de folhas controle; (TFSS e LFS®psiras de folhas sem sintoma; (TFF e

LFF): amostras de folhas com sintoma=(254 nm).
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FIGURA 4.57 -Grafico descores(PC1 x PC2) dos cromatogramas das amostras @s citr
estudados (T): T. ‘Murcott; (L): L. Péra. (TFC e@) amostras de folhas controle; (TFSS e
LFSS): amostras de folhas sem sintoma; (TFF e L&fpstras de folnas com sintomia~(
254 nm).

4.11 - Andlise da variacao do perfil quimico de fols de T. ‘Murcott’ via
RMN *H.

Acredita-se que a maioria das plantas sdo capazesintetizar
compostos com atividade antimicrobiana, mas algumdazem de maneira
muito lenta, permitindo que o micro-organismo cagtgla infeccdo antes que
haja o acamulo destas substancias em quantidafieiersies para inibi-lo. Para
diversas interacdes fungo-patégeno foi demonstrqde a velocidade de
acumulo de fitoalexinas € um dos fatores decispara o estabelecimento ou
nao da infeccdo (PAXTON,1991; MODOLO et al. 2008)gumas espécies

expressam fitoanticipinas, como € o caso do ca#bia, que acumula
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compostos fendlicos como os flavonoides e derivadiosacido cinamico,
defendendo a planta da invasao de micro-organigviid& LER, et al., 2007).

O objetivo deste trabalho foi analisar quais sulzsé® estariam
envolvidas em uma resposta quimica da planta susktd. ‘Murcott’) a
Mancha Marrom de Alternaria (MMA), visto que readibs anteriores (ITEM
4.10.2) sugerem esta possibilidade. O experimeatsistiu na avaliacao de
folhas de T. ‘Murcott’ com sintomas de MMA em unggido exatamente em
cima da lesdo causada pelo furiyoalternatae em outro ponto proximo da
lesdo (na mesma folha), para a observacédo de wgpasta quimica localizada
do hospedeiro. Folhas controle (sem a inoculagcadudgo) e folhas sem
sintomas também foram analisadas nestas mesmaiesegiara permitir a
comparacao entre as amostras, sendo que a metiadotdigada esta descrita
no ITEM 3.9.

Em experimentos de RMN sao utilizados padrdes notempara
fornecer um deslocamento quimico de referéncianbdan com o objetivo de
guantificacao relativa. Em teoria, qualquer compgsbde ser usado como
padrdo em RMN, sendo necessario este compostaiseicgmente estavel, ndo
interagir com 0s componentes da amostra e nao prodinais que se
sobreponham com os da amostra de interesse. Psa daucomplexidade dos
extratos de plantas, o ultimo requerimento torneseolha de compostos de
referéncia bem limitada. Neste experimento foi iz#do o TSP-g
(Tetrametilsilil Propinoato de sédio) como padrateino, pois este apresenta
um singleto bem resolvido em uma regido separadasih@is produzidos pela
maioria dos compostos organicos e apresenta mstiabikdade fisico-quimica
e solubilidade em agua do que o TMS, referénciarianinente utilizada neste
trabalho (PAULI, 2007). Foi feita a sobreposicds aspectros de RMRH
obtidos utilizando a intensidade do sinal do TgPRata quantificacéo relativa,

como pode ser observado na FIGURA 4.58.

160



Resultados e discussoes

3

TSP - Dy
2 ] J 2TBa
__[ "‘\} 2TSSa
o] f 'i-._' 2TFa
/ |||'|:
[ /l \I
r i ./ Ill'.
: 'II[ \I I‘
] g ""\\.
—— - \
o —‘—_‘"ﬁf._-t‘;::_—'_'_-:;;ﬂ— T - — e
0.!IXE I I I 0.0|04 I I I IJ.UIIJZ I - O.lﬁﬂ I - 0.(;02 ! I I I :

-0.004

-0.006 [ppm]

FIGURA 4.58 - Calibracdo dos sinais de referéndiaR-d) do espectro de RMNH de

Folhas de Tangor de 3,5 cm com andlise exatamentegiéio da leséo (a): 2TBa: Controle;

2TSa: Sem sintoma; 2TFa: Com sintoma de MMA.

Na FIGURA 4.59 esta apresentada a sobreposicaaesjmesctros

controle, com e sem sintomas, referentes ao tamdeholha de 3,5 cm e o

ponto de observacao foi exatamente em cima da tdsseyvada em folhas com

sintoma. Na FIGURA 4.60 observa-se a ampliacdo elenm espectro na regiao

caracteristica dos hidrogénios aromaticos (6,&-pgm).
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FIGURA 4.59 - Espectro de RMM de Folhas de Tangor de 3,5 cm com anélise exatame
na regiao da lesdo (a): 2TBa: Controle; 2TSa: Setarsa; 2TFa: Com sintoma de MMA.
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FIGURA 4.60 - Ampliacéo do espectro de RMN na regi&o caracteristica dos hidrogénios
aromaticos de Folhas de Tangor de 3,5 cm com andkatamente na regido da leséo (a):
2TBa: Controle; 2TSa: Sem sintoma; 2TFa: Com siatden MMA.

Analisando a regido caracteristica dos hidrogéarosnaticos, foi
possivel observar que houve boa resolucao doss sbaervados, facilitando a
sua identificacdo. A identificac&do estrutural feitéd principalmente baseando-se
na comparacdo com os espectros de RMNdas substancias previamente
isoladas das folhas de Tangor Murcott, conform@ siEscrito nos proximos

itens. O espectro de RMM, representativo de 24 horas apds a inoculacéo de
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alternatg da espécie suscetivel na regido exatamente eandanesao, revelou
um acumulo apenas da substancia identificada ndJRKG4.60 como J),
guando comparam-se com as folhas sem sintomas enwole. Outros
hidrogénios aromaticos permanecem com a mesmacaresfo observados
apenas em folha controle e sem sintoma, como pEoebservado na FIGURA
4.60.

4.11.1 - Identificacdo estrutural das substanciasd 2.

(1) Tangeretina ?) Nobiletina

As substanciad e 2 foram isoladas no estudo fitoquimico das
folhas de T. ‘Murcott’, conforme descrito no ITEM43 No entanto, quando
estas substancias foram identificadas neste estugkpectro das mesmas foram
feitos em CD{ por apresentarem maior solubilidade e por exmtirelatos na
literatura utilizando apenas este solvente, parigmdra efeito de comparacéo,
foi feito o espectro de RMNH dos padrdes isolados em tubo capilar (5 mm
d.i.), com MeOD como solvente em equipamento de M6z de frequéncia
para o hidrogénio, pois foram as mesmas condigbegue foram realizados o0s
experimentos nas folhas de T. ‘Murcott’ por RNV

A substancidl foi identificada como Tangeretina por apresensar o
mesmos deslocamentos quimicos do padrao analisaho, pode ser observado
nas FIGURAS 4.61-4.63, que mostram a comparacde ergspectro de RMN
'H da tangeretina e o espectro de 2TBa (Folha dent® T. ‘Murcott’ de 3,5
cm), onde foi observado que a Tangeretina enceetrresente em 2TBa.
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A substancia2 foi identificada como Nobiletina por apresentar
deslocamentos quimicos idénticos ao padrdo analisath comprovacao foi
feita mediante comparacao do espectro do padré@s@ectro de 2TBa (Folha
controle de T. ‘Murcott’ de 3,5 cm), como pode ebservado nas FIGURAS
4.64-4.66. O deslocamento quimico das substaneiageretina e Nobiletina em
MeOD encontram-se na TABELA 4.12 bem como os dashentos de RMN

'H em CDC} descritos na Literatura.

2TBa

Mm—u—w ~ \

Tangeretina

—
25[reﬂ

20

| L \ L1,

‘ . . ; T . ; . T . . . T . ‘
8 6 4 z [ppm]

FIGURA 4.61 - Identificacdo da Substantiaor comparacéo entre os Espectros de RMN
de 2TBa: Controle da folha de T. ‘Murcott’ de 218 e Padrdo de Tangeretina.

2TBa

Tangeretina

T . . . . T . . . . T . . . . T ;
8.0 7.5 7.0 65  [ppm]

FIGURA 4.62 - Ampliacdo dos Espectros de RNM de 2TBa: Controle da folha de T.

‘Murcott’ de 2,5 cm e padrao de Tangeretina.
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FIGURA 4.63 - Ampliacdo dos Espectros de RNM de 2TBa: Controle da folha de T.
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‘Murcott’ de 2,5 cm e padrao de Tangeretina.
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FIGURA 4.64 - Identificacdo da Substangiaor comparacéo entre os Espectros de RMN
de 2TBa: Controle da folha de T. ‘Murcott’ de 2rh e Padréao de Nobiletina.
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FIGURA 4.65 - Ampliacdo dos Espectros de RN de 2TBa: Controle da folha de T.

‘Murcott’ de 2,5 cm e padréo de Nobiletina.
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FIGURA 4.66 - Ampliacdo dos Espectros de RN de 2TBa: Controle da folha de T.

‘Murcott’ de 2,5 cm e padréo de Nobiletina.
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TABELA 4.12 - Dados de RMN'H de Tangeretina (1) e Nobiletina (2)
juntamente com os dados descritos na literatura gstas substancias (LI et al.,
2006).

H 1 1 (Lit.) 2 2 (Lit.)
Sy 2mult 3y "mult 3, 2 mult &, Pmult

3 6,67s 6,61s 6,70s 6,63s

8 - - - -

2 7,98d(9,0) | 7,87d(9,0) 7,54d(1,8) 7,42d (2,0)

3 | 7,11d(9,0) | 7,02d(9,0) - -

5 7,11d(9,0) | 7,02d(9,0) 7,13d(8,4) 7,00d (9,0)

6 | 7,98d(9,0) | 7,87d(9,0) | 7,65dd(8,4e1,8)| 7,57dd (9,0 e 2,0)
3,88s, 3H 3,89s, 3H 3,89s, 3H 3,95s, 6H
3,90s, 3H 3,95s, 6H 3,92s, 6H 3,97s, 3H

-OCH3| 3,92s, 3H 4,02s, 3H 3,94s, 3H 3,98s, 3H

4,02s, 3H 4,10s, 3H 4,02s, 3H 4,03s, 3H
4,10s, 3H 4,11s, 3H 4,11s, 3H

aMeOD, 600 MHz
®CDCls, 400 MHz

Valores del, entre parénteses, em Hz.

4.11.2 - ldentificacao estrutural das substancias&4.

A substancia3 foi isolada no estudo fitoquimico das folhas de T.
‘Murcott’, conforme descrito no ITEM 3.4.5. No enta, seu espectro de RMN
'H foi feito em DMSO por apresentar maior solubitida por existirem relatos
na literatura utilizando este solvente, portanerapefeito de comparacao, foi
refeito o espectro do padrdo em RMN (600 MHz), desta vez utilizando
MeOD como solvente em tubo capilar (5 mm d.i.).

A substancia3 foi identificada como sendo a Apigenina-7-O-
rutinosideo por apresentar deslocamentos quimid&nticos ao padrao
analisado, sua comprovacao foi feita mediante coagfa do espectro do
padrdo ao espectro de 2TFa (Folha com sintomas tdufcott’ de 3,5 cm),
como pode ser observado nas FIGURAS 4.67-4.69.
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FIGURA 4.67 - Identificacdo da Substancia 3 por paracao
de 2TFa: Folhas com sintomas de T. ‘Murcott’ de én®

rutinosideo.
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FIGURA 4.68 - Ampliacdo dos Espectros de RMiNde 2TFa: Folhas com sintomas de T.

‘Murcott’ de 3,5 cm e padrao de Apigenina-7-O-rasideo.
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FIGURA 4.69: Ampliacdo dos Espectros de RMM de 2TFa: Folhas com sintomas de T.
‘Murcott’ de 3,5 cm e padrao de Apigenina-7-O-rasideo.
A substanciad nédo foi isolada pura no estudo fitoquimico, sendo

obtida como minoritaria em uma mistura com ApiganiRO-rutinosideo e sua
determinacgao estrutural foi feita por RMN em unduas dimensdes e por LC-
MS. A comparacdo dos espectros da mistura dasésums3 e 4 feito em
MEOD com o espectro de 2TFa encontra-se nas FIGURA®4.72.
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FIGURA 4.70 - Espectros de RMM de 2TFa: Folhas com sintomas de T. ‘Murcott’ ¢& 3

cm e da mistura de Apigenina-7-O-rutinosideo éom
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FIGURA 4.71 - Ampliacdo dos Espectros de RMiNde 2TFa: Folhas com sintomas de T.
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FIGURA 4.72 - Ampliacdo dos Espectros de RMiNde 2TFa: Folhas com sintomas de T.
‘Murcott’ de 3,5 cm e padrao de Apigenina-7-O-ratifdeo.

A anélise inicial do espectro de RMM (FIGURA 4.73) da
mistura sugeriu-se que a substancia minoritariasgmtava dois dubletos em
7,33 (2H,J= 8,4) ed 6,82 (2H,J= 8,4) e um possivel duplo dubleto em 6,18
(2H), na regiao caracteristica dos hidrogénios atmws. No entanto, a partir da
analise do Mapa de contorno HSQC (FIGURA 4.75)adesstura foi possivel

identificar que a substancia minoritaria tratavadee um flavonoide com o
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mesmo padrao de substituicdo da Apigenina no anelsB que os carbonos
diretamente ligados aos hidrogénios (H-2’, H-6(He3’, H-5’) da majoritaria
apresentam deslocamento quimico similar aos casbdimetamente ligados aos
hidrogénios emé 7,33 e 6 6,82, respectivamente, sugerindo que estes
hidrogénios tratavam-se de H-2', H-6" e H-3’, H-8& minoritaria. Outra
informacao importante fornecida pelo espectro d€QQESFIGURA 4.76) foi
que o sinal end 6,18 (2H) apresentava correlacdo com dois carbeoos
deslocamento quimico diferentes, indicando que laqusnal sugerido
anteriormente como um dublo dubleto tratava-seyandade, de dois dubletos
emsd 6,17 e 6,19 0 = 1,8), que foram atribuidos aos hidrogénios H6-&,
respectivamente do anel A. Esta informacdo indica g substancid e a
Apigenina apresentam o anel A com 0 mesmo padrasuthstituicdo, no
entanto, com deslocamento quimico bem distintos,ppale ser justificada pela
possivel diferenca no anel C destas duas moléculas.

O esqueleto do anel C de uma flavanona para o cEmpo
minoritario foi confirmado no espectro de RMM (FIGURA 4.73) pela
presenca de sinais caracteristicos na regido degidios alifaticosd 3,17 ¢d,
J=17,2 e 12,4 Hz)) 2,77 @d, 17,2 e 2,4 Hz) e um duplo dubleto &rb,41
(J=12,4 e 2,4 Hz), que foram atribuidos aos hidneggH-31, H-33 e H-2,
respectivamente. O acoplamento geminal entre aed@dios alifaticos (H-3e
H-3B) e o acoplamento entre os hidrogéniosoH3H-3 com o hidrogénio H-2
€ observado no mapa de contorno COSY (FIGURA 4.78).

O mapa de contorno COSY (FIGURA 4.78) também aptese
correlacbes para a substancia minoritaria queandia presenca de unidades de
acucar na estrutura da molécula. Por esta subat&dacapresentar em pequena
quantidade, nem todas as correlacbes para os Bidosgglicosidicos foram
observadas. No entanto, algumas correlacOes ratatada FIGURA 4.78
indicam a presenca das unidades glicose e raminms®, acoplamentos

semelhantes aos observados para a Apigenina 7w@sigteo. Mesmo néao
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sendo observado o hidrogénio anomeérico da glignseavelmente por ter sido
suprimido juntamente com o sinal da agua, é pdssogerir a presenca desta
unidade de acucar devido as correlactes caramiasista mesma observadas no
mapa de contorno COSY (FIGURA 4.78). O mapa de cconot HMBC
(FIGURA 4.79) somente apresentou correlacdes pagbatancia majoritaria,
deixando algumas duvidas sobre a estrutura da olaléd®iante desta
dificuldade, foi utilizada a Cromatografia liquidaoplada ao espectrébmetro de
massas (LC-MS/MS) para a determinacao estruturalidstancia minoritaria.

Através do experimento por HPLC-UV/MS adquiridomodo Full
Scan negativo foi possivel observar no tempo dencéb de 4,06 min a
substancia Apigenina-7-O-rutinosideo, que deu arige ion pseudo-molecular
[M - H]" = 577 (FIGURA 4.81). No experimento de ions fragtne dem/z =
577 constatou-se a perda de 308 u.m.a (glicona) @osargimento de um
fragmento den/z269 (aglicona), indicando a perda simultanea da gincose e
de uma raminose (FIGURA 4.82).

A FIGURA 4.83 apresenta o cromatograma de ionsields para
os analitos de interesse. Foi possivel identificacomposto minoritario no
tempo de retencdo de 4,24 min que deu origem a@dendo-molecular [M -
H]" = 579. No experimento de ions fragmentos (FIGURBd¥dem/z= 579
constatou-se a perda de 308 u.m.a (glicona) comnginsento de um fragmento
de m/z 271 (aglicona), sendo possivel observar semelkanga perfil de
fragmentacdo destas duas substancias, indicand@rglades nas estruturas
dos flavonoides, sendo sugerido que a Unica difareantre ambas seria a
auséncia da ligacdo dupla entre C-2 e C-3 no campwesnoritario e o
composto em questdo seria a flavanona Narirutin@. eNtanto, existe a
possibilidade de ser o seu isbmero, conhecido ddar@enina, onde a Unica
diferenca entre ambos é a presenca no C-7 do @upitinosideo na Narirutina
e do grupo O-neohesperidosideo na Narigenina. Uoscab na literatura

mostrou que estes compostos apresentam perfis adggndntacdo distintos
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(ZHANG e BRODBELT, 2004), uma vez que a Narirutag@esenta um anico
fragmento den/z271 referente a perda simultanea de duas unidadasidar, e

a Narigenina apresenta como fragmento majoritafamalem/z459, referente a
uma fragmentacdo da glicose, conforme é apresemaddeSQUEMA 4.4. A

comparacdo do perfil de fragmentacdo do compostnonit@ario com a

fragmentacdo da Narirutina mostrou que trata-seetma substancia.

TABELA 4.13 - Dados de RMRH de Apigenina 7-O-rutinosideo (3) Narirutina

(4) juntamente com os dados descritos na litergtara estas substancias.

H 3 3 (Lit.) 4 4 (Lit.)
3 mult | &y "mult S *mult S “mult

2 i i 5.41dd (12,4: 2,4)| 5,3@d (12,0; 3,0)
30 3,17dd (17,2; 12,4) 3,13dd (17,0; 12,0)
3B 6,66s 687 5 77dd(17.2; 2.4)| 2,731d(17,0; 3.0)
4 - - - B

10 i i i i

5 - - - -

6 6,20d (2,0)| 6,46d (1,8)|  6,17d (2,0) 6,17d (2,0)

7 - _ - _

8 6,37d (2,0)| 6,79d (1,8)| _ 6,19d (2,0) 6,19d (2,0)

9 - - - -

1’ - - - -

2" |7.88d(9,0)] 7,96d (8,4)|  7,33d (8,4) 7,32d (8,4)

3 |6,95d(9,0)| 6,96d (8,4)| 6,82d(8,4) 6,81d (8,4)
4 R R B -

5  |6,95d(9,0)] 6,96d (8,4)|  6,82d (8,4) 6,81d (8,4)

6 |7,88d(9,0)] 7,96d(8,4)| 7,33d(8,4) 7,32d (8,4)
1" |4,71d(18)| 456sl i 4,98d (7,4)

1" |5,05d(7,2)| 5,08d (6,6) 4,695 4,62d (0,8)
67  |1,17 d (6,0)| 1,10d (6,0) i 1,08d (6,2)
Prétons | 3,30-4,00m | 3,30-3,84m|  3,15-3,50m 3,16-3,43m

glicosidicos

aMeOD, 600MHz
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FIGURA 4.73- Espectro de RMNH da mistura das substanci&} ¢ @). (600 MHz, MeOD)
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FIGURA 4.74 - Ampliacédo do espectro de RMN 1H datora das substancias (3) e (4). (600
MHz, MeOD).
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FIGURA 4.75- Mapa de contorno HSQC da mistura das substangjas @). (600
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FIGURA 4.76 - Ampliacdo do mapa de contorno HSQ@ndkstura das substancias (3) e (4).

(600 MHz, MeOD).
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FIGURA 4.77- Mapa de contorno COSY da mistura das substang8)as @). (600 MHz,
MeOD).
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FIGURA 4.78 - Corre¢cbes observadas no Mapa de nomt€OSY para a substancia
minoritaria @) (600 MHz MeOD).
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FIGURA 4.79- Mapa de contorno HMBC da mistura das substan@gs @). (600 MHz,

MeOD)
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FIGURA 4.80- Cromatograma da mistura das substan@pgs @) (A = 280 nm).
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m/z269

m/z271

|
OH oH O I
OH O

m/z579 m/z459

ESQUEMA 4.4 - Propostas de fragmentacdo: a) Apigedi-O-rutinosideo; b)

Narirutina; c) Narigenina.
4.11.3 - Analise estrutural da substancia 5.

A substancia5 néo foi identificada neste trabalho, visto que a
mesma néao foi isolada no estudo fitoquimico dasa®ide T. ‘Murcott’, sendo
observada apenas em extratos. A Unica semelhanga @nextratos 2TBa e
LBa (FIGURA 4.85) é a presenca da substancia Sd;mibservando os sinais
similares presentes nestes extratos é possivelvabsgue a substancia em
analise provavelmente apresenta baixo peso motecolm um Unico anel
aromatico. Foram realizados experimentos de RMNdeas dimensdes dos

extratos, no entanto, ndo foram observadas codedapara a substancia em

179



Resultados e discussoes

analise. A comparacéao entre o espectro de 2TBadFmintrole de T. ‘Murcott’
de 3,5 cm) com o espectro do extrato de LBa (Exwhtido da folha da laranja)
€ apresentado nas FIGURAS 4.85 - 4.87.

oo

2TBa

T
0.08

0.06

JMJ Jk__j_

LBa

T
0.04

. l\h MM&M _J JP_G

: : : : T : : : ‘ : . . . . . . ‘
8 8 4 2 [ppm]

FIGURA 4.85 - Andlise da Substancia 5 por comparagitre os Espectros de RMN de
2TBa: Folhas controle de T. ‘Murcott’ de 2,5 cm Bal. Extrato obtido de folhas de laranja

péra.
2TBa Fe
FERSSESEs - B L :
LBa o

/#/ o

: ; ; r y : r r y y : r , . ; ; . "
8.0 7.5 7.0 65 6.0 ppm]

FIGURA 4.86 - Ampliagcao dos Espectros de RMN 1H2d€&a: Folhas com sintomas de T.

‘Murcott’ de 3,5 cm e LBa: Extrato obtido de folhdes laranja péra.
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FIGURA 4.87 - Ampliacdo dos Espectros de RMiNde 2TFa: Folhas com sintomas de T.

‘Murcott’ de 3,5 cm e LBa: Extrato obtido de folhdes laranja péra.

4.11.4 - Avaliacdo do acumulo de Apigenina-7-O-ruibsideo nas folhas de
T. ‘Murcott’ por RMN *H.

Sabe-se que as plantas podem se defender do ataquoecro-
organismos pela producdo de compostos quimicoefisal apés a planta ter
sido atacada. Estas respostas das plantas ocammemmenivel local quando séo
enviadas para o local exato do ataque (SCHOONHO¥E®AI., 2005), ou em
um nivel sistémico quando fornecem protecédo a syiastes da planta que nao
foram afetadas. No item anterior foi observadovasada analise de folhas de
tangor ‘Murcott’ de 3,5 cm, um acumulo de ApigeniidaO-rutinosideo
exatamente em cima da lesdo causada pelo pat@jwmoaria alternataem
folhnas com sintoma. Com a finalidade de avaliagsta resposta € sistémica ou
localizada também foram avaliados os metabdlit@sgites em outro ponto
proximo a leséo (nha mesma folha). Foram avaliadilia$ de tangor ‘Murcott’
de trés tamanhos diferentes, sendo os cédigostdsswo ITEM 3.9.

Folhas de T. ‘Murcott’ de 2,0 cm de comprimenton@ho 1) com
sintomas de MMA, sem sintomas de MMA e o contreglen( inoculacao da.

alternatg foram avaliadas quanto ao acumulo de Apigenifa+rinosideo no
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ponto a (em cima da lesdo) e no ponto b (pontoiqmada lesdo), com o

objetivo de compreender o mecanismo de defesa deptzie. As FIGURAS

4.88-4.91 apresentam a comparacao das respostéasaidste estudo.

1TBa T
1TSa [ :
MJMMMMMW UJML_.__JL_;§
1TFa ':g
_JJJ_wxillnJJLLLmMLLM___JAJwL¢JJMWHJLMLHM“ tMMLJL N r
s e 2 ppm)
FIGURA 4.88 - Espectro de RMN 1H de Folhas de Bange 2,0 cm com analise

exatamente na regido da lesdo (a): 1TBa: Conttdl8a: Sem sintoma; 1TFa: Com sintoma

de MMA.
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.._M"l'; IKN'Avl-'\-'L:'\._.....,r-—__.d!“.d.._)ku-l_,—-v\.mm... kR iy PR
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FIGURA 4.89 - Ampliacdo do espectro de RMN 1H déhks de Tangor de 2,0 cm com

analise exatamente na regido da lesdo (a): 1TBatrde; 1TSa: Sem sintoma; 1TFa: Com

sintoma de MMA.
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FIGURA 4.90 - Espectro de RMNH das Folhas de Tangor de 2,0 cm com anélise fiéoreg
préoxima a lesao (b): 1TBb: Controle; 1TSb: Semaositdt; 1TFb: Com sintoma de MMA.
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FIGURA 4.91 - Ampliacdo do espectro de RMN de Folhas de Tangor de 2,0 cm com

andlise na regido proxima a lesédo (a): 1TBb: CtetrdTSbh: Sem sintoma; 1TFb: Com
sintoma de MMA.
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Através da andlise da intensidade do sinal referao$ hidrogénios
H-2' e H-6’ da Apigenina 7-O-rutinosideo nas folltgs2,0 cm de T. ‘Murcott’,
em destaque nas FIGURAS 4.89 e 4.91, foi possibbeerear um maior
acumulo desta substancia em folhas sintométicas.eianto, ndo foram
observadas diferencas significativas na concerdrdedte metabdlito nos dois
pontos de analise na mesma folha.

Folhas de T. ‘Murcott’ de 3,5 cm de comprimentam@aho 2)
também foram analisadas quanto ao acumulo de Ap&&hO-rutinosideo no
ponto a (em cima da lesdo) e no ponto b (pontoimmxda lesdo). As

FIGURAS 4.92-4.95 apresentam a comparacao das staspobtidas neste

estudo.
2TBa .:__E
I ,ln_lu“J]_I e L“H_A‘_AJIUMA JJl\d_*ka—:_g
2TSa '_g
2TFa .:_g.
T - 2 [ppm]

2
FIGURA 4.92 - Espectro de RMN 1H de Folhas de Dande 3,5 cm com analise
exatamente na regido da lesdo (a): 2TBa: Cont2dl8a: Sem sintoma; 2TFa: Com sintoma
de MMA.
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FIGURA 4.93 - Ampliacdo do espectro de RMN de Folhas de Tangor de 3,5 cm com
analise exatamente na regido da lesdo (a): 2TBatrde; 2TSa: Sem sintoma; 2TFa: Com
sintoma de MMA.
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FIGURA 4.94 - Espectro de RMN 1H das Folhas de dadg 3,5 cm com andlise na regiao
proxima a leséao (b): 2TBb: Controle; 2TSb: Semasid; 2TFb: Com sintoma de MMA.
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FIGURA 4.95 - Ampliacdo do espectro de RMN 1H déhks de Tangor de 3,5 cm com
analise na regido préxima a lesédo (a): 2TBb: CtatrdTSbh: Sem sintoma; 2TFb: Com
sintoma de MMA.

Como pode ser observado nas FIGURAS 4.93 e 4.9%ehom

maior acumulo de Apigenina 7-O-rutinosideo nas aslisintomaticas de T.

‘Murcott’, independente do ponto de anélise nesitaat

Folhas de T. ‘Murcott’ de 5,0 cm de comprimentam@aho 3)
também foram analisadas quanto ao acumulo de Ap@éhO-rutinosideo. As
FIGURAS 4.96 - 4.99 apresentam os espectros de RMIMbtidos neste

estudo.
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FIGURA 4.96 - Espectro de RMM de Folhas de Tangor de 5,0 cm com anélise exatame
na regiao da lesao (a): 3TBa: Controle; 3TSa: Setorea; 3TFa: Com sintoma de MMA.
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FIGURA 4.97 - Ampliacdo do espectro de RMN 1H déhke de Tangor de 5,0 cm com
analise exatamente na regido da lesdo (a): 3TBatrde; 3TSa: Sem sintoma; 3TFa: Com
sintoma de MMA.
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FIGURA 4.98 - Espectro de RMN das Folhas de Tangor de 5,0 cm com anélise fioreg
proxima a leséo (b): 3TBb: Controle; 3TSb: Semositdt; 3TFb: Com sintoma de MMA.
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FIGURA 4.99 - Ampliacdo do espectro de RMN de Folhas de Tangor de 5,0 cm com
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analise na regido préoxima a lesédo (a): 3TBb: Ctetr8TSbh: Sem sintoma; 3TFb: Com
sintoma de MMA.

Através da andlise da intensidade do sinal referaos$ hidrogénios
H-2' e H-6’ da Apigenina 7-O-rutinosideo nas folltges3,5 cm de T. ‘Murcott’,
em destaque na FIGURA 4.97, foi possivel obsermamuaior acamulo desta
substancia em folhas sintométicas no local da lebBp entanto, ndo foi

observado variacdo na concentracdo deste flavom@igemnto proximo a lesdo
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guando se compara os extratos controle, com sinéosam sintoma (FIGURA
4.99). Este resultado pode indicar uma distribuicé@® homogénea deste
flavondide na superficie da folha, com acumulo alestbstancia em torno da
lesdo e ndo necessariamente somente no local obomsi. A andlise da folha
de maior tamanho permitiu uma maior distancia eosepontos avaliados,
sugerindo que houve uma resposta quimica pontuglatda. Sabendo desta
possibilidade, julgou-se oportuno avaliar a disiigho deste flavonoide na
superficie intacta de folhas de 5,0 cm de compricmate T. ‘Murcott’
sintomaticas e o controle (sem a inoculacdo dodyrexperimento este que foi
feito no MALDI-Imaging, sendo discutido no ITEM 4.1

4.12 - Andlise da variacao do perfil quimico de fobs de T. ‘Murcott’ via
RMN *H aliada & ferramenta quimiométrica.

A analise da variacédo do perfil quimico de folhasTd ‘Murcott’,
discutido no item anterior, considerou apenas &st8ocias que apresentam
sinais na regido caracteristica dos hidrogéniosnatioos para identificar
compostos que poderiam diferenciar os extratosraentcom sintoma e sem
sintoma. Esta parte do trabalho investiga se esgida do espectro de RMMN,
gue compreende a faixa de 6,0-8,5 ppm, pode denrada para caracterizar 0s
extratos analisados. Para isso, os dados espégross obtidos para estes
extratos foram submetidos a analise de compongpritespais (PCA).

As folhas de T. ‘Murcott’ controle, com sintomas&m sintomas
de MMA foram preparadas em triplicata, sendo qesmectro de RMNH de
cada réplica foi refeito em quintuplicata, paralia¢do da estabilidade do
equipamento. Eliminou-se algumas regides espect@mcentrando-se a analise
na regido caracteristica dos hidrogénios aromatientio, foi feito o auto-
escalonamento dos espectros. Foram analisados tan@amente todos o0s
espectros de RMNH, como pode ser observado nas FIGURAS 4.100 €.4.10

onde foi aplicada a andlise de PCA na matriz foangr 45 linhas
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correspondentes as réplicas das folhas avaliad@so®lunas correspondentes

aos deslocamentos quimicos.
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FIGURA 4.100 -Sobreposicédo de todos os espectros analisadosQirdBs folhas de T.
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FIGURA 4.101 -Sobreposicdo dos espectros de Ri#Nna regido selecionada para anélise
por PCA dos extratos representativos das folhds tdurcott’ controle, sem sintomas e com
sintoma de MMA.

A analise de PCA foi realizada utilizando-se 92dé&4dnformacdes
dos dados originais descritos por 2 componentaxipdis. As informacdes
citadas acima podem também ser verificadas atdwésafico da percentagem
da varianciaversuso numero de PCs (FIGURA 4.102), o qual mostra um

decréscimo nitido da variancia com o aumento das R2endo com que as
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componentes principais sucessivas contenham cadangros informacdes a
respeito dos dados. Analisando a FIGURA 4.102 ciisel que apds a segunda
PC tém-se uma pequena variacdo de dados.
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FIGURA 4.102 - Curva de variancia versus comporgeptincipais, extraida da analise de

PCA das amostras de folha de tangerina.
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A diferenciacao entre as matrizes foi obtida canfidescrito nos

gréaficos de escores representado na FIGURA 4.103.
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FIGURA 4.103 -Gréfico descores(PC1 x PC2) dos espectros de RNMNna regido de 6,0-
8,5 ppm das folhas de Tangor ‘Murcott’. TFC (emt@ydolhas controle; TFSS (em verde)
folhas sem sintomas de MMA e TFF (em azul) folhas sintoma de MMA.

Observa-se que a selecdo no espectro de RMapenas da regigo
de 6,0-8,5 ppm foi possivel obter resultado sem¢thaao da andlise
quimiométrica por CLAE (ITEM 4.10.2), tendo-se uns@paracdo bem
significativa dos extratos representativos de ®lbam sintomas de MMA do
grupamento dos extratos das folhas controle e setons, indicando que a
observacao dos sinais na regido caracteristicdnidozgénios aromaticos pode
ser utilizada para caracterizar e diferenciar éatsatos. Os valores positivos da
CP1 foram responsaveis pela separacdo entre aszenattas folhas com

sintomas das demais.
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4.13 - Analise da distribuicdo espacial de Apigeni 7-O-rutinosideo em
folhas de T. ‘Murcott’ via MALDI - IMS.

Um exemplo dos recentes avancos em espectrometrnasgsas foi
o desenvolvimento da técnica denominada MALDI imgdiMS). Essa técnica
utiliza a especificidade e a sensibilidade da M& paapear e para produzir
imagens de biomoléculas em cortes histologicosniiedo a visualizacdo de
moléculas em superficies complexas (STOECKLI et28l01; CHAURAND et
al., 2004). CAPRIOLI et al. (1997) foram os piowsino imageamento quimico
em tecidos utilizando MALDI como fonte de ionizag@aesta técnica fornece
informacédo especifica da composicdo molecular Jogblindancia relativa e
distribuicdo espacial na seccdo analisada, sendo taomica voltada para a
analise quimica de tecidos intactos.

Uma das vantagens mais atrativas do imageament@dlAbDI é a
observacédo da distribuicdo de moléculas presemtesuperficies de secbes de
tecidos, sem a necessidade de qualquer separag@atografica, mantendo a
orientacdo espacial do analito. Portanto, estad&dornece a analise pontual
das moléculas, ndo é necessaria a homogeneizadg&gido e quanto maior o
namero de pontos analisados, maior € a resoluc@matem (ESQUENAZI et
al. 2009). Esta combinacdo Unica, acoplando exkeleensibilidade e rapido
tempo de andlise, apresenta vantagens para uma sardade de aplicacdes
nos diversos campos biolégicos.

Conhecer a distribuicdo dos metabolitos secund#&rioaportante
para a compreensdo de sua funcdo em processdédiicis e mecanismos de
defesa utilizados pelas plantas, bem como € pdssiagar a sua translocacao
dentro de seus 6rgdos. As enzimas envolvidas saibtese destes metabdlitos
podem ser facilmente localizadas no tecido vegdtikando MALDI - IMS,
(SAUER, et al., 2010) enquanto que para molécldgsignas, como metabdlitos
secundarios, a aquisicao de imagem nao € muitecifispe pois os ions gerados

por estes compostos encontram-se na mesma regi@aixte valor de razéo
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massa/cargan/2 do espectro do que os ions oriundos da matrizatolo esta
regido congestionada principalmente quando pequguastidades de material
sao analisadas. No entanto, 0s recentes avangespeatrometria de massas
torna possivel a obtencdo de imagens destas madé@rmh uma grande
variedade de biomateriais.

Nos ultimos anos varios exemplos de imagens dddesiimal por
MALDI - IMS foram apresentadas e revelando, pomeple, a distribuicdo de
lipidios em tecido do cérebro de rato (WISEMANakt 2006), distribuicdo de
neuropeptideos da glandula pituitaria de ratos (R®Met al., 2010), ou a
distribuicdo de um medicamento administrado a utn (KERTESZ, et al.,
2008). No entanto, até agora, pouco tem sido delasabre o imageamento por
MALDI do tecido vegetal, por mais que se tenha eanhento da sua
importancia, uma vez que os metabdlitos naturanstdtaem a base de toda a
area de medicamentos naturais e serve como fongrahele inspiracdo no
desenvolvimento de novas drogas. No entanto, tdm rellatado na literatura
dificuldades na aquisicdo destas imagens, umawendaser se mostrou capaz
de penetrar a cuticula da folha (ESQUENAZI, et2009; CHA et al., 2008).
Um exemplo da dificuldade para a obtencdo do intagato de substancias
pequenas foi constatado por CHA e colaboradore2@d8, onde s6 foram
detectados ions caracteristicos de flavonoideayé&drde MALDI-IMS, nas
folhnas deArabidopsisem regides que foram danificadas durante a fixagio
placa de MS ou ap6s a remocao das ceras cuticplaresoroformio.

Nesta parte do trabalho nos propomos a obter insagen
espectrometria de massas que permitiram a observdgadistribuicdo da
apigenina-7-O-rutinosideo em folhas intactas dgaamurcott. Esta substancia
foi detectada e identificada por MS/MS utilizandsdr de baixa poténcia para
evitar a fragmentacéo na fonte de ionizac&do, uraague existe uma facilidade
muito grande da perda do grupamento glicosidicprnoesso de desor¢ao com

o laser.
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Imagens de alta resolucao necessitam de aplicaderasatriz que
fornecam a cobertura mais homogénea possivel. IPnageda Bruker® lanca
um fino spray da solucdo da matriz sobre toda eaerfioge do tecido,
minimizando o umedecimento excessivo das amostrag vez que iSSo
resultaria em distribuicdo desigual da matriz copossivel obtencédo de dados
errbneos, pois regides mais umidas poderiam acogenr acumulo do analito
devido simplesmente a maior quantidade de matrieséolha apropriada da
matriz também é fundamental para a obtencdo dectespale alta resolucéo,
uma vez que a mesma € utilizada para proteger aasoliculas de serem
destruidas pela incidéncia direta do feixe de laseimbém para facilitar a sua
vaporizagao e ionizacgao.

Esta técnica baseia-se no fato de que a intensidiegléons (nas
coordenadas x,y do tecido analisado) pode serlaciwaada com uma escala de
cor, onde a cor vermelha indica elevada concerdraig@ analito no spot
analisado, revelando, com isso, a quantidade détcarqaesente em uma
determinada regido. A distribuicdo desta substamaiface adaxial das folhas
intactas de T. ‘Murcott’, ao longo da nervura cahtem folhas controle e com
sintomas foi confirmada através da imagem obtida @dracdo dos fragmentos
caracteristicos do iom/z601,014 [M + Na], onde o seu espectro de MS/MS é
encontrado na FIGURA 4.104. Imagens de dois fragmsecaracteristicos da
Apigenina 7-O-rutinosideo, com/z 292,967, relativo a ionizacdo do aduto da
glicona em/z 331,025, que corresponde ao aduto das duas usidiadaclcar
séo observadas na FIGURA 4.105.
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FIGURA 4.104 - Espectro MS/MS do ion ai¢z601,014 [M + Nal.

A B

FIGURA 4.105 -A: Imagem referente a extracdo do iomde292,967;B: Imagem referente
a extracdo do ion den/z 331,025. Onddl: Face adaxial de folhas de T. ‘Murcott’” com

sintomas &: Face adaxial de folhas de T. ‘Murcott’ controle.

Através da correlacdo da escala de cor com a idsesdo sinal, é
possivel verificar nas imagens acima um maior adoirde Apigenina-7-O-
rutinosideo em folhas sintomaticas de T. ‘Murcottjuando comparada as
folhas controle (sem a inoculacédo do fungo) e festendo pode ser atribuido a
uma prensagem desigual da folha na placa de M$)otzco a uma extracao
incompleta, uma vez que as imagens foram obtigesta da aplicacdo de uma
camada uniforme de matriz e mostrou uma distrilsubEistante homogénea em

toda a superficie dos tecidos analisados, indicando a presenca do fungo
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Alternaria alternata pode induzir uma resposta da planta, aumentando a
concentracao deste composto.

Do ponto de vista biolégico, flavonoides glicosdad sao
responsaveis pelo crescimento e protecdo da pkeridp que o acumulo destes
metabdlitos na camada superficial da folha a peotelga radiacdo UV
(ANDERSEN, 2006). Existem relatos na literatura BN et al., 2003)
demonstrando que flavonas como a Apigenina-7-Qwsideo, com o
grupamento rutinosideo em C-7, impede a inducaapdatose, definida como
sendo a morte celular programada pela planta appam@cimento de sinais que
indicam, por exemplo, a presenca de organismosg@aims (CARSON e
RIBEIRO, 1993; MARTIN, 1993; BARR e TOMEI, 1994; MEI e COPE,
1994) ou de toxinas (CORCORAN et al., 1994). Estranismo pode ser
utilizado com sucesso para controlar doencas ddegslacausadas por agentes
patogénicos biotréficos (SHLEZINGER et al., 20IM®. entanto, em patdgenos
necrotroficos isto facilita a infeccdo das plantasiste a possibilidade que o
aumento da concentracdo deste composto em especdiin a finalidade de
retardar o processo de infeccdo ocasionado pefmead, ja que 0 mesmo nao
sobrevive em tecidos vegetais vivos, desfavorecendm isso a sua
sobrevivéncia no tecido da planta. Estudos anesiarostram que a expressao
de genes anti-apoptose aumenta a tolerancia déaplanscetiveis a fungos
necrotroéficos (TIAN J, 2010; KHURANA, 2005; SHLEZG®ER ET AL, 2011).
Outros trabalhos mostram que a morte do tecidolal#gphospedeira requer a
participacao tanto do patdogeno quanto da planeztiada (VAN KAN, 2006). A
concentracao deste flavonoide pode né&o ter sidwiesie para impedir o
processo de infeccdo, mas o acumulo deste compostimcal da lesdo sugere
um possivel mecanismo de defesa do hospedeirotiigsce

A capacidade de gerar imagens do tecido vegetaVpauDI-IMS
de um modo simples e robusto abre caminho paréemesse na analise de um

grande numero de compostos. A observaigdsitu da distribuicdo de um
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metabdlito secundario na superficie de uma folharelevante para o
entendimento de sua funcédo na planta. Além dissimagens de metabdlitos
secundarios em plantas podem fornecer novas ingd@i@sasobre seu transporte
nelas, bem como sua funcdo pode ser revelada melelagdo da sua
distribuicao em um tecido com, por exemplo, a ahtagdo de insetos
(SHROFF, et al., 2008).

Imagiologia de espectrometria de massas tambémgmoddilizada
como uma ferramenta adicional na busca de compostostivos.
Espectrometria de massas convencional requer aagépae purificacdo de
moléculas alvo, o que resulta na perda de inforemp@dsicionais importantes.
No entanto, os resultados obtidos neste traballm d& natureza semi-
guantitativa, servindo como um método importantewveliacdo da distribuicdo
de um composto diretamente no tecido foliar, propoando um bom

entendimento da localizac&o dos constituintes sawiis.
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Conclusao

Nos pomares de tangerinas e seus hibridos a manairam de
alternaria, causada pelo fungtiernaria alternatatem sido considerada a mais
séria doenca fungica. Sua alta severidade em egi®elima umido, onde o
controle € muito dificil, tem ocasionado o abanddeoplantios comerciais de
variedades altamente suscetiveis. O presente limbave como finalidade a
verificacdo de uma resposta quimica, atraves daagfio de metabolitos
secundarios, como possivel mecanismo de defedaadtl por espécies de
Citrus que foram inoculadas com o fitopatégenalternata

Inicialmente foi feito o estudo quimico das var@eklaranja
‘Péra’ (Citrus sinensise tangor ‘Murcott’ Citrus reticulatax Citrus sinensiy
com o0 objetivo de se buscar padroes para outrosdasst que foram
desenvolvidos, assim como substancias com potesttvédade fungicida. Este
trabalho proporcionou o isolamento de 17 substanp@&atencentes a diversas
classes de metabdlitos secundarios como ester@desrinas, limonoides e
flavonoides.

Os ensaios bioldgicos frente Adternaria alternata fitopatogeno
responsavel pela MMA, permitiu a avaliacdo da gébideA. alternatain vitro
frente ao crescimento micelial, germinacdo de espoe formacao de
apressorios. Foram avaliadas as substancias obadaglantas estudadas, entre
elas, flavonoides, limonoides e cumarinas. As suloshas testadas frente a
inibicdo do crescimento micelial ndo apresentarawdades muito relevantes,
sendo a cumarina Xantiletina (100 pg:fiLa que apresentou o melhor
resultado, inibindo cerca de 50% o crescimento ét®ln. No entanto, vale
ressaltar que este ensaio trata-se de um dadotangmrporém néo direcionado
as estruturas reprodutivas do microrganismo, respah pela infeccdo nas
plantas citricolas. As substancias ensaiadas nraisigsoras no ensaio de
inibicAo da germinacdo de esporos e formacdo dessfmios foram as
cumarinas Xantiletina e Seselina (100 pginlgque apresentaram mais de 85%

de inibicdo frente a germinacdo dos esporos e 3Miloicdo frente a formacao
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de apressorios, apresentado atividade similarfardpcida comercial Cercobin,
indicando que as piranocumarinas sdo uma classesutistancias com
consideravel atividade antifungica.

A partir dos resultados obtidos com os ensaiosithgao frente ao
desenvolvimento deA. alternata observa-se que fitopatbgenos séo alvos
bastante resistentes, um problema de elevadais@mufa, principalmente por
nao se ter um controle quimico eficaz para a dodwgantanto, as substancias
naturais ensaiadas frente a germinacao de espoi@snacido de apressorios
foram bastante promissoras. E importante ressai@r ndo ha relatos na
literatura de ensaios bioldgicos que testam adatilé de compostos isolados do
géneroCitrus sobre estruturas reprodutivas do furigoalternata reforcando
assim a importancia deste estudo.

O estudo da interaca@itrus / A. alternata mostrou que tanto
plantas de elevada tolerancia (L. Péra) quantdgdasuscetiveis (T. ‘Murcott’),
alteraram a composicao quimica dos volateis engitiqaando em contato com
0 patégeno causador de MMA, sendo que, no gerdipfals apds a inoculagcao
de A. alternatahouve uma consideravel liberacdo de sesquiterpemoambas
as espéciesndicando que a planta libera-os em resposta a&mpeasdo fungo,
alterando seu metabolismo. Pode-se dizer tambénadéenica de HS-SPME
além de muito rapida, pratica, livre de solventasde destrutiva € altamente
aplicavel ao estudo, fornecendo resultados muityessantes do ponto de vista
ecoldgico e econdmico. A andlise dos volateis parodestilacdo mostrou ser
uma técnica bastante reprodutivel para experimeraos plantas, e permitiu
avaliar a modificacdo do perfil quimico de compsstoenos volateis, sendo
uma importante técnica complementar para a viaa@iz da maior quantidade
de compostos presentes nos 6leos essenciais esudad

A andlise do processo de infeccdo através de MEWiémtal
evidenciou a alta tolerancia de L. Péra e a elevadetibilidade de T.

‘Murcott’ frente aA. alternatacom a avaliacdo as 0, 16, 24 e 48h apés a
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inoculacdo de suspensdo de esporos. A avaliacatitajua quanto a
germinacao de conidios, formacao de apressoriosenasidade das lesbes nas
espécies de citros estudadas mostrou a granderdifede suscetibilidade entre
elas.A aparente similaridade entre as superficies fediaslas duas espécies,
observada ao MEV-Ambiental, sugere que a nao fdmalg apressorios na
espécie resistente pode ser causada por uma cotacde particular,
possivelmente quimica.

A forma de penetracéo ddternaria alternatanos tecidos dos seus
diversos hospedeiros apresenta-se bastante vagi@oelcos sdo os trabalhos na
literatura relativos ao estudo da interacdo deatégeno com o hospedeiro
tangor ‘Murcott’, existindo contradicdes nos resdtis descritos na literatura
para esta interacdo. Foi observado neste trabalhabdidade deAlternaria
alternataem penetrar nos tecidos suscetiveis de T. ‘Mdrtaito diretamente
(tecido foliar intacto) quanto indiretamente (abeatestomatica com e sem
apressorio), fato este que ainda ndo havia sigdad® na literatura em um
anico trabalho.

A aplicacdo de quimiometria a dados cromatografmuttgdos por
CLAE foi utilizada com o proposito de se estabelesea utilidade como
ferramenta para a discriminacao rapida dos extrd¢okaranja e tangor, bem
como uma diferenciacdo de plantas sem a inoculdg&ango (controle) com
aquelas que foram inoculadas coln alternata com e sem sintoma. A
utilizacdo dos dados obtidos por CLAE para difel@ntais extratos, com
apenas um comprimento de onda (254 nm), mostrdaastnte promissora e
com eficiéncia similar & utilizacdo de dados oltigmr RMN'H na analise
quimiométrica das folhas de T. ‘Murcott’. Embora espectros de RMNH
apresentem os resultados de forma mais ampla, e@ndente da absorcéo do
composto no comprimento de onda utilizado, comaaso da utilizacdo dos
dados oriundos da CLAE, os resultados quimiomératmidos por RMNH na
analise de folhas de T. ‘Murcott’ apresentaramltadas similares aos obtidos
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por CLAE, indicando que esta técnica poder sercagyi para o estudo de
diferenciacdo dos extratos analisados, apresentagsldtados confiaveis e
reprodutiveis.

N&o hé relatos na literatura da utilizacdo de sedbr RMN'H na
busca por resposta local em folhas de plantas eeeatque torna ainda mais
importante o estudo desenvolvido neste trabalhe, tgye como objetivo a
comparacao do perfil quimico de folhas de T. ‘Mti‘amm sintomas de MMA,
analisando a regido exatamente sob a lesdo desfsih@mmaticas, com folhas
sadias de mesmo tamanho e na mesma regiao. Estl® @sticou um maior
acumulo do flavondide Apigenina 7-O-rutinosideofethas sintomaticas de T.
‘Murcott’. O resultado obtido estimulou a investga da distribuicao espacial
deste composto sobre folhas sadias e sintomatesta éspécie. A andlise foi
feita com o minimo tratamento de amostra, sendadgeuma imagem quimica
relativa a distribuicdo do flavondide Apigenina 7@inosideo em tecidos
intactos de folhas desta espécie, utilizando MALNDS. Foi utilizada esta
técnica, uma vez que o meétodo tradicional de LC-l#fermina apenas a
concentracdo média na amostra apos a extracacalegaet agua ou solventes
organicos, nao dando informacdes sobre a distAbugspacial dos compostos
analisados. Os resultados obtidos com este estrdaboraram com os obtidos
por RMN'H.

Os resultados alcancados com RNMW 600MHz e MALDI-IMS
fornecem uma boa indicacdo do aumento em concénotideste flavonoide em
folhas de T. ‘Murcott’ infectadas pelo fungo alternata No entanto, este foi
um estudo preliminar que identificou um composte garece estar envolvido
no mecanismo de defesa da planta, merecendo @asiudos, como o relativo a
sua quantificacdo via LC-MS em todos os 6rgaos déMuircott’, ndo tendo
tempo habil para ser desenvolvido neste trabalho.

Por fim, concluiu-se que os objetivos do projet@fo alcangcados,

o estudo do perfil quimico permitiu diferenciar,raats de andlise
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guimiométrica, plantas doentes daquelas sadiasiéanfioi possivel identificar
uma classe de substancias (piranocumarinas) gaseapam potencial atividade
fungicida, para futuros estudos frenté.aalternata Os dados obtidos também
abriram as portas para novos estudwdre eles, a melhor compreensao dos
mecanismos de defesa utilizados pela planta, cowsificacdo sobre o tecido
vegetal intacto da distribuicdo de um composto diabolismo secundario,
através de MALDI-IMS, com a finalidade de se olteior entendimento sobre

a sua funcéo e importancia para a planta.
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