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RESUMO

ALTERACAO NO METABOLOMA E NA EXPRESSAO GENICA NA VIA DA
BIOSSINTESE DE PIRANOCUMARINAS EM Citrus sinensis X Citrus limonia EM
RESPOSTA AO HUANGLONGBING. O Greening (Huanglongbing/HLB) é a doenca
mais destrutiva dos citros. E causada pela bactéria Candidatus Liberibacter asiaticus
(CLas), C. Liberibacter africanus e C. Liberibacter americanus e transmitida pelo
inseto vetor psilideo Diaphorina citri.. Nao ha variedade comercial de planta de copa
ou porta-enxerto resistente a doenca e plantas contaminadas ndo podem ser
curadas. Apesar de pesquisas consideraveis, pouco se sabe sobre 0Ss processos
envolvidos na infeccéo e colonizacdo de plantas por CLas. O estudo da interacao
planta/bactéria CLas foi desenvolvido por LC-HRMS/gTOF nos modos positivo e
negativo de ionizagdo. Raizes centrais e radicelas de plantas sadias e infectadas
com CLas de C. sinensis x C. limonia cultivadas em casa de vegetacao, e raizes de
plantulas sadias e infectadas de C. sinensis cultivadas in vitro foram analisadas.
Através da analise da rede molecular via GNPS, foi possivel observar um aumento
na concentracao de alguns metabdlitos em plantas infectadas com HLB. Diferencas
significativas usando o teste t em par de médias foram observadas na concentracao
de demetilsuberosina, ostenol, 5-metoxisseselina, xantiletina, seselina e limonina
para plantas cultivadas em casa de vegetacao e para xantiletina, seselina e limonina
em plantulas cultivadas in vitro. Os compostos citados acima, foram os responsaveis
pela classificacdo observada na Analise de Componentes Principais (PCA), que
classificou as amostras em quatro grupos: raizes, radicelas, radicelas de plantas
sadias e radicelas de plantas infectadas. Foi realizada a quantificacdo da expressao
dos genes DXR, DXS2, PT1 e PT2 por qPCR, em raizes de plantas de C. sinensis x
C. limonia sadias e sintomaticas infectadas com CLas. Houve uma diminuicdo na
expressdo dos genes DXR, DXS2 e PT1, nas plantas infectadas com CLas frente
aguelas sadias. Para a DXR observou-se uma diminuicdo na expressao génica de
duas vezes, para DXS2 de 5,7 vezes e para PT1 de 3,6 vezes. Para o gene PT2
houve 0 aumento na expressao relativa para as plantas infectadas frente as sadias
de 2,6 vezes. Os resultados mostram que a planta responde produzindo alguns
metabdlitos em maior ou menor quantidade na presenca da bactéria CLas além de
provocar alteracdes na expressao génica na via da biossintese de piranocumarinas.
Observa-se portanto, uma reacdo da planta inibindo a biossintese de derivados

lineares de cumarinas em favor daqueles angulares, que séo prenilados em C-8.
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ABSTRACT

VARIATION IN METABOLOME AND GENE EXPRESSION OF THE
PYRANOCOUMARINS BIOSYNTHESIS PATHWAY IN Citrus sinensis X Citrus
limonia IN RESPONSE TO HUANGLONGBING. Greening (Huanglongbing/HLB) is
the most destructive citrus disease. It is caused by the bacterium Candidatus
Liberibacter asiaticus (CLas), C. Liberibacter africanus and C. Liberibacter
americanus and it is transmited by the insect vector psyllid Diaphorina citri. There is
no commercial variety of crown plant or rootstock resistant to disease and
contaminated plants cannot be cured. Despite of considerable research, there is little
knowledge about the processes involved in plant infection and colonization by CL. A
study of the plant/bacteria interaction CLas was developed by LC-HRMS/qTOF in
positive and negative ionization modes. Central and lateral roots of healthy and
CLas-infected plants of C. sinensis x C. limonia cultivated in a greenhouse, and the
roots of healthy and infected C. sinensis seedlings cultivated in vitro were analyzed.
Through the analysis of the molecular network, it was possible to observe an
increase in the concentration of some metabolites in plants infected with HLB.
Significant differences using the paired two sample t-test were observed in the
concentration of demethylsuberosin, osthenol, 5-methoxyseselin, xanthylethin,
seselin and limonin for plants grown in a greenhouse and for xanthylethin, seselin
and limonin in seedlings grown in vitro. The compounds mentioned above, were
responsible for the classification observed in the PCA analysis, that classified the
samples in four groups: roots, lateral roots, lateral roots of health plants and lateral
roots of infected plants. The quantification of the expression of DXR, DXS2, PT1 and
PT2 genes was carried out by gPCR, in C. sinensis x C. limonia roots of healthy and
symptomatic plants infected with CLas. There was a decrease in the expression of
the DXR, DXS2 and PT1 genes in plants infected with CLas compared to healthy
ones. For DXR, a two-fold decrease in gene expression was observed, for DXS2 by
5.7-fold and for PT1 by 3.6-fold. For the PT2 gene, there was an increase in relative
expression for infected plants compared to healthy ones of 2.6 times. These results
show that the plant responds by producing some metabolites in greater or lesser
guantities in the presence of CLas bacteria, in addition to causing changes in gene
expression in the pyranocoumarin biosynthesis pathway. Therefore, a plant reaction
is observed inhibiting the biosynthesis of linear coumarin derivatives in favor of

angular ones, which are prenylated at C-8.
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Capitulo 1

1.1 Introducao

1.1.1 A origem e taxonomia dos Citros

O género Citrus pertence a familia Rutaceae e a Ordem Sapindales?.
Esta é uma familia de angiospermas que contém aproximadamente 2040 espécies,
170 géneros e nas classificagdes recentes (MORTON, C. M. & TELMER, C., 2014)
foi dividida em quatro subfamilias: Amiridoideae, Aurantioideae, Cneoroideae e
Rutoideae?. APPELHANS, M. S.; et al.,, 2021 através de estudos filogenéticos
baseado em seis marcadores nucleares e plastidicos, incluindo 87,7% dos géneros
atualmente aceitos, propde uma nova classificacdo de subfamilia para Rutaceae que
compreende as subfamilias Amyridoideae, Aurantioideae, Cneoroideae,
Haplophylloideae, Rutoideae e Zanthoxyloideae®.

O taxon mais importante economicamente € a Aurantioideae, também
conhecido como subfamilia do Citrus a qual é composta por duas tribos, a
Clausenesae e o Citreae*. A tribo Citreae, mais comumente conhecida por conter o
género Citrus L., inclui muitas espécies notaveis ou hibridas como a laranja [C.
sinensis (L.) Osbeck], limdo [C. limonia (L.) Osbeck], toranja [C. aurantium L.],
mandarina [C. reticulata Blanco] e lima [C. aurantiifolia (Christm.) Swingle]®.

As plantas citricas sd@o originarias das regides Umidas tropicais e
subtropicais do continente asiatico e ilhas adjacentes. Embora a origem geografica
seja estimada, o tempo e dispersdo de espécies citricas entre o sudeste da Asia
permanece obscuro®. Para resolver estas incertezas o grande impasse € a falta de
compreensdo da complexa genealogia de citros cultivados®”.

Os citros possuem caracteristicas botanicas que sdo muito dificeis de
classificar. Além disso, a delimitacdo taxondmica de espécies do género também é
muito complicada pelo alto grau de poliembrionial. Outro fator é que alguns citrinos
sdo propagados através da clonagem por apomixia, ou seja, o desenvolvimento de
embrides ndo sexuais que contém exclusivamente 0S cromossomos somaticos
maternos®, e esse processo natural também pode ter ocorrido durante a
domesticacéo.

A taxonomia caotica de citros, requer um entendimento completo da
natureza hibrida e de mistura de espécies de citros cultivadas®. Dentro deste

cenario, as analises de sequéncias gendmicas de diversos citros tém sido alternativa
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para caracterizar a diversidade e evolu¢do dos citros em nivel de espécie e para
identificar misturas citricas e hibridos interespecificos?.

A maioria das espécies de Citrus sdo consideradas como resultado da
hibridizacdo natural. A espécie Citrus sinensis (L.) Osbeck, que representa as
laranjas doces, é uma variedade de frutas citricas que € bem aceita no mercado
comercial e predominam na maioria dos paises citricolas devido ao seu alto valor
econdmico e nutricional®. Sua origem é proposta por SWINGLE, 1967, considerando
o cruzamento de C. grandis x C. reticulata*®. Dados citoplasmaticos sugerem a
contribuicdo materna de C. grandis na formacéo de C. sinensis*.

A espécie Citrus limonia Osbeck, produz frutos pequenos nao
comerciais e muito acidos de cor laranja. E usado principalmente como porta-enxerto
e planta ornamental®. Possui trés tipos de cruzamentos propostos entre C. medica x
C. lima x espécie nao idetinficada, C. medica x lima e C. medica x limdo rugoso*. O
emprego deste porta-enxerto recebe um grande incentivo pois apresenta algumas
vantagens como: tolerancia a seca, antecipacao do inicio de producdo, aumento da
produtividade, mudas praticamente idénticas a planta-mae e uniformidades das

mudas*19.

1.1.2 A enxertia

7

O enxerto de plantas € uma técnica de propagacdo vegetativa que
conecta dois segmentos diferentes de planta que sobrevive como um novo
individuo''12, Esta técnica consiste em transplantar uma planta considerada como
cavaleiro ou enxerto que possui caracteristicas nobres que se quer reproduzir no
cavalo ou porta-enxerto que € a planta que contribui com o sistema radicular,
assegurando a nutricdo mineral e resisténcial®. As novas plantas enxertadas séo
obtidas pelo processo assexuado através da intervencdo humana, obtendo uma
associacdo simbiética de dois individuos geneticamente diferentes'*'41° (Figura 1.1).

A enxertia é uma técnica de horticultura praticada ha séculos, mas néo
era amplamente praticada na citricultura até o final de 1800 ou inicio de 1900¢. A
era "moderna” do uso de porta-enxertos de citros pode ser descrita a partir do inicio
do século 20. Programas de melhoramento formal comecaram a surgir e usam novas
tecnologias, como hibridizagdo somética e marcadores moleculares que estao

alterando e expandindo o leque de possibilidades de manipulacdo genética levando
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a porta-enxertos aprimorados!®. O wuso de enxertia, por afetar inimeras
caracteristicas horticolas e patolégicas da cultivar e € uma prética considerada

essencial na citricultura®’.

s
garfagem
[ Cavalo ou ] [ Cavaleiro ou ] '

porta-enxerto enxerto Corte do porta enxerto, para a
propagacio do enxerto

Figura 1.1. Diferentes tipos de meétodos tradicionais de enxerto: Enxertia por

garfagem e enxertia por borbulha.

A técnica de enxertia ndo s6 desempenha um papel vital na melhoria
da resisténcia aos estresses bidticos e abidticos das plantas, mas também afeta o
tamanho da copa, a producéo e a qualidade dos frutos e até mesmo na fotossintese
e na producdo de metabdlitos primarios e secundarios!®1%2021 QO cultivo de citros no
Brasil, ainda esta limitado ao uso do Lim&o Cravo (C. limonia) como porta-enxerto,
mas ja existem varios tipos de porta-enxertos sendo implantados e desenvolvidos
para producédo de citros no Brasil, dentre eles os principais sdo citrumelo Swingle (C.
paradisi x P. trifoliata), citrange Carrizo (C. sinensis x P. trifoliata), tangerina
Cleopatra (C. reticulata), tangerina Sunki Maravilha e Tropical (C. sunki)0:22:23,24.25,

A maioria das laranjas e tangerinas de melhores qualidade sé@o obtidas
de enxertos das mesmas sobre o limdo Cravo o qual é conhecido também pelos
nomes de Rosa, Selvagem, Vinagre, Vermelho, Limpa-tacho e Bugre. O emprego
deste como porta-enxerto, recebe um grande incentivo pois apresenta algumas
vantagens tais como resisténcia ao virus da tristeza dos citros, a seca e ao frio,
facilidade de obtencdo de sementes, precocidade no inicio de producéo,
compatibilidade com todas as cultivares copas e aumento da produtividade, além de
obter-se mudas praticamente idénticas a planta-mae e uniformes, uma vez que 0s

porta-enxertos séo poliembridnicos?.
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Sendo assim, o limao Cravo € o principal porta-enxerto sobre o qual a
citricultura brasileira foi constituida, estando presente em quase 40% das plantas
citricas®®, por possuir uma melhor tolerancia a seca em comparagdo com outros
porta-enxertos de citros. Porém a pesquisa e a experimentacdo vém mostrando que
a utilizacdo de outros porta-enxertos como tangerina Cledpatra, Sunki e o trifoliata
permitem também obter frutos de boa qualidade e maturagdo mais tardia, resultando
em beneficios financeiros ao produtor?®19, Em 2015, o percentual das variedades de
porta-enxertos utilizados nos pomares paulistas foi de 46,2% limdo Cravo, 19,4%
citrumelo 'Swingle', 4,6% tangerina 'Sunki' e 2,5% tangerina Cleopatra. No entanto
este cendrio tende a sofrer alteracdes, pois em 2016, 50% dos cerca de 10,5
milhdes de mudas produzidas nos viveiros paulistas foram enxertadas em citrumelo
‘Swingle’, com apenas 33% das mudas enxertadas em limdo Cravo?®,

A laranja Péra é a principal variedade de citros do pais, pois seus frutos
apresentam excelente qualidade. O seu cultivo consiste em cerca de 38% em
relacdo ao numero total existente para laranjas doces. Essa participacdo ja atingiu
indices maiores, superando 50%. A provavel explicacdo para esse menor interesse
pela laranja Péra esta na hipétese de que esta é uma variedade de laranja que mais
apresenta surtos vegetativos. Entretanto, a espécimen de laranja Péra enxertada
sobre o liméo cravo ainda € uma das plantas mais utilizadas na citricultura brasileira
nos ultimos anos*. Porém o uso de laranja Valéncia como copa tem se expandido,
atualmente 35% dos pomares no cinturdo citricola estdo plantados com esta
variedade?’. Esta cultivar ocupa lugar de destaque entre os produtores, pela boa
produtividade e tamanho adequado dos frutos que sao caracteristicas priorizadas
para o consumo fresco e para a industrializagéo?®.

A grande maioria dos pomares citricos comerciais plantados em todo o
mundo sao propagados por enxertia, permitindo elevados ganhos de produtividade.
Existe uma grande variedade de métodos de enxertia em citrinos: enxertia por
aproximacao ou encostia, por garfagem, via borbulha e a microenxertia''?>2° (Figura
1.1).

A busca por novos porta-enxertos de citros com melhor desempenho
do que os utilizados atualmente € o principal objetivo da citricultura em muitos
paises®. Novas doencas, a disseminacéo de doencas ja conhecidas e a cultura de
citrus em diferentes condicdes ambientais forcam a demanda por novos porta-

enxertos, devido a isso tentativas para solucionar esses problemas tém sido
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realizadas por meio de programas de melhoramento de porta-enxertos de

1.1.3 O perfil fitoquimico dos citros

Estudos de produtos naturais levaram a descoberta de um enorme
namero de compostos com uma variedade de estruturas quimicas, muitos deles
bioativos, todos os quais estdo presentes na composi¢cdo quimica dos organismos
vivos®2, A quimiossistematica inclui a quimica como parte da histéria natural da
planta com referéncia a sua relacdo com outras similares e sua interacdo com seu
ambiente, tanto vivo como néo vivo, fundindo-se a fitoquimica33. A enorme variedade
de constituintes quimicos isolados de plantas combinadas com os dados
morfolédgicos e citolégicos assumem o seu lugar como parte da histéria natural geral
do organismo em seu ambiente33,

A evolucdo em instrumentacdo analitica, em particular a
cromatografia®® aliada a métodos acoplados e automatizados de separagdo e
deteccdo, como cromatografia liquida hifenada a extracdo de fase solida (LC - SPE -
MS/NMR?, seguida de métodos de deteccdo como a espectrometria de massas
(LC-MS) e a ressonancia magnética nuclear (RMN), aceleraram os estudos
fitoquimicos, culminando no estudo do perfil metabdlico336. Os avancos rapidos na
espectroscopia e a ordenacdo aprimorada através das andlises de rede
molecular®’38 permitiram a caracterizacdo da variacdo metabolomica entre as
comunidades vegetais contribuindo para a melhora da nossa compreensdo da
evolucdo fitoquimica em escalas taxonOmicas®®. Além disso, as abordagens
espectroscopicas estruturais como a RMN podem amplificar o nosso conhecimento
com relacdo a variagdo estrutural em uma ampla gama de classes de
metabdlitos33°,

Desde os primérdios da quimica que envolve metabolismo secundario
de plantas, a familia Rutaceae tém recebido muita atencdo. Esta familia é
relativamente bem estudada e bem conhecida por sua alta diversidade de
metabdlitos secundarios. A quimiossistematica desta familia foi revisada por SILVA,
M. F. G. F.; et al., 1988, sugerindo uma taxonomia com uma interpretacao evolutiva
da familia; mostrando que a mesma se baseia principalmente em alcaloides

derivados do acido antranilico, cumarinas, lignanas, flavonoides e limonoides*. O
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género Citrus é o representante comercial mais importante da familia Rutaceae e
seu perfil quimico é caracterizado pela presenca de cumarinas, limonoides,
flavonoides e demonstra escassez em quantidade e diversidade de alcaloides
derivados do acido antranilico, sendo proeminente a presenca de inameros
compostos prenilados**.

O Grupo de Produtos Naturais (PN) da UFSCar — INCT Controle
Biorracional de Insetos Praga (CBIP), vem ha anos trabalhando com estudos de
isolamento e elucidacdo estrutural da composicdo quimica dos citros. Em um dos
trabalhos do grupo, foi possivel isolar e identificar 34 metabdlitos das folhas, caule e
raizes de Citrus sinensis x Citrus limonia®!. O estudo da parte superior do enxerto
propiciou o isolamento quase que exclusivamente de flavonoides (1-8). Apenas duas
cumarinas foram isoladas: xantiletina (13) e xantoxiletina (14) nas folhas e caule. O
limonoide, limonina (31), foi encontrado nas folhas e o triterpeno, friedelina (33), nas
folhas e caule. Na sessao calejada do enxerto, onde foi analisado apenas o caule de
C. limonia foram encontradas as cumarinas xantiletina (13), seselina (15), suberosina
(16), crenulatina (17) e tamarina (18); os flavonoides limonianina (10), lupinifolina
(11) e eritrisenegalona (12); e o alcal6ide de acridona atalafilidina (34). Nas raizes a
0s compostos de maior representatividade sdo as cumarinas (13-30), apenas dois
limonoides: limonina (31) e acetato de limonina (32) foram isolados e identificados

neste tecido da planta (Figura 1.2).
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Diversos outros estudos e revisdes tem reportado o isolamento e
identificacdo de flavonoides nas partes superiores e frutos de citros?#2:43:44.4546.47
furanocumarinas*®4° e terpenos®>! no fruto e casca do fruto e a presenca majoritaria

de cumarinas e piranocumarinas nas raizes e caule*®52:53,
1.1.4 A citricultura no Brasil e no mundo

A citricultura é uma das principais atividades agricolas do mundo®*. Séo
produzidos cerca de 100 milhdes de toneladas de frutas citricas por estacdo sendo
considerado o maior setor de producdo de fruta do mundo, no qual cerca de 34%
dos citrinos sdo usados para fazer sucos®®. Os mais importantes paises produtores
de frutas citricas sdo o Brasil, responsavel por cerca de 24% da producdo mundial,
China também com 24% seguida pelos Estados Unidos com 11%. O Brasil aparece
em primeiro novamente, como sendo um dos maiores produtores de laranja no
mundo (29%), seguido pelos Estados Unidos (11%), india e China com cerca de 8%
cada®®.

O comércio entre as nacdes e as guerras ajudaram a expandir o cultivo
dos citros, de modo que, na Idade Média, a laranja foi levada pelos arabes para a
Europa®’. Em seguida nos anos de 1500, através das expedicdes de Cristovao
Colombo, mudas de frutas citricas foram trazidas para o continente americano.
Introduzida no Brasil logo no inicio da colonizagcdo, a laranja encontrou no pais
melhores condi¢cBes para crescer e frutificar do que nas préprias regiées de origem,
expandindo-se por todo o territério nacional®’. Os citros chegaram ao Brasil durante
as primeiras expedi¢cdes colonizadoras, provavelmente na Bahia, sendo que em
1540 j& havia relatos de laranjas espalhadas por todo o litoral do pais®®.

O Brasil, desde a década de 80, é detentor do titulo de um dos maiores
produtores mundial de laranja. A cultura dos citros atualmente encontra-se
disseminada em todo territério brasileiro, e com grande importancia econémica e
social para varios estados como S&do Paulo que é o maior produtor nacional,
responsavel por 72% da producéo, seguido por Bahia 6,7%, Minas Gerais 6,5%,
Parana 5,5%, Sergipe 3,3% , Rio Grande do Sul 2,7%, Para 1,3% dentre outros
(Carvalho et al., 2019). As maiores plantacfes sdo de laranja Péra (Citrus sinensis),
tangerina (C. reticulata), toranja (C. paradisi) e o limdo Cravo (C. limonia). E as

menores plantagées sdo de lima (C. aurantifolia) e cidra (C. medica)®’.
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Dados apresentados pela Associacdo Nacional dos Exportadores de
Sucos Citricos (CitrusBR) realizada pelo Fundo de Defesa da Citricultura -
Fundecitrus 202127, a safra 2019/2020 foi finalizada em 386,79 milhes de caixas de
40,8 quilos em todo o cinturéo citricola de Sao Paulo e Triangulo Mineiro. Esta safra
foi 35,3% maior do que a anterior (2018/2019) e nos ultimos 30 anos, apenas quatro
safras foram maiores do que essa (FUNDECITRUS, 2020)%°. Em comparacédo a
safra (2020/2021), que foi finalizada em 268,63 milhdes de caixas, a projecdo para a
safra (2021/2022) estima um crescimento de 9,51%, mas ainda fica abaixo da média

das ultimas dez safras, o0 que equivale a uma queda de 10,53% (Figura 1.3).
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Figura 1.3. Producédo de laranja de 1988/89 a 2020/21 e estimativa da safra 2021/22.

Fonte: CitrusBR (1988/89 a 2014/15) e Fundecitrus (2015/16 a 2021/22). Retirado de FUNDECITRUS
2020%°.

A taxa média de queda de frutos do cinturdo citricola, acumulada desde
0 inicio da safra 2019/2020, foi de 17,63%, a mais alta jA medida pelo Fundecitrus.
As principais causas foram queda natural, atividades mecanizadas ou condi¢des
climaticas adversas (5,15%); HLB (4,39%); bicho-furdo e moscas-das-frutas (4,29%);
pinta preta (2,12%); leprose (1,30%); e cancro citrico (0,38%)%°.

Os citros estdo sujeitos a problemas sanitarios através do ataque de
diversos patégenos acarretando uma série de doencas, sendo estes considerados
como fatores limitantes para o cultivo*. Além de perdas na producdo, tais fatores
causam diminuicdo da qualidade do fruto e até destruicdo de pomares inteiros. A
doenca que acomete a cultura é definida como um disturbio fisiol6gico, resultado de
uma irritacdo continua causada por agentes bioticos ou abidticos. Dentre estes

destaca-se os agentes bidticos, que podem ser fungos e bactérias, além dos virus,
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viroides e nematoides que dentro de alguns anos, pode se espalhar e tém um
grande impacto econdmico®°.

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

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

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

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

A Figura 1.4 mostra uma linha do tempo contendo as principais
doencas gque atacam a cultura com informacfes sobre os primeiros casos no Brasil,
os danos, os vetores e patdgenos causais (AMARAL, J. C., 2017)%, Acredita-se que
numerosas doencgas tém atacado as plantas citricas ja na sua regido de origem e
gue a sua ocorréncia generalizada é a consequéncia humana das viagens
internacionais e do comércio. Muitas das doencas tém sido qualificadas como
devastadoras. Isso ndo é exagero, considerando que algumas delas quase
causaram a destruicdo da induastria citrica, ocasionalmente em alguma parte do

mundo, em um momento ou outro®’.

2001 - Trlangulo Mineiro

1937 - Vale do Paraiba SP Morte stbita do citros

Tristeza do citrus

Patégeno: virus da tristeza do citrus Patégeno: ? 2004 - Sio Paulo
Vetor: Pulgé.o preto — Toxoptera citricidus 1980 - Rio de Janeiro Acredita-se ser um variante do Huanglonbing - HLB - Greening
: Pinta Preta virus da tristeza do citrus  patégeno: Candidatus Liberibacter spp
Patégeno: Guignardia citricarpa I Vetor: Diaphorina citri
v v
1957 -SP e PR 2001 - Rio de Janeiro
Cancro citrico Mancha marrom de Alternaria

Patdgeno: Xanthomonas citri subsp. Citri " . Patégeno: Alternaria alternata sp. citri
1933 -SP Vetor: nio caracterizado 1987 - Triangulo Mineiro MG

Leprose do citrus Clorose Variegada do citros — CVC
Patdgeno: virus da leprose do citrus Patogeno: Xylella fastidiosa
Vetor: acaro Brevipalpus phoenicis Vetor: 12 espécies de cigarrinhas
o '-", 3 i
X 2.4

Figura 1.4. Historico de surtos das principais doencas de citros no Brasil.
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1.1.5 Huanglonbing

O greening (huanglongbing/HLB) € a mais destrutiva doenga dos citros
no Brasil. Nao ha variedade comercial de copa ou porta-enxerto resistente a doenca
e as plantas contaminadas ndo podem ser curadas. As bactérias Candidatus
Liberibacter asiaticus (CLas), Candidatus Liberibacter africanus (CLaf) e Candidatus
Liberibacter americanus (CLam) sdo as responsaveis por causar a doenca®. Essas
bactérias sé@o pertencentes a trés espécies de procariotos gram negativos, de
colonizacao restrita ao floema das plantas e sdo transmitidas para os citros pelos
psilideos Diaphorina citri que é o principal inseto vetor de da doenca na Asia, Brasil e
EUA e Trioza erytreae que é o principal vetor nos paises africanos®. A combinacgéo
mais agressiva de vetor Candidatus Liberibacter (CL) é constituida por CLas e D.
citri®4.6> sendo esta que tem afetado os pomares de citros no Brasil®® (Figura 1.5).

(@) O psilideo adquire e
Vetoresde  inocula a bactéria C.
Transmissdo l/iberibacter quando

D. citrie  alimenta no floema de

,!-‘;_ T. erytreqe  UMa planta infectada e [

. uma planta sadia
\\ respectivamente

Bactérias
associadas ao HLB
Candidatus
liberibacter (CLs),
africanus (Claf),
americanus
(CLam), asiaticus
(Clas)

Planta severament Planta infectada Planta sadia
infectada sintomatica
Os ramos da arvore Poucos meses apos a infecgdo, a
secam, o suco da fruta se  bactéria se espalha na copa, os
torna amargo e menor  sintomas iniciais aparecem como
rendimento de colheita ~ manchas amarelas nas folhas

Se ocorre o progresso da
infec¢do, a bactéria se move
para as raizes

Figura 1.5. a) Processo de disseminacdo do Huanglongbing (HLB), transmitida pelos
vetores psilideos e sintomas caracteristicos da doenca. b,c) vetores transmissores

D. citri, T. erytreae respectivamente. d-g) Sintomas caracteristicos de HLB. Retirado
de: Pre-HLB, A. Fereres and Fundecitrus. Adaptado de Alquézar et al., 202154,
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Essa doenca surgiu na Asia ha mais de cem anos e foi identificada no
Brasil em 2004, em plantas de pomares localizados na regido de Araraquara, Estado
de S&o Paulo, sendo esta a primeira deteccdo da doenca no continente americano.
Em 2005 ocorreu a primeira deteccdo da doenca em Minas Gerais e em 2007 no
Parana®?.

A bactéria CL multiplica-se e é levada por meio do fluxo da seiva para
toda a planta. Quando ha sintomas na extremidade dos galhos, ela pode ficar
alojada em varios pontos, inclusive na parte baixa do tronco e nas raizes, o que
torna a poda inutil e perigosa. Além de ndo curar a planta, as brotagcdes que surgem
apo6s a poda servem como fonte para novas infeccdes®’. A bactéria no floema
impede a conducdo da seiva elaborada, fazendo com que plantas novas
contaminadas ndo produzam e plantas adultas tornam-se improdutivas em 2 a 5
anos®,

O HLB é caracterizado pelo aparecimento de sintomas foliares, como
manchas irregulares e manchas de clorose severa, muitas vezes parecidas com
deficiéncias nutricionais de zinco ou outras. Ocorre o declinio da arvore e reducao na
qualidade e rendimento da fruta. As arvores contaminadas pela doenca ndo chegam
a produzir e as que produzem sofrem uma grande queda de frutos?!. O controle é
dificil pois a doenca é de rapida disseminacdo e é altamente destrutiva para o0s
pomares, causando grandes prejuizos na citricultura®®.

Os sintomas incluem também disfuncédo do floema e declinio da raiz®.
O movimento bacteriano ocorre pelo floema®3, indo do local de alimentacé&o inicial do
inseto até as raizes onde se replica. O sistema radicular do hospedeiro é danificado
primeiro e posteriormente espalha-se para o resto do copa. As raizes sao
danificadas pela infeccdo da bactéria antes do desenvolvimento de sintomas foliares
visiveis, implicando na deteccdo tardia da doenca na planta® . Nos estudos
realizados por BRASWELL, W. E.; et al., 2020 foi demonstrado que detec¢édo do
patégeno ocorre mais cedo, de forma mais consistente e mais frequentemente em
amostras de raizes do que nas folhas™.

Depois que os citros sdo infectados com CL, os elementos de tubo
crivado do floema e os plasmodesmos sao bloqueados, resultando no inchaco da
célula crivada, causando um bloqueio do transporte de produtos fotossintéticos e um
acumulo excessivo de amido nos tecidos citricos’*’? Isso leva o cloroplasto a

destruicdo e consequemtemente ao amarelamento das folhas. Sendo assim, inibir ou
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aliviar o acumulo de grdos de amido pode ser uma estratégia eficaz para aliviar os
sintomas da doenca’s.

O acumulo de amido foi comprovado por XIE, Z.; et al., 2020 através da
guantificacdo de amido, expressao génica de AMS (amido hidrolase) e AGP (amido
sintase) em plantas de C. sinensis infectadas com HLB com sintomas entre 2 e 10
meses de infeccdo comparadas a plantas sadias. A quantidade de amido em
nervuras centrais, células mesofilicas e nas raizes de plantas afetadas por HLB foi 2
vezes maior do que as plantas controle. Da mesma maneira o nivel de expressao do
gene AMS foi supraregulado nas nervuras centrais e raizes, enquanto o nivel de
expressdo do gene AGP foi infraregulado’.

Apesar dos extensivos esforcos em pesquisas, ainda ndo ha medidas
de controle que sejam efetivas e de baixo custo, nem mesmo existem métodos
curativos, para o HLB. Isto deve-se ao fato da dificil compreensdo da interacao
planta-bactéria e também devido a CL ser uma bactéria que ainda nédo é cultivada
em condi¢Ges laboratoriais®. Desta forma, a prevencéo da infeccédo das plantas, que
uma vez afetadas sao fontes de inoculo para outras plantas, € fundamental para o
controle do HLB. O controle é preventivo e baseado em trés recomendacoes:
eliminacdo da fonte de indculo por remocdo de &rvores afetadas; tratamentos
guimicos e bioldgicos para diminuir a populacao do inseto vetor e eliminacao total de
Murraya paniculata, o hospedeiro preferido de D. citri®>74.66,

Um levantamento realizado em 2017 aponta que a doenca esta
presente em 16,73% das laranjeiras. O numero é semelhante ao do ano de 2016
gue foi de 16,92% e de 2015 que foi de 17,89%. Nos ultimos 3 anos a doenca se
mostra estavel desde que o levantamento foi iniciado. O motivo € a alta taxa de
eliminacdo de plantas doentes por parte dos citricultores que estdo fazendo o
manejo rigoroso do HLB®S.

De acordo com a Pesquisa de Estimativa de Safra (PES), foram
erradicados 21,3 mil hectares de laranja entre abril de 2015 e marco de 2016, dos
guais 57% eram de pomares acima de 10 anos. Em contrapartida, foram plantados
9,5 mil hectares com laranja no periodo. Houve uma eliminacdo de pomares velhos e
doentes, que deixaram de ser produtivos por causa do HLB, ao mesmo tempo em
gue mudas sadias foram plantadas, isso fez com que a doenga se mantivesse no
mesmo patamar"®’. Este é o (nico caminho a seguir enquanto medidas novas, mais

duraveis e sustentaveis ndo estiverem disponiveis’®.
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1.1.6 Estratégias de combate ao HLB através do estudo

metabolémicos e genémicos

Para o controle fitossanitario, o uso de pesticidas contribui para o
aumento da produtividade agricola, mas também tem sido responséavel por efeitos
adversos sobre o meio ambiente e a salude humana’®. Os danos causados pelos
pesticidas convencionais sdo bem conhecidos, incluindo resisténcia a pragas, perda
de antagonistas naturais de pragas, contaminacfes do solo, poluicdo do meio
ambiente levando a perda de flora e fauna. Dentro deste cenario a comunidade
agricola estd se movendo para reduzir a dependéncia de pesticidas convencionais a
fim de melhorar a producéo’”.

Atualmente, com o avanco da agricultura de base agroecoldgica, novas
medidas para o controle de pragas e doencas vém apresentando destaque, tal como
a busca de plantas e porta enxertos que possuam resisténcia e sejam, portanto,
menos suscetiveis ao ataque de patégenos?. Além disso, faz-se necessario avaliar o
perfil metabolédmico de plantas doentes x plantas sadias e detectar possiveis
metabdlitos que sejam responsivos a infeccdo. A producdo de muitos metabdltios
secundarios é aumentada durante a infeccdo, fornecendo uma vantagem de
sobrevivéncia para a planta hospedeira durante a invasdo do patdgeno. Sendo
assim, as interacdes entre genes, transcritos, proteinas e metabdlitos definem o
resultado final do fenétipo de defesa da planta’”.

Estresses bidticos e abidticos induzem alteragBes fisiolGgicas,
transcriptbmicas e metaboldmicas nas plantas. Atualmente, muitas abordagens
biotecnolégicas estdo disponiveis para aumentar a producdo de metabdlitos
secundarios em plantas. Portanto os estudos biossintéticos, metabolémicos,
protedmicos e de engenharia genética, possibilitam a realizacdo do melhoramento
genético para obtencdo de plantas mais resistentes frente as doengas que
acometem a cultura’®. Através da correlacdo da expressdo génica e acumulo de
metabdlito, muitas vezes obtém-se indicadores de genes especificos que estao
envolvidos na biossintese de metabdlitos. Esta € uma estratégia poderosa para
identificar novos genes comprometidos em um caminho biossintético especifico. As
funcbes de vérios genes sdo identificadas e caracterizadas por metabolémica e

muitas vezes em conjunto com transcriptdmica’®’°.
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A metabolémica pode ser usada para oferecer respostas se ha uma
etapa da via que é regulada de forma diferente devido a uma perturbacéo, até que
ponto as mudancas genéticas ou ambientais alteram o metabolismo e quais genes
estdo subjacentes ao acumulo de um metabdlito. O perfil metabdlico comparativo de
plantas infectadas e saudaveis identifica redes metabodlicas complexas relacionadas
a interacdo planta-patégeno®8l,

A resposta de defesa das plantas envolve compostos naturais bioativos
gue reconhecem, intervém e neutralizam os patdgenos invasores. Metabdlitos
secundarios de plantas desempenham papéis em diferentes estagios de infeccéo e
progressdo da doenca. Estudos mostram que a sintese de metabdlitos especificos
confere resisténcia ou tolerancia dependendo da gravidade da doenca e outros
fatores relacionados. O surgimento das diversas abordagens 6micas de Ultima
geracao e a disponibilidade de plataformas metabolomicas possibilitam a agilidade
dos estudos nessa diregédo’’.

O Huanglonbing por ser uma doenca devastadora na cultura de citros,
vem sendo amplamente estudada com o objetivo de entender os mecanismos de
infeccdo da bactéria a fim de obter alternativas sustentaveis para controlar os surtos
da doenca nos pomares. No estudo realizado por GOBETTI, M. F. S., 2021,
utilizando UPLC-Q-TOF/MS e analise multivariada, foi possivel confirmar que houve
um aumento na producao de seselina em C. sinensis na presenca da bactéria CLas,
enquanto o flavonoide hesperidina tem sua concentracao reduzida drasticamente na
presenca da bactéria. Os dados sugerem economia de energia, e esta pode estar
sendo canalizada para a biossintese de cumarinas. As cumarinas estdo presentes
nas partes inferiores do enxerto e devem ter potencial bactericida frente CLas®.

No trabalho desenvolvido por BELLETE, B. S., 2013, observou-se que
planta de citros aumenta a produtividade de xantiletina e outras cumarinas, em
resposta a CLas, somente nos extratos das raizes. Tal fato sugere que a defesa da
planta frente a bactéria causadora do HLB, parece estar nas raizes, inibindo o
caminho do acido cinamico que leva aos flavonoides nos demais 0rgaos, para ativar
aquele que conduz as cumarinas. A ativacdo do caminho que leva as cumarinas
sugere estas terem a funcéo de sinalizacéo na defesa contra a bactéria®.

No estudo utilizando imagem por espectrometria de massa (MSI)
desenvolvido por PONTES, J. G. M; et al., 2020, foi possivel identificar metabdlitos

gue participam do processo de infeccdo por CLas e defesa da planta, como
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fitohormdnios, &cidos orgéanicos, carboidratos, flavonoides e aminoacidos. Foi
observado o aumento da concentracdo de metabdlitos em citros associados a
doenca HLB, incluindo &cido quinico, fenilalanina, nobiletina e sacarose. Os
metabolitos acido abieta-8,11,13-trien-18-6ico e  4-acetil-1-metilciclohexeno
apresentaram maior distribuicdo nas folhas sintomaticas e foram diretamente
associados a doencga®. Em outro estudo realizado por HIJAZ, F. M.; et al., 2013,
diferencas no perfil metabolémico via LC-MS, entre as folhas de plantas de citrus
controle e as de plantas infectadas com ClLas foram evidentes. Entre esses
compostos estdo flavonoides glicosilados, flavonas polimetoxiladas e
hidroxicinamatos®®.

Em estudos recentes publicado por KILLINY, N. & NEHELA, Y., 2017,
foi demonstrado o impacto da infeccdo por CLas em C. sinensis usando GC-MS
seguido pela andlise de expressdo génica de 37 genes envolvidos no caminho
biossintetico do acido jasmonico, acido salicilico e prolina-glutamina. A quantidade
de glicina, L-isoleucina, L-fenilalanina, L-prolina, L-serina, L-treonina, L-triptofano,
acido benzodico, acido citrico, acido fumarico, acido salicilico e acido succinico
aumentou apoés a infeccdo por CLas. Concomitantemente as andlises de expressao
génica suportaram estes resultados obtidos, sugerindo que os aminoacidos estao
envolvidos na defesa da planta frente ao HLB através da ativacdo da via do acido
salicilico®®.

Através da investigacdo metabolémica via 'H-NMR realizada por
SLISZ, A. M.; et al.,, 2012, realizando a comparacdo do suco obtido a partir de
laranjas colhidas de arvores infectadas com Clas sintométicas e assintomaticas e de
arvores saudaveis revelou diferencas significativas nas concentracdes de acucares,
aminoacidos e acidos organicos, limonina glicosilada e limonina®’.

Diversos estudos tem sido direcionados para encontrar respostas de
acordo com alteragbes no metaboloma, proteoma e transcriptoma dos citros frente a
infeccdo de CLas. Ha relatos de que proteinas relacionadas a defesa, como
peroxidases, proteases e inibidores de proteases, foram induzidas na presenca da
bactéria®®, que as plantas transgénicas que superexpressam CsNPR1 ( do inglés
non-expresser of pathogenesis-related genes 1) possuem maior tolerancia contra
HLB® e que a expressdo de genes de biossintese de flavondides e genes
induzidos por auxina sdo suprimidos®:. A expressao de genes 4CL, HCT, CHI, CHS,

CYP e C12R envolvidos na via de fenilpropanoides foi aumentada nas folhas de
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citros em periodo assintomatico e precoce de infec¢cdo por HLB, ao passo que a
concentracdo de nove compostos da via dos fenilpropanoides também aumentou.
Posteriomente foi observado a diminuicdo na expressdo destes genes e na
guantidade destes metabdlitos em folhas de infecgdo tardia com HLB®2,

Apébs varios anos de pesquisa sobre o HLB, ainda ha uma demanda
urgente de solugBes satisfatorias para controlar sua disseminagéo e incidéncia. Para
o desenho de estratégias biotecnologicas a fim de estimular a resisténcia da planta
frente a bactéria € necessario desvendar as interacdes entre ClLas e plantas.
Embora muitos trabalhos cientificos tenham sido publicados, os desafios de trabalhar
com plantas de desenvolvimento lento e bactérias ndo cultivaveis em condi¢bes
laboratoriais tém limitado a aquisi¢édo de conhecimento sobre esse patossistema®.

Um estudo recente mostrou que as raizes peludas das plantas, também
chamada de cultura de raiz transformada, suportam o crescimento de patdégenos
exigentes como CLas invitro. Utilizando estas raizes peludas microbianas de citros
para uma triagem de eficacia rapida e reprodutivel, foram identificados seis
peptideos antimicrobianos: dois reguladores imunoldgicos vegetais e oito produtos
quimicos que inibem CLas. nos tecidos vegetais®®. Isso permite a triagem de alto
rendimento de potenciais moléculas anti-CLas, estratégias de modificacdo genética
e identificacdo inequivoca de fatores de viruléncia de CL. Além disso, espera-se que
pesquisas sobre gendtipos resistentes ao HLB gerem novas informacoes
relacionadas a suscetibilidade bacteriana ou genes de resisténcia®.

Apesar da vasta quantidade de trabalhos publicados, ainda ha uma
necessidade da comunidade cientifica reunir esforcos a fim de encontrar uma
estratégia viavel e sustentavel para combater o HLB. Com o objetivo de alcancar
sucesso neste ambito, além de otimizar meios de crescimento artificiais e condicbes
de cultura para cultivar esta bactéria; &€ necessario desenvolver o citros invitro a partir
da semente e promover a infec¢do da plantula com CLas. Além disso € necessario
promover estudos genémicos, transcriptobmicos e metaboldmicos em raizes de citros,
visto que esta parte vegetal possui um papel importante na disseminacéo da bactéria

na planta, porém estudos com esta abordagem ainda n&o foram reportados.
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1.1.7 As cumarinas

Existem mais de 1300 cumarinas diferentes descritas em plantas,
fungos e bactérias®. Dentro das células vegetais, se acumulam no compartimento
vacuolar®® e sdo essencialmente sintetizadas nas raizes mas estdo presentes em
diferentes 6rgédos vegetais, incluindo folhas, frutos, flores e também nos exsudatos
das raizes das plantas®. S&do substancias que constituem uma classe quimica, na
gual o primeiro representante foi isolado por Vogel, em 1820, da espécie Coumarona
odorata. Estdo distribuidas em diferentes familias como Apiaceae, Rutaceae,
Asteraceae nas quais sdo encontradas com ampla ocorréncia. Também estéo
presentes em Fabaceae, Oleaceae, Moraceae e Thymeleaceae, entre outras, onde
possuem menor ocorréncia®’. Sdo importantes para a adaptacdo de plantas aos
estresses bidticos ou abidticos e sdo importantes protetores de plantas contra
fitopatégenos e insetos®,

As cumarinas sdo 1,2-benzopironas que consistem em um anel
benzénico ligado a um anel pirona. Sao relatados quatro subtipos que incluem
cumarinas simples (hidroxiladas, alcoxiladas, alquiladas e suas formas glicosidicas),
furanocumarinas (anel cumarina ligado a anel furano), piranocumarina (anel
cumarina ligado a anel pirona) e pirona substituidas (substituicdo no anel de pirona
em C-3 ou C-4)%. Sdo metabdlitos secundarios de plantas de baixo peso molecular,
em alguns casos fluorescentes por absorverem luz UV e sao sintetizadas pela via do
chiguimato, também conhecida como via dos fenilpropanoidesi.

Muitas etapas enzimaticas importantes da biossintese desta classe ja
foram elucidadas, que inclui liases, transferases, ligases, oxigenases e redutases,
muitas das quais sdo codificadas por superfamilias de genes, como as citocromo
P450, 2-oxoglutarato dioxigenase (2-OGD) e as redutases dependente de NADPH.
Entretanto muitas destas ainda sdo desconhecidas e muitas reacbes dependentes
de P450, ainda néo foram resolvidas!®.

O caminho do chiquimato inicia-se pelo acoplamento do fosfoenol
piruvato (PEP) proveniente da via glicolitica, com a eritrose-4-fosfato proveniente da
via da pentose fosfato, seguindo por varias etapas até a formacdo do &acido
chiquimico que posteriormente é fosforilado. Apos a fosforilagédo do acido chiquimico,

ocorre mais uma incorporacao de fosfoenol piruvato (PEP) seguida de eliminagao de
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acido fosforico. Mais uma eliminacdo de &acido fosférico ocorre através de uma
eliminacdo concertada levando ao produto acido corismico'92:100

Em sequéncia ocorre um rearranjo de Claisen, transformando o acido
corismico em acido prefénico. A L-fenilalanina, que € precursora de uma ampla
variedade de produtos naturais é entdo formada a partir do acido prefénico, em dois
passos reacionais. Uma eliminacdo da amonia da cadeia lateral catalisada pela
fenilalanina amonialiase (PAL)3194 gera o &cido trans-cinanico que ao sofrer uma
para hidroxilagdo mediada pela cinamato 4-hidroxilase (C4’H)%>1% forma o acido p-
cumarico. Em seguida a enzima 4-cumarate:CoA ligase (4CL)Y71% promove a
formacgéo do &cido p-cumaroilCoA. Este intermediario é posteriormente hidroxilado
por uma 2’-hidroxilase (C2'H)® e finalmente a umbeliferona é produzida seguida de
uma trans - cis isomerizacdo e uma lactonizacdo espontanea®1? (Figura 1.6).

Entre as cumarinas, a umbeliferona ocupa uma posi¢cdo central na
biossintese e a grande diversidade estrutural desta classe € devido principalmente a
incorporacao de unidades prenila no anel benzénico. A prenilacdo da umbeliferona
em C-6 leva a formacéo de pirano e furanocumarinas lineares e em C-8 a formacao
de pirano e furano cumarinas angulares!®10%110  Derivados mais complexos
posteriormente sdo formados através de sucessivas reaces de hidroxilacdo e/ou
metoxilacdo e até mesmo por outras prenilacdes.

As cumarinas apresentam-se como fitoalexinas'12 ou fitoanticipinas®®
associadas a resisténcia de plantas a patdgenos causadores de diversas doencas
como, Ralstonia solanacearum?!®,  Penicilium digitatum!4,  Phytophthora
citrophthora''!, Xylella fastidiosa*!®3, Xanthomonas campestres''®, Alternaria
alternata''®, Candidatus liberibacter®28 entre outras. As cumarinas mostram-se
eficazes no controle de patégenos de plantas devido a sua capacidade de bloquear
os sistemas de sinalizacdo quorum sensing (QS) e de inibir a formacao de biofilmes,
portanto esta classe de produtos naturais estdo surgindo como uma estratégia
promissora para combater infec¢cdes bacterianas na nova era da resisténcia

antimicrobianall’.
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Recentememente as cumarinas foram associadas a absorcdo de
nutrientes e na comunicagéo raiz-microbioma pois s&o secretadas na rizosfera sob
baixa biodisponibilidade de ferro. Analises de protedmica quantitativa revelaram que
a abundancia de vérias enzimas relacionadas a via biossintética geral dos
fenilpropandides em raizes é fortemente responsiva a deficiéncia de ferro, em
particular, a PAL e a 4CL118119,.120.121,

Além desta variedade de aplicacdes na area agronémica, as cumarinas
também possuem aplicacbes nas ciéncias médicas por exibirem uma ampla
atividade farmacoldgica'?>'?3 que variam de antimicrobianal?4113125  antiviral
(incluindo anti HIV, influenza, dengue e Chikungunya)'?6:12’  antifingical?®,
antiprotozodaria auxiliando no combate a Leishmaniose!?®, antioxidante'3%131 dentre
outras. Por serem inibidoras da ciclooxigenase (COX) possuem propriedade anti-
inflamatéria'®?, inibem as colinesterases auxiliando no tratamento de Alzheimer!3 e
possuem também atividade anticoagulante auxiliando no tratamento de doencas
cardiovasculares e trombose'?*. Por serem substancias que regulam espécies de
oxigénio reativas (ROR), afetam as proteinas associadas a apoptose e terem
atividade inibitéria da angiogénese tumoral*®, as cumarinas sdo reportadas por
terem atividade anti-cancerigena para os mais diversos tipos de tumores!35136,

Dentro desta classe as piranocumarinas (PCs) sdo um sub-grupo de
mais de 1300 cumarinas naturais, essencialmente encontradas em quatro familias
de plantas superiores: Apiaceae, Rutaceae, Fabaceae, Moraceae® e aparecem
como substancias majoritarias em raizes de citros*'53. As piranocumarinas possuem
um importante papel no mecanismo de defesa das plantas contra patégenos!®’,
apresentam-se como inibidoras do fungo simbiético das formigas'®® além de possuir
atividade antinociceptiva'®® e anti-HIV140141 As piranocumarinas, como a xantiletina
e seselina, sdo descritas principalmente em Rutaceae e Apiaceae e sao
consideradas os principais metabdlitos de Petroselinum crispum e Ammi visnagal®,

As piranocumarinas (PCs) também existem como lineares e angulares
assim como as furanocumarinas (FCs). Embora muitos trabalhos séo reportados na
literatura sobre a biossintese de FCs, poucas informac¢des foram publicadas sobre a
producdo de PCs. Ha poucos estudos relatados na literatura sobre a biossintese do
anel 2,2-dimetilpirano em piranocumarinas de Rutaceae. Esta informacao,
juntamente com a ambiguidade quanto a biossintese de IPP e DMAPP em

Rutaceae, levou'#? a investigar a biossintese de xantiletina e seselina em C. sinensis
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e C. limonia. A unidade de difosfato de isopentil (IPP) que participa da prenilacéo da
umbeliferona em C-6 e C-8, levando as piranocarmarinas lineares e angulares,
respectivamente, foi confirmada como sendo do 2-C-metil-D-eritritol- 4 (MEP),
descartando a via do mevalonato (MEV) ou via mista, ap0s confirmar a via
biossintética da unidade terpénica de xantiletina e seselina. O padrdo de
enriquecimento foi determinado comparando-se 0s espectros quantitativos de 3C-
RMN desses compostos isolados das raizes de C. sinensis e C. limonia,
determinando que a porcdo isopreno deriva exclusivamente da via MEP, pois
apenas o C-4' e C-5 ' da unidade IPP de xantiletina e seselina foram enriquecidos
em ambas as espécies citricas (Figura 1.7)42.
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Figura 1.7. Biossintese de xantiletina e seselina apds a incorporacao de glicose-1-
[13C]. Adaptado del42.

H& um vasto interesse nesta classe de substancias pois sao facilmente
isoladas em raizes de citros além do fato de que as piranocumarinas xantiletina e
seselina e seus intermediarios prenilados demetilsuberosina/suberosina e
ostenol/ostol sdo compostos responsivos ao ataque de varias doencas que
acometem a citricultura como jA mencionado. Para induzir resisténcia a CLas,
necessita-se de um estudo aprofundado da interagédo planta-bactéria por LC-HRMS
utilizando a rede molecular GNPS e a caracterizacdo das enzimas envolvidas na

biossintese de piranocumarinas.
1.1.8 A metaboléomica de plantas e o0 uso da plataforma GNPS

A Metabolémica refere-se a uma analise abrangente e oferece um
conhecimento sobre a composicdo de metabdlitos de qualquer sistema biologico. E

geralmente definida como uma analise qualitativa e quantitativa holistica de todos os
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metabolitos presentes em um sistema bioldgico sob condicbes especificas!*3. E o
perfil dos metabdlitos de um organismo em diferentes condicdes ambientais.
Portanto, esta abordagem nos ajuda a entender melhor os varios produtos naturais,
na descoberta de candidatos a farmacos naturais, quimiotaxonomia, filogenia e as
alteracbes de metabdlitos em resposta a estresses abidticos e bibticos nas
plantas'#*. A metabol6mica tornou-se uma ferramenta poderosa que aprofunda
nosso conhecimento sobre o metabolismo primario e secundario da planta#®,

A pesquisa com o objetivo de compreender os mecanismos de defesa
das plantas tem se beneficiado do desenvolvimento de métodos de perfilamento de
metabolitos ou da metabolémica. Varios metabdlitos estdo inter-relacionados e
formam redes metabdlicas mais complexas, portanto, abordagens metabolémicas
integradas sdo necessarias para obter um conhecimento abrangente das
configuracdes e alteracdes dos metabdlitos nas plantas’’. A metabolomica pode
identificar os efeitos fenotipicos dos estresses nas plantas medindo a abundancia de
metabdlitos, fornecendo uma resposta eficiente das alteracdes fenotipicas frente a
estresses ambientais'*®. Uma das grandes contribuicdes dos estudos nesta area é a
identificacdo da diferenca de composicao metabdlica entre duas amostras induzidas
por alteraces bidticas ou abibticas, onde a andlise destes dados é adicionalmente
complicada devido a complexidade das amostras de plantas*.

Os metabolitos produzidos sob estresse bidtico das plantas incluem
metabolitos primarios diretamente envolvidos no crescimento e desenvolvimento das
plantas, como aguUcares, aminoacidos, lipidios e intermediarios da fotossintese,
glicélise e ciclo do acido tricarboxilico (TCA) e essas alteracdes sdo consideradas
como um indicativo de disfuncéo fotossintética e reajuste osmético'*4. Por outro lado,
0s metabdlitos que ndo estdo diretamente envolvidos no crescimento e
desenvolvimento das plantas, mas respondem a condi¢des particulares de estresse
sdo conhecidos como metabodlitos secundarios que podem ser alcaldides,
flavonodides, cumarinas, terpenos, limonoides entre outros'4®,

O desenvolvimento das plataformas analiticas, especialmente a
melhoria da sensibilidade e resolucdo da instrumentacdo MS, permitiu a detecgéo e
identificacdo de milhares de metabdlitos’™. A enorme quantidade de dados
produzidos por essas tecnologias requer métodos avancados de analise de dados

para extrair informacdes relevantes. A correta aplicagdo dessas metodologias
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culminou na possibilidade de identificacdo de novos biomarcadores e a elaboracdo
de novas hipéteses sobre as consequéncias dos fendmenos estudados®147.

As abordagens metabolémicas atuais utilizando cromatografia liquida
de ultra performance acoplada a espectrometria de massa de alta resolucdo UPLC-
HRMS dizem respeito principalmente a trés tipos de analises: targeted, semitargeted
e untargeted. Nas andlises targeted e semitargeted, a identidade quimicas dos
metabdlitos a serem analisados sdo conhecidas antes da aquisicdo de dados, e o
desenvolvimento dos métodos analiticos sdo direcionados para fornecer uma melhor
seletividade e maior precisdo!**. J4 na abordagem untargeted, sdo desenvolvidos
métodos analiticos adequados para adquirir dados sobre diversos metabdlitos e sé é
possivel de ser realizada em um equipamento de espectrometria de massas de alta
resolucdo4’148,

Uma dificuldade na interpretacdo dos dados resultantes da andlise
untargeted € o grande numero de picos determinados que ndo podem ser
relacionados a uma estrutura quimica especifica e, portanto, ndo podem ser
relacionadas a uma determinada via bioquimica. A grande vantagem de andlise
direcionada, por outro lado, é que o usuario tem uma nocao prévia do que vai ser
analisado, o que fornece melhores resultados interpretaveis em um contexto
bioldgico®.

O desenvolvimento das ciéncias édmicas favoreceu a popularizagdo de
abordagens ndo direcionadas/untarget, nas quais é realizada a determinacdo do
namero maximo possivel de compostos sem uma hip6tese prévia. Para processar a
enorme quantidade de dados obtidos usando essas poderosas técnicas, diferentes
ferramentas quimiométricas sdo usadas para extrair informa¢des quantitativas e
qualitativas relevantes!46.149,

Algumas das ferramentas quimiométricas mais populares usadas em
metabolémica incluem analise de componentes principais (PCA), andlise de
variancia (ANOVA), andlise de agrupamento hierarquico (HCA) entre diversas
outras'®, A PCA é uma ferramenta matematica que visa representar a variagéo
presente no conjunto de dados. E a abordagem estatistica multivariada mais
utilizada como método de reducdo de dimensdo que identifica a variancia entre
amostras, classificando todas as variagées substanciais em diferentes componentes
principais (PCs) onde cada PC representa uma tendéncia significativa de variagdo

independente. Viabiliza a reducéo de grande parte das variaveis de um conjunto de
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dados em poucos componentes principais que explicam grande parte da variagéo
dos dados!®.

Ha uma série de cuidados a serem considerados na execucao de
analises metaboldomicas e as etapas principais envolvidas no projeto experimental
sdo: o preparo de amostra, aquisicdo de dados por meio de estratégias analiticas e
utilizacdo de técnicas quimiométricas adequadas para mineracdo de dados. O
primeiro deles é com relacdo ao preparo de amostra que possui um tremendo
impacto sobre os resultados finais'441°1,

A técnica escolhida para preparo de amostra deve ser rapida,
econdmica, simples e deve manter a integridade da amostra. A preparacdo da
amostra de plantas para as analises envolve trés etapas: coleta do material vegetal,
extracdo e clean up. A coleta do material vegetal deve ser realizada com cautela,
pois 0 metaboloma da planta é sensivel a rea¢Bes enzimaticas que podem degradar
varios metabélitos®®. Normalmente, o material vegetal é armazenado em nitrogénio
liquido imediatamente apoés a coleta a fim de evitar qualquer alteracdo metabdlica.

A escolha do solvente de extracdo também € muito importante e deve
ser selecionado com cautela, levando em consideracao o tipo de amostra e o tipo de
andlise que pretende-se realizar. Dentro do preparo de amostra € de extrema
importancia realizar o clean-up para eliminar possiveis interferentes e para promover
a separacao e enriquecimento de moléculas alvo em amostras complexas, com o
objetivo de minimizar danos instrumentais, obter melhor resolugdo e maior
sensibilidade. As técnicas mais utilizadas sdo a extracdo em fase sélida (SPE),
extracdo liquido-liquido (LLE), cromatografia de permeacdo em gel (GPC), Quick
Easy Cheap Effective Rugged Safe (QUEChERS), microextracdo em fase sélida
(SPME), extracéo de solvente assistida por ultra-som (UASE) e extracao sequencial
assistida por micro-ondas (MWASE)?152:153.154,

A aquisicdo dos dados é o segundo desafio a ser enfrentado nas
analises metabolémicas utilizando LC-HRMS. Dois instrumentos principais de HRMS
sdo frequentemente utilizados em estudos metabolémicos: o orbital ion trap
(Orbitrap) e analisadores de massa de tempo de vdo quadrupolo (Q-ToF), que
podem atingir precisdes de massa abaixo de 2 ppm?*°!. Assim, para obter bons
resultados nas andlises é extremamente necessario otimizar de maneira refinada os
parametros do equipamento, tais como a composicdo da fase movel, vazéo,

temperatura e fluxo do gas para nebulizacdo, modo de ionizacéo, energia de colisdo
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dentre outros. Todas estas configuracbes precisam ser aprimorados durante o
desenvolvimento do método de andlise garantindo alta sensibilidade, alta
seletividade, reprodutibilidade e consequentemente analises de boa qualidade que
permitem um bom processamento e mineracédo de dados!®%1%,

O pré-processamento de dados brutos com certeza € o maior desafio a
ser enfrentado na metaboldomica e precisa ser realizado com muita cautela. Esta
etapa inclui filtragem de ruido (background), correcéo de linha de base, deteccéo de
pico, deconvolucdo, normalizacdo, alinhamento e identificagdo (Figura 1.8)1%6. A
filtragem de ruido e a correcdo da linha de base sdo definidas para reduzir ou
separar sinais originados de sinais de fundo causados por interferéncia quimica ou
instrumental. A deteccao de pico lida principalmente com a identificacdo correta de
um sinal e sua intensidade juntamente com a deconvolucdo espectral de massa
onde o0s picos sobrepostos também podem ser resolvidos através do agrupamento
de acordo com a contribuicdo isotdpica de cada sinal'#4,

O alinhamento consiste na corre¢cdo dos tempos de retencdo de picos
com mesmo m/z, alinhando as caracteristicas detectadas em diferentes amostras
visando remover deslocamentos para um determinado sinal e assim, garantir a
extracdo de informacgdes Uteis. A normalizagcdo remove variacdes atribuidas a fontes
experimentais, como ruido analitico ou erro experimental e retém variacGes
relevantes atribuidas a eventos biolégicos. Remove a variacdo sistematica
indesejada entre amostras, podendo aumentar a “importancia” de compostos pouco
abundantes!®®. Varios softwares de processamento de dados tém sido usados para
auxiliar no pré-processamento de dados metaboldémicos e os mais utilizados séo o
XCMS7 MZMinel%8, MSDIAL'%%, OpenMS*%, entre outros.

A partir do século XXI, comecgou a surgir as novas tendéncias émicas
combinadas com o0s avancos nha espectrometria, levando a popularizacdo da
aplicacdo de estudos em metabolémical®®. Dentro deste cenario diversas
ferramentas combinadas ao uso do LC-HRMS surgiram na tentativa de resolver
grandes problemas na mineracédo de dados, avaliacdo de dados, processamento de
dados e interpretacdo de dados. Para auxiliar na etapa final de todo este processo,
gue é a etapa de identificacdo, a rede molecular/molecular networking classical (MN)
ou feature-based molecular networking (FBMN) dentro da plataforma da web Global
Natural Products Social (GNPS) (http://gnps.ucsd.edu) tem sido utilizada para a

andlise de dados de espectrometria de massas untargeted*6?,
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O GNPS foi introduzido em 2012 e tornou-se publicamete acessivel em
2013. E uma plataforma alimentada por mais de 3.000 nGcleos de CPU na
Universidade da Califéornia San Diego Center para Espectrometria de Massas
Computacional e o repositério de dados MassIVE, fornecendo aos pesquisadores de
mais de 150 paises a capacidade de realizar o MN/FBMN%2, A rede molecular
utilizando a plataforma GNPS tem se tornado uma ferramenta de bioinformatica
essencial para visualizar e anotar dados de espectrometria de massa untargeted. O
conjunto de dados adicionado ao repositorio GNPS consiste em uma analise
automatica, onde cada dezenas de milhGes de espectros em conjuntos de dados é
combinado com bibliotecas espectrais de referéncia para anotar moléculas e
descobrir possiveis andlogos (Figura 1.8). Inclui bibliotecas espectrais MS/MS
disponiveis para produtos naturais como o MassBank, ReSpect e NIST*6L,

O MN classical baseia-se no principio de que estruturas semelhantes
tendem a se agrupar pois formam padroes semelhantes em espectros de
fragmentacdo de massa (MS/MS). A FBMN consiste no mesmo principio, porém
possui um pré-processamento utilizando um software bem estabelecido, melhorando
o MN classical, permitindo uma andlise quantitativa relativa, resolucao de isbmeros e
facilita a anotacdo espectral®”'%2, O MN/FBMN ¢ construido por meio de
comparacdes espectrais em pares de um conjunto de dados, criando uma rede
espectral de espectros de segunda ordem (MS/MS). Esta rede € entdo enriquecida
pela anotacdo dos espectros experimentais MS? contra bibliotecas espectrais
MS/MS ou bancos de dados®. A visualizacdo e a andlise sdo auxiliadas pela
organizacdo de semelhancas de MS/MS par a par em redes moleculares, nas quais
noés representam compostos e links entre nés representam pontuacdes de
semelhanca®, conectando moléculas relacionadas por sua semelhanca espectral e

as agrupando em clusters (Figura 1.8).
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Figura 1.8. Etapas para geracdo de redes moleculares a partir de dados MS né&o
direcionados com a plataforma web GNPS: MN classical e FBMN. Adaptado de Nothias
2017 e Panda 20187.

Em paralelo a este avanco da plataforma gratuita e digital GNPS, uma
ferramenta adicional que tem auxiliado na resolucéo de problemas com identificacéo,
permitindo a elucidacdo de nodos pertencententes a um cluster do MN/FBMN ¢é o
MSFinder (Figura 1.8). Os espectros podem ser anotados por suas formulas
elementares de acordo com a contribuicdo isotopica e fragmentacdo espectral de
dados experimentais versus in silico, integrando estruturas e formulas para 224622
metabolitos conhecidos!®. Esta abordagem utiliza calculos matematicos e inclui os
bancos de dados disponiveis gratuitamente: ChEBI, PlantCyc, KNApSAcK,
NANPDB, UNPD, PubChem dentre outros.

E indiscutivel as vantagens que esta abordagem trouxe para 0S
estudos em metabolémica, fornecendo um espaco de conhecimento liderado pela
comunidade cientifica, no qual os dados com relacdo aos produtos naturais podem
ser compartilhados, analisados e anotados por pesquisadores em todo o mundo, de
maneira publica e gratuita. Atualmente, o GNPS contém espectros para apenas
cerca de 3% de produtos naturais conhecidos, mas o banco de dados vem se
expandindo progressivamente, fortalecendo a capacidade dos pesquisadores de

fundamentar seus conjuntos de dados desconhecidos com espectros de referéncia®.
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1.1.9 Uma andlise bibliométrica para citricultura e o HLB

A bibliometria pode contribuir fundamentalmente para uma analise de
como as disciplinas estdo se desenvolvendo e como as evidéncias estdo
conectadas, revelando a estrutura de campos de estudos. E um método popular e
rigoroso para explorar e analisar grandes volumes de dados cientificos. Além disso,
fornece informacdes sobre o status atual do conhecimento e apoia o
desenvolvimento de futuras linhas de pesquisal®®. Isso porque este tipo de andlise
pode ajudar os pesquisadores a compreender melhor o estado da arte de um
determinado campo de pesquisa, identificando lacunas e tendéncias.

O numero de publicagbes no ambito cientifico vem aumentando
exponencialmente e os pesquisadores necessitam de revisées informativas para se
manterem atualizados, sendo assim, a bibliometria descreve a estrutura da literatura
cientifica usando informacdes sobre autores tais como citacbes ou palavras-chave
compartilhadas entre artigos e fator de impacto das revistas publicadas!®®.

E uma abordagem que determina a estrutura dos campos de pesquisa
por meio de analise de desempenho, que estabelece o ranking de autores cientificos
por meio de medidas de produtividade (por exemplo, nimeros de publicacdo ao
longo do tempo, citacdes, indice H) e por meio de redes bibliométricas que
representam a estrutura dentro da literatura cientifica, analisando conexdes entre
autores, instituicdes e palavras-chave'®*. Responde questfes sobre quais sdo os
assunto mais publicados em determinado campo de pesquisa, quem sao 0s autores
mais influentes e que paises e instituicbes colaboram entre si.

Este tipo de andlise de mapeamento bibliométrico utiliza softwares de
visualizacdo de dados como CiteSpace!®®, Gephi, Leximancer, VOSviewer®’,
CitNetExploreri®® e bancos de dados cientificos como Scopus e Web of Science!d,
O software O VOSviewer é considerado uma das ferramentas mais utilizadas
atualmente, aborda uma representacdo grafica e € especialmente util para exibir
grandes mapas bibliométricos de maneira facil de interpretar??®.

Para a analise biobliométrica a fim de observar as tendéncias no
estado da arte que envolve os temas citrus e HLB, que sdo duas palavras-chave
centrais ao tema abordado no presente trabalho, foi utilizado o software VOS viewer
e 0 banco de dados da Scopus. Foram selecionados todos os papers publicados

com estes temas a partir do ano de 2000 até 2021.
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A Figura 1.9, mostra o mapeamento bibliométrico para a palavra de
entrada citrus. O tamanho de cada um dos nodos representa a relevancia de cada
palavra de acordo com a frequéncia que aparecem e o tamanho da linha que liga os
nodos refere-se a intensidade com que eles se correlacionam. E possivel observar
qgue ha a formacgdo de quatro clusters principais com as palavras Citrus em verde,
Citrus fruits em vermelho Chemistry em amarelo e metabolism em azul. Todos estes
clusters estdo correlacionados, demonstrando que todos as areas de pesquisa

abordando o tema citrus estéo interligadas.
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Figura 1.9. Visualizagdo de rede usando VOSviewer, referente a palavras-chave

utilizando a palavra de entrada Citrus.Nota: Cada n6 em uma rede representa uma palavra-

chave em que: (1) o tamanho do né indica a ocorréncia (ou seja, o nUmero de vezes que a palavra-

chave ocorre), (2) o link entre os nds representa a co-ocorréncia entre as palavras-chave.

Para o cluster em verde com a palavra citrus podemos destacar as
palavras-chave que aparecem com maior frequéncia como genetics, gene
expression, transcriptome, plant disease, pesticide, huanglonbing, psyllidae, insect
vector, hemiptera, bacterium, virology dentre outras. Através desta andlise é possivel
observar que como foco de estudo dentro da citricultura esta a probleméatica ao
ataque de patdgenos, especialmente virus e bactérias e a doenca do HLB. Outra
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7z

importante constatacdo é sobre a alta tendéncia de estudos transcriptdbmicos,
gendmicos e de expressao génica para resolver as problematicas dentro do setor. As
palavras Brazil e China também aparecem como destaque neste cluster, talvez por
serem o0s paises lideres em producéo de citrus no mundo e por se destacarem na
pesquisa cientifica dentro deste &mbito.

O cluster em vermelho referindo-se a palavra Citrus fruits, enfatiza o
setor de processamento de frutos, que vai desde a producdo até a geracdo de
residuo e suas possiveis aplicacdes. Ha a ocorréncia das palavras adsorption, waste
treatment, reusability, degradation, chitosan, fibers, zinc, phosphors, iron, pH,
ligands, molecules, etc. Este cluster destaca principalmente o crescente interesse na
utilizacdo de frutas citricas e consequentemente a geracdo de residuos que vem
aumentando relativamente. H4A uma grande preocupacdo aos impactos ambientais
gerados, devido a isso a comunidade cientifica tem concentrado esforgos para o
emprego da economia circular, a fim de reutilizar estes residuos que possuem
propriedades adsorventes e que sao ricos em pectina, quistosana, antioxidantes e
polifendis. Estes residuos sdo fonte potencial de matéria-prima nos setores de
alimentos, cosméticos, farmacéutico, embalagens e outros setores nao alimenticios.

O cluster em amarelo, onde temos a palavra Chemistry como destaque,
mostra a importancia dos estudos quimicos performados no setor citricola. Destaca-
se as palavras mass spectrometry, analysis, procedures, fruit juices, antioxidants,
pectins, amino acids, etc. Podemos destacar a importancia da espectrometria de
massas nos estudos cientificos que envolvem a quimica dos citros, seja para a
analise das partes vegetais, dos frutos, em estudos de isolamento e identificacdo de
metabdlitos e de interacdo planta-patégeno. O cluster em azul que destaca a palavra
Metabolism, estd intimamente interligado ao cluster em amarelo. Para este é
evidenciado a quimica como ciéncia central para a contribuicao/utilizacdo dos citros
no metabolismo humano, gerando impactos positivos na satde humana e aplicagbes
nas ciéncias médicas. Cofirmando estas afirma¢gfes podemos observar a maior
ocorréncia das palavras controled study, drug effect, citotoxicity, reative oxygen
metabolite, apoptosis, human cell, upregulation, animal experiment, metabolite,
obesity, dentre outras.

Através dessa analise foi possivel extrair iformacdes relevantes sobre
0s paises que mais publicam sobre o tema e os autores em destaque no ranking. Os

paises que se destacam no numero de publicacdes sdo China, Estados Unidos,
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india, Brasil, Espanha, Italia, Ird, Jap&do, Coréia do Sul, Paquistdo, Turquia, Franca,
Reino Unido e Australia, respectivamente (Figura 1.10). Observa-se que a
colaboracédo cientifica mais forte é entre China e Estados Unidos. O pais que tem
mais conexdes de colaboracdo com outros paises € a China, seguida dos Estados
Unidos. O Brasil € um dos paises com maior nimero de colaboragdes com outros
paises, tendo os Estados Unidos, Espanha, México e China como as mais
expressivas, respectivamente. Para a classificacdo de paises que mais publicam foi
possivel observar a formacao de oito clusters. O vermelho composto por 25 paises,
o verde por 29, o azul escuro por 13, o amarelo por 12, o roxo por 10, o azul claro
por 7, o laranja por 5 e por fim o marrom por 1 pais.

A Figura 1.10, mostra que 0s autores com 0 maior numero de
publicacdes a nivel mundial € o Wang Y., Zhang H., Wang Z., Chen S., Zhou Y.,
Deng X., entre diversos outros. Um aspecto que atrai bastante atencdo é que um
série de pesquisadores brasileiros aparecem como destaque nesta andlise. O
pesquisador brasileiro mais influente na area de Citrus € o Machado M. A., do Centro
de Citricultura Sylvio Moreira - IAC. Outros pesquisadores da mesma instituicao
também aparecem como de Souza A. A., Cristofani-Yali M., Lopes J. R. S., Coletta-
Filho H.

Pesquisadores do Grupo de Produtos Naturais da UFSCar que faz
parte do Programa de Institutos Nacionais de Ciéncia e Tecnologia — Controle
Biorracional de Insetos Pragas e Fitopatégenos INCT/CBIP, também aparecem em
destaque e mostra que estabelecem colaboracdes com o Instituto Agronémico de
Campinas IAC: Forim M. R e Fernandes J. B. Outro pesquisador que aparece como
destaque € o Lopes S. A. da Fundecitrus. A presenca de 27 clusters é observada,
onde o cluster em azul claro representa em sua grande maioria pesquisadores do
Brasil e América Latina.

O INCT-CBIP foi fundado em dezembro de 2008 e esta envolvido em
Ensino, Pesquisa, Inovacdo e Extensdo, orientado para a formacdo de
pesquisadores qualificados e para a geracdo de conhecimentos de produtos
agroquimicos através das seguintes linhas de pesquisa: produtos naturais como
fontes de novos pesticidas; modificacbes semissintéticas; o modo de acdo de
pesticidas sintéticos e naturais por inibicdo de enzimas: enzimas imobilizadas em
reatores; a nanotecnologia para melhorar a atividade, solubilidade e estabilidade; as

doencas citricas e mecanismos de resisténcia.
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Figura 1.10. . Visualizac&o de rede usando VOSviewer, referente a autores e paises

utilizando a palavra Citrus. Nota: Cada n6 em uma rede representa uma palavra-chave em que:
(1) o tamanho do né indica o numero de publicagBes por autor/pais, (2) o link entre os ndés representa

as colaboracdes entre autores/paises.

Um outro mapeamento foi realizado utilizando a palavra de entrada
HLB, utilizando a plataforma Scopus, com data de 2000 até 2021, onde multiplas
vertentes foram identificadas para um amplo espectro de estudos. E possivel
observar que ha a formacgéo de quatro clusters principais com as palavras citrus em
vermelho, genetics em azul, chemistry em amarelo e solid phase extraction em verde
(Figura 1.11). Através desta visualizacdo de dados infere-se que a quimica e a
genética estdo extensivamente presentes nos estudos mais importantes envolvendo
esta doenca que tem devastado a citricultura. N6 ambito destas duas grandes areas
da ciéncia, estudos utilizando cromatografia liquida, cromatografia gasosa,
espectrometria de massas, reacdo de cadeia polimerase (PCR), estudos in vitro,
agentes anti-bacterianos, microbiologia, tem se mostrado como fortes tendéncias

durante estes 20 ultimos anos.
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Figura 1.11. Visualizacdo de rede usando VOSviewer, referente a palavras-chave

utilizando a palavra de entrada HLB. Nota: Cada n6 em uma rede representa uma palavra-
chave em que: (1) o tamanho do n¢ indica a ocorréncia (ou seja, 0 nUmero de vezes que a palavra-

chave ocorre), (2) o link entre os nos representa a co-ocorréncia entre as palavras-chave.

Os paises que possuem o maior numero de publicacbes em pesquisa
cientifica sobre o HLB sao China, Estados Unidos, Espanha, Brasil, Japdo, Reino
Unido e Alemanha. A partir da formacdo de 9 clusters e suas ligacdes, é possivel
constatar que 0s paises que possuem cooperacdo cientifica de maior expressao €
China e Estados Unidos. O Brasil, assim como na pesquisa para o tema citrus, o
tema HLB apresenta maiores colaboragcbes com Estados Unidos, seguido da
Espanha, México e China (Figura 1.12).

No levantamento realizado para autores com maior numero de
publicacdes relevantes sobre HLB é possivel obervar uma complexa clusterizagéao,
composta por 29 clusters. Os nomes que mais aparecem sdo Zhang Y., Wang J.,
Wang |, Wang N., Chen D., Duan Y., Killini N. Por sua vez, os pesquisadores
brasileiros recebem grande destaque nesta tematica, mostrado no cluster em azul
escuro. Os nomes que aparecem com maior relevancia mais uma vez sao Machado
M. M, do Centro de Citricultura Sylvio Moreira e o Lopes S. A. da Fundecitrus. Outros
nomes importantes surgem como o pesquisador Parra J. R. P. e Yamamoto P. T, da
ESALQ-USP, Bassanezi R. B. e Wulff N. A., da Fundecitrus (Figura 1.12).
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Figura 1.12. Visualizacdo de rede usando VOSviewer, referente a autores e paises

utilizando a palavra HLB. Nota: Cada n6 em uma rede representa uma palavra-chave em que:
(1) o tamanho do né indica o numero de publica¢6es por autor/pais, (2) o link entre os noés representa

as colaboracdes entre autores/paises.

Esta revisdo bibliométrica, evidenciou a relevancia do presente
trabalho, mostrando que estdo sendo abordados os temas em ascensao dentro da
citricultura. Além disso mostra que foram utilizadas ferramentas, instrumentos e
metodologias dentro da Quimica Orgéanica, Genética, Microbiologia e Cultura de
Tecidos in vitro, que possuem grande impacto na pesquisa cientifica moderna que
tem como objetivo central solucionar os principais problema enfrentados atualmente
no setor agricola de producéo de citros. Os resultados mostraram que a pesquisa em
HLB dentro da citricultura, mostra-se como um campo em crescente ascencgao,
exatamente por ser a principal probleméatica na atualidade neste setor. Outro aspecto
a ser levado em consideracdo é que o Grupo de Produtos Naturais da UFSCar,
possui um grande impacto nesta linha de pesquisa. Aléem disso a execuc¢ao de todo
este trabalho conta com a colaboracdo de grandes nomes a nivel mundial, tanto de
cientistas como de instituicdes brasileiras em colaboragdo com cientistas e outras

instituicbes de outros paises.
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Identificar metabdlitos que sejam responsivos a infecgcdo da bactéria
Candidatus liberibacter através do estudo metabolémico via LC-HRMS utilizando a
plataforma GNPS e analises quimiométricas, em raiz central e radicela de Citrus
sinensis x Citrus limonia de plantas sadias e plantas sintomaticas infectadas com
HLB cultivadas em casa de vegetacéo e raiz de plantulas de Citrus sinensis sadias e

infectadas com HLB cultivadas in vitro.
1.2.2 Objetivos especificos

Para alcancar o objetivo geral, os objetivos especificos seréo:

o Preparar mudas de Citrus sinensis x Citrus limonia em casa de
vegetacao e plantulas de Citrus sinensis in vitro.

o Inocular a C. liberibacter em C. sinensis x C. limonia cultivadas
em casa de vegetacao através de borbulhas infectadas com a bactéria.

o Inocular a C. liberibacter em C. sinensis cultivadas in vitro,
através de psilideos Diaphorina Citri infectados com a bactéria.

. Realizar analises de PCR em todas as plantas utilizadas neste
estudo a fim de confirmar a auséncia e a presenca da bactéria C. liberibacter.

. Isolar as piranocumarinas xantiletina e seselina das raizes de
citros para obtencdo de padrbes para posterior andlises em LC-HRMS e
guantificagcdo em HPLC-UV.

o Realizar analises em LC-HRMS g-Tof para obter respostas sobre
metabdlitos que possam ser responsivos a infeccdo da bactéria C. liberibacter em
raiz central (R) e radicela (Rd) de C. sinensis x C. limonia de plantas sadias (PS) e
plantas sintomaticas infectadas com HLB (PI) cultivadas em casa de vegetacao e de
plantulas de Citrus sinensis sadias (RPSiv) e infectadas com HLB (RPIiv) cultivadas
in vitro.

o Realizar estudos metabolémicos aplicando o pré-tratamento de

dados obtidos na analise via LC-HRMS Q-ToF utilizando o software MSDial e
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posterior andlise de rede molecular para notacdo de metabdlitos utilizando a
plataforma GNPS.

o Identificar os metabdlitos que sdo responsivos a infec¢do de C.
Liberibacter em todas as plantas avaliadas neste estudo, utilizando andlises
guimiométricas de PCA e HCA utilizando o software Pirouette®.

o Quantificagdo das piranocumarinas xantiletina e seselina nas
raizes de C. sinensis x C. limonia de plantas sadias (RPS) e de plantas sintométicas
infectadas com HLB (RPI) cultivadas em casa de vegetacéo.
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1.3 Materiais e métodos

1.3.1 Obtencao de plantas de C. sinensis x C. limonia em casa de

vegetacao

As mudas certificadas de C. sinensis x C. limonia foram adquiridas na
SaniCitrus — Araras-SP. As plantas de aproximadamente 8 meses, foram mantidas
em casa de vegetacédo, para posterior extracdo dos padrbes de xantiletina e seselina

das raizes e posterior insercdo de borbulhas contaminadas com C. liberibacter.
1.3.2 Obtencao das plantulas de C. sinensis in vitro

As sementes de C. sinensis foram cedidas pela Dra. Mariangela
Cristofani-Yali do Centro de Citricultura do Instituto Agronédmico de Campinas (IAC),
localizado no municipio de Cordeirdpolis-SP. Foram obtidas 500g de sementes de C.
sinensis, provenientes do lote de matrizes da Fazenda Itapua.

As sementes de C. sinensis foram submetidas a assepsia com solugao
de Captan (Orthocide® 500) e Tiofanato-metilico (Cercobin® 700WP) a 1% e
mantidas sob agitacdo a 90 rpm por 30 min. Posteriormente foram imersas em 100
mL de hipoclorito de sddio (0,5%) por 15 min sob agitacdo e lavadas com agua
destilada (3 vezes). Apds esses procedimentos foi realizada a inoculacdo destas em
meio MS basal semissélido com 2,5 g.L! de Phytagel®, suplementado com 30 g.L*
de sacarose e nutrientes de acordo com o protocolo de MURASHIGE; SKOOG,
1962171 (Tabela 1.1)

ApoOs a inoculagéo, as sementes foram mantidas em sala de cultura a
25 + 2 °C, com 55-60% de umidade relativa e controle de foto periodo com 16h de
luz e 8h em auséncia de luz, para a germinacdo. A cada 30 dias, as plantulas foram
transplantadas para novas cubetas para a manutencdo da suplemementacdo

necessaria para o crescimento adequado da cultura in vitro.
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Tabela 1.1. Composicéo do Meio MS basal MURASHIGE; SKOOG, 1962.

Constituintes do Meio MS basal

Constituintes Quantidade (mg/L) Constituintes  Quantidade (mg/L)
KNOs3 1900,0 Na:Mo0O4.2H20 0,250
NH4NO3 1650,0 CoCl2.2H20 0,025
MgSO4.7H20 370,0 FeS04.7H20 27,8
CaCl.2H20 440,0 Na2EDTDA 37,3
KH2PO4 170,0 Miolnositol 100,0
MnS0O4.4H20 22,3 Tiamina HCI 0,10
N 0,83 Acido nicotinico 0,50
H2BOs 6,20 Glicina 2,0
ZnS04.7H20 8,60 Piridoxina HCI 0,50
CuS04.5H20 0,025 Sucrose 30000,0

1.3.3 Inoculacao de C. liberibacter em plantas de C. sinensis x C.

[imonia

Borbulhas de C. sinensis x C. limonia de plantas diagnosticadas com a
doenca HLB, foram coletadas e mantidas em &agua. Em seguida estas foram
inseridas em 10 mudas sadias de C. sinensis x C. limonia através de um corte
vertical. O local onde foi realizada a introdu¢do da borbulha foi protegido com
plastico Parafim® durante 20 dias para cicatrizacdo do tecido vegetal. As plantas
foram mantidas por 8 meses em casa de vegetacdo e posteriormente submetidas a

avaliacdo da presenca da bactéria CLas por qPCR.

1.3.4 Inoculacdo de C. liberibacter em plantulas de C. sinensis

cultivadas in vitro

Os psilideos D. citri mantidos em plantas de citros contaminadas com
CLas foram coletados com o auxilio de sugadores e introduzidos em cubetas
contendo plantulas de 2 meses cultivadas em meio MS basal in vitro a 27°C (Figura
1.13). Todo o procedimento foi realizado em capela de fluxo laminar sob as devidas

condicBes de assepsia. Foram mantidos 5 psilideos em cada uma das plantulas in

39



Capitulo 1

vitro durante 5, 10, 15 e 20 dias. Em cada um destes tempos, foram retiradas

amostras de folhas para avaliacdo da presenca da bactéria por qPCR.

Figura 1.13. Inoculacdo de psilideos D. citri infectados com C. liberibacter em

plantulas de C. sinensis cultivas in vitro.

As amostras de DNA foram extraidas de 0,3 g de tecido vegetal das
folhas que foram finamente cortadas e colocadas em tubos Eppendorf® de 2,0 mL,
adicionando-se 2,0 mL de solucdo de tampéo de extracdo concentrado (CTAB) +
0,2% de B-mercaptoetanol de acordo com o protocolo de MURRAY & THOMPSON,
1980. O material foi entdo macerado com triturador Tissuelyser Il - Qiagem® por 45
segundos e posteriormente incubados a 65°C em banho por 30 min. Seguiu-se para
mais uma etapa onde as amostras foram centrifugadas a 12.000g por 5 min a 25°C.

Foram transferidos 0,9 mL do sobrenadante para um novo tubo
Eppendorf® com 0,9 ml de cloroférmio-isoamilico 24:1 que em seguida foi
homogeneizado em vortex e centrifugado a 12.000g por 5 min. Foram transferidos
para um novo tubo Eppendorf®, 0,8 mL da fase aquosa que foi recuperada e
adicionou-se 0,48 mL de isopropanol para promover a precipitacdo do DNA.

Apoés a precipitagdo do DNA, as amostras foram incubadas por 30
minutos a -20°C e centrifugadas por 20 min a 12.000g na temperatura de 4°C. O
sobrenadante foi descartado e foi realizada duas etapas de lavagem com 0,9 mL de
etanol 70% e centrifugado a 12000g por 10 minutos. O DNA foi colocado por 8
minutos em um sistema a vacuo speed-vac e ressuspendido em 0,05 mL de agua

Milli-Q® previamente autoclavada e deixada em overnight a 4°C.
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Para a deteccdo do DNA de CLas, utilizou-se a reagdo em cadeia da
polimerase em tempo real (QPCR), por ser considerada mais sensivel que a PCR
convencional na deteccdo da bactéria. As andalises foram conduzidas no
equipamento StepOne Plus Thermocycler - Applied Biosystems®. As analises foram
realizadas de acordo com a metodologia desenvolvida por Li et al. 2006172, através
do uso de oligonucleotideos e sonda com base na regido do DNA ribossomal 16S
(DNAr 16S — numero de acesso GenBank: L22532 para CLas) . As reacfes de
gPCR foram preparadas para um volume final 12 uL, resultado da adicdo de 1 uL de
DNA da planta sem diluicdo, 6 pL de Path ID Master Mix - Ambion®, 0,5 pM dos
primers e sondas especificas. A reacdo Iniciou-se com O processo com a
desnaturacao a 95 °C por 10 min, seguido de 1 ciclo de desnaturacdo a 95 °C por

15s e 40 ciclos para anelamento e extensao a 58 °C por 60 s.

1.3.5 Isolamento dos padrdes xantiletina e seselina de raizes de

citros

As raizes plantas de citros certificadas, obtidas da Sanicitrus, foram
cortadas e secas em estufa de circulacdo a 40°C durante 7 dias e trituradas em
moinho de facas tipo Willye da marca Tecnal. Em seguida 200 g de material seco foi
submetido a uma sequéncia de 3 extracbes com o auxilio de um
homogeneizador/dispersor, T-10 standard ULTRA-TURRAX da IKA a 10.000 rpm
durante 2 min em 500 mL etanol. O sobrenadante foi entéo filtrado, com auxilio de
bomba a vacuo, e o restante da biomassa submetida a 3 lavagens com 150 mL de
etanol. Por fim, os extratos foram secos a vacuo em evaporador rotativo BUCHI,
rotavapor R-200 equipado com banho BUCHI B-490 e recirculador refrigerado
NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5° e armazenados a 4°C em recipientes
fechados. O extrato etandlico obtido, foi ressuspendido em 200 mL de metanol e
fracionado através de uma extracao liquido/liquido com hexano (3 x 300 mL). Desta
foram obtidas as fracdes hexéanica e etandlica.

A fracdo hexanica foi submetida a fracionamento em cartuchos SPE C-
18 Supelco®, 10 g, 60 mL e particula de 60 um em manifold a vacuo, com gradiente
de eluicdo H20/ACN (90:10, 80:10, 70:30, 50:50, 20:80, 0:100). As fracbes foram
coletadas e monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD). As

piranocumarinas de interesse foram encontradas na fracdo 90:10. Esta fracdo foi
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submetida a separagdo por cromatografia liquida preparativa, utilizando o
equipamento Shimadzu® 20AR sistema binario de bombas, com DAD e coletor de
fracbes FRC 10A, coluna C-18 Gemini Phenomenex® (250 x 10 mm), com tamanho
de poro de 110A, diametro de particula de 5 pm. Foi utilizado método isocratico de
eluicdo 50:50 H20/ACN em 30 min, com um volume de inje¢cdo de 100pL a uma
vazdo de 3mL/min. Foram coletadas 6 fracdes que foram monitoradas por
cromatografia em camada delgada analitica (CCDA).

A xantiletina e seselina foram encontradas na Fracdo 3, que foi
submetida a separacdo em cromatografia liquida analitica para a purificacdo de
ambas as substancias. As andlises foram realizadas em cromatégrafo Liquido
Agilent® 1260 com sistema quaternario de bombas, amostrador automatico, detector
UV e coletor de fracBes. Foi utilizado método isocratico de eluicdo 50:50 H2O/ACN
em 30 min, a uma vazdo de 0,8 mL/min, com volume de injecdo de 20pL,
temperatura da coluna de 35°C, utilizando coluna C-18 Gemini Phenomenex®, (150
X 4,6 mm), com diametro de particula de 5um. Em seguida a pureza das substancias
isoladas foram submetidas a analise de RMN de 'H no equipamento Brucker DRX -
9,8 T (400 MHz para RMN *H), equipado com autoinjetor de amostra, sonda de 5
mm BFO (smart probe com ATMA®) e bobina de gradiente de campo em z, unidade

geradora de gradiente de campo e unidade de temperatura variavel.
1.3.6 Anélises em LC-HRMS - q TOF

A raiz central (R) e as radicelas (Rd) das plantas cultivadas em casa de
vegetacao, referentes aos tratamentos de planta sadia (PS) e planta infectada (PI),
foram separadas e submetidas a extracdo como descrito no item 1.3.5, até a etapa
de secagem a vacuo em evaporador rotativo e armazenagem a 4°C em recipientes
fechados. As raizes das plantulas cultivadas in vitro, referente aos tratamentos de
plantulas sadias (RPSiv) e plantulas infectadas (RPIliv) foram retiradas do meio MS
basal e trituradas com auxilio de almofariz de pistilo. Posteriormente foram
armazenadas em erlenmeyers de 500 mL para extracdo com 250 mL de etanol
durante 24h. O sobrenadante foi entéo filtrado em papel de filtro comum e por fim, os
extratos foram concentrados a vacuo em evaporador rotativo BUCHI, rotavapor R-
114 equipado com banho BUCHI B-480 e recirculador refrigerado NESLAB, modelo
CFT-25 mantido a 5°C, e armazenados a 4°C (Figura 1.14).
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Figura 1.14. Esquema da metodologia de extracdo para obtencdo de extratos das

plantulas de C. sinensis cultivadas in vitro.

Todas as amostras foram ressuspendidas na concentracdo de 500
pg.mL1, utilizando H20/ACN 5:95 e submetidas a clean up em cartuchos SPE C-18
Supelco® de 1 g, 6 mL e diametro de particula de 40 um em manifold a vacuo. Foi
realizada a eluicdo das amostras nos cartuchos com 50mL H20O/ACN 5:95, a fim de
remover quaisquer interferentes que possam danificar o sistema cromatografico
posteriormente. As amostras foram secas em gas nitrogénio e ressuspendidas em
ACN grau MS, a uma concentracgédo final de 500 pg.mL* e por fim filtradas em filtros
PTFE de 0,22 um. Foram utilizadas 4 réplicas biolégicas para cada tratamento que
foram preparadas em triplicata, para posterior analise metabolémica. Foram também
injetados padrdes de xantiletina e seselina na concentracdo de 50 pg.mL*?, para
auxiliar no alinhamento e normalizacdo na etapa de pré-processamento dos dados.

As andlises foram realizadas em LC-HMRS Q-TOF Agilent - 6545 com
coluna Agilent®, Zorbax Eclipse Plus C-18 (2,1 x 50 mm) - 1,8 pym, utilizando
gradiente de eluicdo de H20 + 0,1% ac. férmico e ACN + 0,1% &cido formico 95:5 a
60:40 em 10 min, 50:50 em 16 min, 0:100 em 25 min e mantido nestas condicdes até
30 min de andlise, a uma vazéo de 0,250 mL.mint, com volume de injecéo de 3,0 L
e temperatura da coluna de 30°C.

Os espectros de massas foram adquiridos em modo positivo (+) e
negativo (-) de ionizacdo ESI com faixa de massa de m/z 150 — 1500 Da para o MS e
modo auto MS/MS para os 12 ions mais intensos na aquisi¢cao dos espectros MS/MS
com faixa de massa m/z de 70 - 1500 Da, com voltagem do capilar de 3000V,
voltagem do noozle de 1500V, temperatura de gas 350°C, fluxo de gas secante de
12 L. min', pressédo do gas de nebulizacdo de 35 psi, sheath gas 300°C, voltagem
do fragmentor 110V, voltagem do skimmer 80V e rampa linear de energia de colisdo
de acordo com a faixa de massa m/z: 150 = 20eV, 500 = 30eV, 1000 = 50eV e 1500
= 60eV. Foram realizadas também, andlises targeted para o modo positivo ESI de
ionizacao, utilizando as mesmas condi¢cdes mencionadas acima, selecionando o ion

para aquisicdo de espectros MS e MS/MS com m/z 229,0965, que corresponde as
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duas piranocumarinas principais deste estudo: xantiletina e seselina. O software

utilizado para processamento dos dados foi o Qualitative Navigator B.08.00.
1.3.7 Pré-processamento e analise dos dados de LC-HRMS

Os dados obtidos na anélise de LC-HRMS foram convertidos para o
formato MzmL aplicando o filtro Peak picking e o Algoritmo Vendor utilizando o
software MSConvert. Em seguida os dados foram pré-processados no software MS-
DIAL, aplicando filtragem de ruido baseado no branco (background), correcdo de
linha de base, deteccdo de pico, deconvolugdo, normalizacdo e alinhamento,
resultando assim na constru¢do de uma Unica matriz de dados (.mgf) para posterior
analise via FBMN na plataforma GNPS. Além disso foi realizada uma analise
multivariada por analise de componentes principais (PCA).

Os parametros ajustados neste processamento foi de acuracia de
massa de + 0,02 Da no MS e de + 0,06 Da em MS/MS, para 0 parametro centroide
espectral. A média mdvel ponderada linear foi utilizada para a deteccao de pico para
determinar com precisdo as bordas esquerda e direita do pico, com nivel de
suavizacao de 3 scans, altura minima de pico com amplitude de 10000 e a largura
da fatia de massa foi definida para 0,1 Da. Para o processo de convolucdes, foi
estabelecido uma janela Sigma de +0,5 e um corte de abundancia em MS/MS de
amplitude 30 para reduzir os ruidos. Foram selecionados todos os adutos possiveis
para cada modo de ionizagdo e todos os dados das amostras analisadas, foram
alinhados com toleréncias de tempo de retencdo (RT) de £0,2 min e de £0,02 min
para MS e MS/MS, respectivamente.

A rede molecular foi criada a partir dos dados da matriz pré-processada
no software MS-DIAL a partir da submissédo do projeto na plataforma GNPS - The
Global Natural Product Social Molecular Networking (https://gnps.ucsd.edu/). Foi

utilizado como fator de agrupamento de espectros MS a tolerancia de massa de
0,02 Da e para MS/MS de 0,06 Da. O match espectral com o banco de dados do
GNPS foi selecionado para levar em consideracdo a similaridade de pelo menos
guatro ions-fragmento com um score para threshold de +0,7. Além da notacdo
gerada pelo GNPS, a matriz de dados geradas pelo MS-DIAL foi exportada no
formato .msp para realizar a busca nas bibliotecas experimentais e in silico (HMDB —
Human/ Serum — Human, YMDB - Yeast, FooDB — Food, STOFF — Environment,
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NANPDB - Natural product, KNApSAcK — Natural product, Urine — Human, CSF —
Human, ECMDB - E. coli, PlantCyc — Plant, BLEXP — Bood exponsome, COCNUT —
Natural product, PubChem — Biomolecules, Saliva — Human, SMPDB — Human,
BMDB - Bovine, ChEBI — Biomolecules, NPA — Natural Product Atlas, UNPD -
Natural product, Feces — Human, LipidMAPS - Lipids, DrugBank — Drug e T3DB —
Toxin) disponiveis no software MS-FINDER.

Os tratamentos avaliados nas analises metabolémicas foram:

o RPS = raiz de planta sadia

. RPI = raiz de planta infectada

. RdPS = radicela de planta sadia

o RdPI = radicela de planta infectada

. RPSiv = raiz de planta sadia in vitro

o RPIliv = raiz de planta infectada in vitro

1.3.8 Analise Quimiomeétrica de Componente Principal (PCA)

Os dados foram processados por analise de componentes principais
(PCA) para obter mapas de pontuagOes e investigar as diferencas entres o0s
tratamentos avaliados. Os sinais de m/z foram selecionados a partir do conjunto de
dados espectrais e calculada a area do sinal para cada ion. Todos os célculos de
PCA e processamento de dados foram realizados usando o software Pirouette®.
Para o processamento e avaliagdo dos dados, foram realizadas as seguintes etapas:

o Preparacdo de dados e calculo de modelos univariados
utilizando Microsoft Excel (Microsoft Corp., Redmond, WA, EUA);

o Analises empregando modelos multivariados utilizando Pirouette
versao 4.5 (Infometrix, Bothell, WA, EUA);

o Construcdo de graficos referentes a PCA através do Orange

(Universidade de Ljubljana, Eslovénia).

1.3.9 Quantificacdo de piranocumarinas na raiz de C. sinensis x C.

limonia

O meétodo utilizado na quantificacdo foi o de padronizacao externa, que

consistiu na construgdo de curva analitica para os padrées alvo: xantiletina e
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seselina. Foram preparadas solugbes estoque, diluindo-se 500 mg do padrao
xantiletina e 500 mg seselina em 1 mL de MeOH grau MS e a partir desta, foram
preparadas as solu¢bes padrao a 0,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 35,0; 50,0; 70,0; e 80,0
Mg/mL para construgdo da curva analitica. Foram analisados 12 genotipos de C.
sinensis e 12 genodtipos de C. limonia. As amostras foram preparadas a uma
concentracdo de 3 mg/mL e as piranocumarinas foram quantificadas por HPLC
utilizando o cromatégrafo liquido de alta eficiéncia Agilent® 1260, acoplado a sistema
guaternario de bombas, detector UV/VIS, injetor automatico e software Class VP;
com coluna analitica Phenomenex®, Gemini C18 (150 x 4,6 mm, particula de 5um).
As andlises cromatograficas foram realizadas com fluxo de 0,6 mL.min' no modo
gradiente de eluicdo usando H20:ACN como fase movel (Tabela 3.3.1), onde a linha
A é referente a H20 e a linha B a ACN. O acompanhamento cromatografico foi feito

com detector de UV em comprimento de onda de 254 nm.

1.3.10 Ensaio de atividade microbiolégica de piranocumarinas e
seus intermediarios em Citrus sinensis frente a Candidatus

liberibacter asiaticus

Plantulas de C. sinensis cultivadas in vitro em meio MS basal, conforme
descrito no item 1.3.2, foram transferidas para cubetas contendo meio MS basal +
0,0250 mg/mL em DMSO de cada uma das substancias testadas. Foram testados os
seguintes tratamentos em triplicata: 5-metoxipsolareno (Sigma Aldrich® 69664-25),
ostol (Sigma Aldrich® PHL89747), xantiletina e seselina (isoladas e identificadas de
acordo com o item 1.3.5), DMSO e controle (somente com meio MS basal). Apés
48h de incubacgéo das plantulas em cada um dos tratamentos avaliados, as mesmas
foram inoculadas com a bactéria CLas utilizando o psilideo D. citri conforme descrito
no item 1.3.4. Apos um periodo de incubagéo de 25 dias, as plantulas de todos os
tratamentos foram coletadas e submetidas a analise de PCR conforme descrito no
item 1.3.4 e assim foi feito a avaliacdo da atividade microbiologica de cada um dos

compostos testados através dos valores de Ct (cycle threshold) obtidos.
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1.4 Resultados e discussao

1.4.1 Obtencao de plantas de C. sinensis x C. limonia em casa de

vegetacdo e inoculacao da bactéria C. liberibacter

Para os estudos de metabolomica via LC-HRMS afim de obter
respostas sobre metabdlitos que possam ser responsivos a infecgcdo da bactéria
CLas em raiz central (R) e radicela (Rd) de C. sinensis x C. limonia. Fora utilizadas
plantas plantas sadias (PS) e plantas sintomaticas infectadas com HLB (PI)
cultivadas em casa de vegetacéao, foi realizada a inoculacdo de borbulhas infectadas
com CLas em 5 mudas de 12 meses.

A ClLas € essencialmente detectada por PCR usando primers
desenvolvidos a partir de sequéncias de DNA gendmico, principalmente do gene
16S rRNA"3, A técnica utiliza o SYBR green como corante fluorescente que se liga
ao DNA. Deste modo, quanto maior a quantidade de DNA de fita dupla em solugéo,
maior o sinal fluorescente. Entdo € medido o valor de Ct, que € o numero do ciclo em
gue o sinal de fluorescéncia emitido durante o qPCR atinge um limiar
significantemente acima da fluorescéncia de fundo. Menores valores de Ct indicam
maiores niveis de expressao, pois sdo necessarios menos ciclos de amplificacdo
para atingir o limiar.

Os resultados de gPCR, mostram que todas as mudas escolhidas para
0 estudo, ap6s 10 meses de enxertia das borbulhas detectadas com CLas, estavam
contaminadas com a bactéria causadora do HLB, mostrando um valor de “cycle
threshold” C! abaixo de 32 e valores semelhantes, garantindo menor variacdo para

as analises metabolémicas (Tabelal.2).

Tabela 1.2. Valores de C! referente as analises de gPCR para a deteccao de C.

liberibacter em C. sinensis x C. limonia. Nota: PI = plantas sintomaticas infectadas com CLas.

n° de identificacao PI Ct
1 18,30
2 17,60
3 18,10
4 19,84
5 18,47
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A figura 1.15, mostra as plantas de C. sinensis referentes ao dois
tratamentos utilizados neste estudo: Planta sadia (PS) e planta sintomética infectada
com CLas (Pl). E possivel observar que todas as plantas contaminadas com a

bactéria utilizadas mostram sintomas foliares visiveis.

Plantas sintomaticas infect

adas com CLas (PI)
Al . '/ g .- g

| .

Figura 1.15. Plantas de C. sinensis sadias (PS) e plantas sintomaticas infectadas
com CLas (PI).

1.4.2 .Obtencao das plantulas de C. sinensis in vitro e inoculacao
da bacteéria C. liberibacter

A cultura de tecidos vegetais € uma técnica que permite a regeneracao
de qualquer parte de uma planta em tecidos, 6érgdos ou mesmo plantas inteiras,
controlando os fatores nutricionais e ambientais in vitro. E uma abordagem que vem
sendo amplamente utilizada para multiplicacéo de plantas em larga escala 174.

A capacidade de culturas de células, tecidos e érgaos de plantas para
produzir e acumular muitos, mas nem sempre todos 0S mesmos compostos quimicos
da planta na natureza tém sido reconhecidos desde o inicio da tecnologia in vitro. O
desenvolvimento da cultura de tecidos in vitro abriu 0 caminho para novas pesquisas
gue exploram a expressdo de produtos secundarios in vitro. Além de existir uma
série de vantagens distintas na producdo de um metabdlito secundario de grande
interesse comercial, a cultura in vitro permite que o isolamento do fitoquimico ocorra
de forma mais rapida e eficiente quando comparado com a extracao dos mesmos de
plantas in vivo. Outro fator que desperta grande interesse, é que as culturas
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celulares podem ser cultivadas em ambiente controlado e em meios de cultura com
marcacao isotopica, de modo que os produtos secundarios acumulados possam ser
biossinteticamente rastreados 17°.

E indiscutivel as vantagens que a cultura de tecidos de plantas trouxe
para a experimentacdo em diferentes abordagens. Uma das mais interessantes na
atualidade é que esta tecnologia facilitou a edicdo do genoma em plantas conduzida
pela entrega de reagentes, como “clustered regularly interspaced short palindromic
repeats” com Cas 9 endonuclease - CRISPR/Cas9 e single guide RNAs'’6177  Além
disso a possibilidade de realizacdo de experimentos biolégicos panta x patégeno se
torna mais facil, mais rapida e mais eficiente utilizando este sistema.

A germinacao das sementes de C. sinensis em meio MS basal sélido
em ambiente controlado, comecou a ocorrer 40 dias apds a inoculagdo das mesmas.
A metodologia adotada apresentou-se eficiente para o cultivo, apresentando baixa
porcentagem de contaminagéo e alta porcentagem de germinacéao.

ApoOs 2 meses da germinacdo completa das sementes, as plantulas
cultivadas in vitro apresentando brotos foram selecionadas na tentativa de inocular a
bactéria nas mesmas. Este experimento foi elaborado com o intuito de facilitar os
experimentos de interacdo planta x CLas para a execucdo da analise metabolémica
via LC-HRMS, até entdo nunca reportados na literatura utilizando este sistema. Os
dados apresentados na Tabela 1.3, mostram os valores de C!' obtidos no
experimento de inoculagdo da bactéria na planta utilizando insetos contaminados
com ClLas. Foram avaliadas 5 plantulas para 5, 10, 15 e 20 dias de exposi¢do ao
psilideo D. citri. Através destes resultados pode-se concluir que o psilideo, ao se
alimentar dos brotos foi capaz de transmitir a bactéria as plantulas in vitro.

Através da analise dos dados € possivel observar que com somente 5
dias de exposicdo ao psilideo infectado com CLas, as plantulas ja apresentaram
contaminacdo com a bactéria. Em plantas cultivadas em casa de vegetagdo a
deteccdo da doenca nas plantas demora cerca de 3 a 4 meses e de 8 a 12 meses
para o aparecimento de sintomas. Isso mostra a eficiéncia dos experimentos
conduzidos através da cultura de tecidos in vitro, que podem levar a resultados mais
rapidos, mais robustos devido ao controle das condi¢cdes de execucao e com maior
facilidade de manejo e execucdo. Estes resultados também abrem possibilidades
para ensaios bioldgicos frente a bactéria, visto que a mesma ainda permanece

incultivavel em condic¢des laboratoriais.
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Todos os tratamentos apresentaram valores de C! abaixo de 32,0
(Tabela 1.3); indicando niveis de expressao significativos que demonstram a
presenca da bactéria nas plantas avaliadas expostas ao inseto contaminado a CLas.
As plantas submetidas aos insetos que ndo estavam infectados com a bactéria,
apresentaram valores de Ctacima de 35,0 ou ndo detectado, comprovando a eficacia
do experimento de inoculagédo da bactéria, frente a plantulas do tratamento controle.
A inoculacédo da bactéria mostrou-se 100% eficiente nas plantas que sobreviveram,
sendo que durante a execucdo do experimento somente duas plantulas morreram
devido a contaminagéo exogena.
Tabela 1.3. Valores de C! referente as analises de gPCR para a deteccao de C.

liberibacter em plantulas de C. sinensis cultivadas in vitro.

Plantas Sadias Plantas Infectadas
Cdédigo das Tempo o Cddigo das Tempo ;
Plantas (dias) Plantas (dias)
PSiv-1 und Pliv-1 33.09
PSiv-2 und Pliv-2 29.5
PSiv-3 5 38,44 Pliv-3 5 28.3
PSiv-4 und Pliv-4 27.17
PSiv-5 und Pliv-5 29.78
PSiv-1 und Pliv-1 -
PSiv-2 38,31 Pliv-2 28.87
PSiv-3 10 und Pliv-3 10 24.05
PSiv-4 und Pliv-4 29.85
PSiv-5 und Pliv-5 30.11
PSiv-1 und Pliv-1 20.35
PSiv-2 38.85 Pliv-2 -
PSiv-3 15 und Pliv-3 15 20.25
PSiv-4 38.53 Pliv-4 28.24
PSiv-5 und Pliv-5 31.19
PSiv-1 und Pliv-1 27.42
PSiv-2 und Pliv-2 30.21
PSiv-3 20 und Pliv-3 20 31.64
PSiv-4 und Pliv-4 29.95
PSiv-5 und Pliv-5 31.26

Nota: PSiv = plantulas sadias cultivadas in vitro; Pliv = plantulas infectadas com CLas cultivadas in vitro.

Estudos conduzidos por LOPES, S. A, et al, 2021; mostram a
validacdo de um protocolo para transmitir com sucesso o0 patégeno do

huanglongbing (HLB), CLas, de plantas citricas para outras plantas citricas usando o
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psilideo D. citri. Adultos podem transmitir CLas em uma média de 56,5% para
plantulas com brotos crescendo em tubos de 0,3 L, e de 80,5% para plantas com
crescendo em vasos com substrato de solo de 4,7 L8 Infeccdo de plantas
utilizando o psilideo infectado com bactéria ja foram reportados, porém nenhum
experimento in vitro ainda foi desenvolvido e publicado.

Outro estudo conduzido por MENDIS H. C., et al; 2019, mostrou que a
solucéao ternaria (TSOL) € uma nova formulagéo antimicrobiana sistémica a base de
guelato de Zn metalico projetada para o tratamento de patdégenos bacterianos
citricos. A pulverizagéo foliar de TSOL mostrou um movimento sistémico em plantas
citricas, sugerindo que TSOL € um composto antimicrobiano promissor para
controlar patégenos de plantas vasculares, como CLas. A injecdo no tronco de
ativadores de defesa vegetal e antibidticos foi testada e mostrou reducdo nas
populacdes de CLas e na expresséo de sintomas de HLB. No entanto, a injecao de
troncos é trabalhosa e ndo é uma estratégia economicamente sustentavell’.
Portanto, neste sentido o cultivo in vitro de plantulas contaminadas com CLas, pode
trazer varios avancos, auxiliando na descobertas de novos antibiéticos que possam

combater a acao desta bactéria devastadora para a cultura de citrus.

1.4.3 Isolamento dos padrdes de xantiletina e seselina de raizes de

citros

A metodologia de separacdo empregada propiciou o isolamento dos
padrdes de xantiletina e seselina, a fim de realizar analises com injecdo de padréo
via LC-HRMS e quantificar as piranocumarinas em raiz e radicelas de plantas sadias
e sintométicas infectadas com CLas

A Figura 1.16 mostra o espectro de 'H para a xantiletina que
apresentou sinais que caracterizam a classe estrutural das cumarinas. Os dubletos
com sinais em d6H 7,82 (1H, d) e 6,21 (1H, d), cuja constante de acoplamento entre
eles é de 9,47 Hz, estdo associados respectivamente aos hidrogénios H-4 e H-3 do
anel pirona, sendo estes hidrogénios pertencentes a uma ligacdo dupla que esta
conjugada com a carboxila da lactona. No espectro de RMN *H também foi possivel
verificar a presenc¢a de mais dois dubletos em dH 6,43 (1H, d) e 5,79 (1H, d) com J =
9,96 Hz e um singleto em &H 1,45 integrando para 6 hidrogénios (equivalente a duas

metilas de C sp3). Aos dubletos mais desblindados, um em &H 6,43 ppm foi atribuido
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ao hidrogénio H-4’, e o outro em dH 5,79 ao H-3’ (Tabela 1.4). Observa-se ainda a

presenga de dois singletos em 6H 7,26 ppm e 6,63 ppm referente aos hidrogénios H-

5 e H-8, que ndo possuem hidrogénio ligado ao carbono vizinho a eles, indicando

gue o anel pirano é linear, estando ligado as posi¢cdes C-6 e C-7 do anel aromatico

do esqueleto cumarinico.
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Figura 1.16. Espectro de RMN de 'H - MeoD referente a xantiletina isolada da raiz de

citrus.

Tabela 1.4. Dados de RMN de *H para a xantiletina isolada da raiz de citrus.

n°deH o J (Hz)
3 6,21d 9,47
4 7,82d 9,47
5 7,24 s -
8 6,66 s -
3 579d 9,96
4' 6,43 d 9,96

5e6 1,45s -

A Figura 1.17 mostra o espectro de 'H para a seselina, onde é possivel

observar 6 dubletos e um singleto com & 1,47 ppm, referentes aos hidrogénios das

duas metilas 5’ e 6’. Ha4 a presenca de sinais que caracterizam a classe estrutural

das cumarinas, como dois dubletos caracteristicos em & 6,22 ppm e 7,83 ppm

referentes aos hidrogénios do anel pirona H-3 e H-4. Foi possivel identificar também

os sinais dos hidrogénios referentes ao anel pirano, proveniente da ciclizacado de
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uma prenila. Estes consistem em um par de dubletos em & 5,85 ppm e 6,80 ppm,
gue correspondem a H-3’ e H-4’, respectivamente.

Verificou-se também a presenca de mais dois dubletos em & 6,74 (d, J
= 8,44 Hz) e 7,36 (d, J = 8,44 Hz) referentes aos hidrogénios H-6 e H-5
respectivamente (Tabela 1.5). Os dubletos com constante de acoplamento de 8,56
Hz é caracteristico de grupos “orto” de anel aromatico. Sugere-se dessa maneira que
0 anel pirano encontra-se dessa vez nas posi¢coes C-7 e C-8 do anel aromatico do

esqueleto da cumarina, levando a piranocumarina angular, seselina.
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Figura 1.17. Espectro de RMN de *H - MeoD referente a seselina isolada da raiz de

citrus.

Tabela 1. 5. Dados de RMN de 'H para a seselina isolada da raiz de citrus.

n°deH o J (Hz)
3 6,22 d 8,56
4 7,83d 8,56
5 7,36 d 8,44
6 6,74 d 8,44
3 5,85d 9,21
4' 6,80 d 9,96
5e6 1,45s 10.04
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1.4.4 Analise metabolémica via LC-HRMS/q-TOF

As andlises para estudos metabolémicos foram realizadas no modo
positivo e negativo de ionizacdo por LC-HRMS/Q-ToF. A Figura 1.18, mostra a
sobreposicdo dos cromatogramas TIC referentes aos tratamentos de RPS, RPI,
RdPS, RdPI, RPSiv e RPIliv analisadas em modo positivo de ionizacdo. Através da
andlise visual dos cromatogramas é possivel observar que h& diferencas no perfil
guimico entre os tratamentos avaliados. Ha diferencas entre raizes e radicelas, entre

infectadas e sadias, e como esperado, diferencas entre raizes de plantas cultivadas

em casa de vegetacao e in vitro.
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Figura 1.18. Cromatograma TIC — MS no modo positivo de ionizacdo das raizes e
radicelas de plantas sadias e sintomaticas infectadas com HLB cultivadas em casa
de vegetacdo e de raizes de plantulas sadias e infectadas com HLB cultivadas in
vitro, obtidos usando UHPLC-HRMS no modo de ionizag&o positiva (ESI+).

A Figura 1.19 mostra a sobreposicdo dos cromatogramas TIC
referentes aos tratamentos de RPS, PPI, RdPS, RdPI, RPSiv e RPIliv analisadas em

modo negativo de ionizacdo. Através da analise visual dos cromatogramas é
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possivel observar que para este modo ha uma menor quantidade de metabdlitos
detectados frente ao modo positivo de ionizacdo. E possivel observar também
diferencas em composicdo e quantidade de metabdlitos entre os tratamentos

avaliados.
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Figura 1.19. Cromatograma TIC — MS no modo negativo de ionizacao das raizes e
radicelas de plantas sadias e sintomaticas infectadas com HLB cultivadas em casa
de vegetacdo e de raizes de plantulas sadias e infectadas com HLB cultivadas in
vitro, obtidos usando UHPLC-HRMS no modo de ioniza¢ao negativo (ESI-).

1.4.5 Rede molecular via GNPS em modo positivo de ionizacao

Com o intuito de entender estas diferencas e anotar os compostos que
sejam responsivos a infeccdo por CLas em raizes e radicelas de plantas de C.
sinensis x C. limonia cultivadas em casa de vegetacdo, e raizes de plantulas de C.
sinensis sadias e infectadas cultivadas in vitro, foi realizado o pré processamento
dos dados utilizando o software MSDial para a avaliagdo dos mesmo através de rede
molecular utilizando a plataforma GNPS.

A Figura 1.20 mostra a rede molecular obtida no modo positivo de

ionizacdo para RPS em azul, RPI em amarelo, RAPS em verde e Rdpl em vermelho.
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Cada nodo corresponde a um agrupamento de ions que estdo presentes em uma
ou mais amostras e foram alinhados a partir da sua relagcdo m/z, onde cada nodo
esta representado em diferentes cores de acordo com a distribuicdo destes ions em
cada um dos tratamentos avaliados. A distribuicdo dos ions foi realizada de acordo
com a area do seu respectivo sinal analitico em MS, sendo esta considerada uma
andlise quantitativa relativa. E possivel observar que foram obtidos como resultado
do processamento e procedimento de deconvolucdo espectral utilizando a
abordagem FBMN,1219 ions, agrupados em 50 clusters com 3 ou mais nodos e 26
clusters com 2 nodos. Destes 1219 ions observados, 601 iéns ndo foram agrupados
em nenhum dos clusters da rede molecular.

Para esta andlise foram anotados 18 ions dentre eles a: umbeliferona
m/z 163,0384; herniarina m/z 177,0545; 3-acetil-cumarina m/z 189,0544 e citropteno
m/z 207,0563 estdo agrupados no cluster da umbeliferona (Figura 1.21). A
xantiletina m/z 229,0885; seselina m/z 229,0858; suberosina m/z 245, 1188;
xantoxiletina m/z 259,0963; 5-metoxiseselina m/z 259,0961; suberenol m/z
261,1121; aurapteno m/z 299,1636 e esquimina m/z 325,0919 apareceram
agrupadas no cluster da xantiletina e seselina (Figura 1.22). O ostol m/z 245,1172;
nordentatina m/z 313,1428 e clausarina m/z 381,2087 no cluster do ostol e
clausarina (Figura 1.23). A deoxilimonina m/z 455,2066; limonina m/z 471,2001 e
acetato de limonina m/z 515,2268 no cluster da limonina (Figura 1.24).

O mesmo foi realizado no modo positivo de ionizagao, utilizando a
abordagem do FBMN via plataforma GNPS, para RPSiv em verde, RPliv em
vermelho (Figura 1.25). Através da analise da rede molecular obtida na plataforma
GNPS apds o processamento e deconvolucdo espectral utilizando a abordagem
FBMN, foram observados 441 ions, agrupados em 16 clusters contendo trés ou mais
ions e 17 clusters compostos por apenas dois ions/nodos. Desse total de ions, 232
deles ndo foram agrupados em nenhum cluster e encontram-se isolados na rede
molecular. Foram anotados 3 metabdlitos agrupados em um cluster denominado
cluster da xantiletina e seselina e outros 3 metabdlitos sem clusterizacédo (Figura
1.26): umbeliferona m/z 163,0388 suberenol m/z 245,1172, xantiletina 229,0857,
seselina m/z 229,0872, esquimina m/z 325,0915 e limonina m/z 471,2010.
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Cluster da xantiletina e seselina
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Figura 1.20. Rede molecular via GNPS em modo positivo de ionizagcdo em raizes e

radicelas de plantas de C. sinensis x C. limonia sadias (RPs e RdPS) e de plantas

sintométicas infectadas com CLas (RPI e RdPI), cultivadas em casa de vegetacao.
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Figura 1.21. Cluster da umbeliferona da rede molecular via GNPS em modo positivo
de ionizacdo em raizes e radicelas de plantas de C. sinensis x C. limonia sadias
(RPS e RdPS) de plantas sintomaticas infectadas com CLas (RPI e RdPI).

E importante ressaltar que todas as anotagdes foram realizadas dentro
da faixa de erro aceitavel de 5 ppm para MS e MS/MS e todos estes compostos ja
foram isolados e caracterizados anteriormente em plantas citricas pelo Laboratorio
de Produtos Naturais PN — CBIP, desenvolvidos por RIBEIRO, A. B.; et al., 20084,
SOARES, M. S.; et al.,, 2020%, BELLETE, B. S., 2013%, CERQUEIRA, C. N.,
2016%° GOBETTI, M. F. S., 20218, dentre outros. Dessa maneira garantimos a
certificacdo de anotacdo correta dos ions, conseguindo monitorar as diferencas de
massa entre 0s compostos, representados por nodos, pertencentens a cada cluster

da rede molecular.
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Figura 1.22. Cluster da xantiletina e seselina da rede molecular via GNPS em modo
positivo de ionizacdo em raizes e radicelas de plantas de C. sinensis x C. limonia
sadias (RPS e RdPS) e de plantas sintomaticas infectadas com CLas (RPI e RdPI).
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Figura 1.23. Cluster do ostol e clausarina da rede molecular via GNPS em modo
positivo de ionizacdo em raizes e radicelas de plantas de C. sinensis x C. limonia
sadias (RPS e PdPS) e de plantas sintomaticas infectadas com CLas (RPI e RdPI).
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Figura 1.24. Cluster da limonina da rede molecular via GNPS em modo positivo de
ionizacdo em raizes e radicelas de plantas de C. sinensis x C. limonia sadias (RPS e

PdPS) e de plantas sintomaticas infectadas com CLas (RPI e RdPI).
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Cluster da xantiletina e seselina
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Figura 1.25. Rede molecular via GNPS em modo positivo de ionizagcdo em raizes de
plantulas de C. sinensis x C. limonia sadias (RPSiv)e de plantas sintomaticas

infectadas com CLas (RPIiv) cultivadas in vitro.
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1.4.5.1. Anotacao para umbeliferona

Apés o processo de deconvolucdo espectral, normalizacdo e
alinhamento, foi possivel observar um sinal com Rt = 4,12 min e [M + H]* 163,0393
(Figura 1.27), sendo este referente a formula molecular CoHeO3, com ion precursor
[CoH7O3]*. Este composto foi anotado como umbeliferona que possui [M + H]* tedrico
de m/z 163,0395; apresentando um erro de -1,23 ppm.

EICs of aligned results; Exact mass: 163,0394; Tolerance: 0,002

Rt: 4,12 min

CoHgO3

Umbeliferona
[M+H]* m/z 163,0393
Erro:-1,23 ppm

o ')
E=]
bt

Absolute abundance (1e+4)
i
=]

T A
3,200 3,400 3,600 3,800 4,000 4,200 4,400 4,600 4,800
Retention time [min]

Figura 1.27. Sinal analitico em MS referente a umbeliferona ap6s deconvolugéo

espectral, normalizacdo e alinhamento, de [M + H]* 163,0393 e Rt= 4,12 min.

A partir do espectro de MS/MS (Figura 1.28) foi possivel elaborar uma
proposta de fragmentacdo para a umbeliferona (Figura 1.29). A partir do ion
precursor ocorre a formacdo de um fragmento de ion produto m/z 135,0447
[CsH7O2]*; referente a perda de CO [M + H - 27,99]*. O ion base m/z 107,0489
[C7H7O]*; é entdo formado a partir de mais uma perda de CO (-27,99 Da). Este ion
de m/z 107,0489 sofre rearranjos e posteriormente é observado a perda de mais
uma unidade de CO, formando o ion produto m/z 79,0534 [CeH7]* (-27,99 Da) que
apos a perda de H: retorna a aromaticidade do fragmento na forma de cation benzila
levando ao ion m/z 77,0382 [CeHs]*(-30,01 Da), como proposto na Figura 1.29.

Através da analise do espectro de MS/MS; é possivel observar também
gue ocorre a perda de CO2 [M+H - 43,99 Da]*, levando ao ion produto m/z 119,0492
[CsH7O]*. Este ultimo pode perder CO e posteriormente sofrer rearranjos formando o
ion tropilio m/z 91.0540 [C7H~7]*. Todos os principais fragmentos formados através da
fragmentacdo em MS/MS, foram justificados a partir da proposta de fragmentacao
sugerida.
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Figura 1.28. Espectro de massas MS/MS ESI - positivo, da umbeliferona [M + H]*
163,0393 - Rt = 4,12 min em EC = 20V e 22V.
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Figura 1.29. Proposta de fragmentacéo ESI - positivo, para a umbeliferona [M + H]*
163,0393.

A partir da area do ion precursor extraido com uma janela de 5 ppm em
MS referente a umbeliferona, foi feito analise estatistica empregando o teste t
pareado para duas amostras em par de médias a um nivel de significancia de 95%.
Foram comparados os tratamentos: RPS e RdPS, RPI e RdPI, RPS e RPI, RdPS e
RdPI referentes a raizes e radicelas de plantas sadias e sintométicas infectadas com
CLas cultivadas em casa de vegetacdo. Foram também comparados 0s pares:
RPSiv e RPIiv e raizes de plantulas sadias e infectadas cultivadas in vitro (Figura
1.30).
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A partir da andlise do grafico e através da andlise estatistica, pode-se
concluir que a producdo de umbeliferona € maior nas raizes de citrus, quando
comparado as radicelas. Com relacéo a radicelas de plantas sadias e infectadas com
ClLas, ndo ha diferenca significativa estatisticamente ao nivel de 95% de confianca,
mas nas raizes a produgcdo de umbeliferona & maior e estatisticamente diferente
guando as plantas estéo infectadas com a bactéria frente as plantas sadias. Sendo
assim podemos inferir que a planta, especialmente nas raizes tem uma reacao frente
a doenca de aumentar a producdo deste metabdlito, o qual é portanto considerado
uma fitoanticipina, atuando como resposta dos citros frente a doenca HLB.

Nas raizes de plantulas sadias e infectadas com CLas, cultivadass in
vitro, ndo ha diferenca na producédo de umbeliferona entre os tratamentos, ou seja,

nao ha evidéncias de nenhuma reac¢éo da planta frente a doenca do HLB.

A) \"aria\lzionf wn:llmm;‘io dn_ uMblclifvrom mfz 163,0395 m radicalas o raizes do Bli?‘ii B) Variagio na concentragio de umbeliferona m/z 163,0395 em raizes de plintulas
G gnansle x.C. Nmonin sadlas ¢ <om CLas, #m casa de vagetach €. sinensis sadias @ infectadas com Clas, cultivadas in vitro
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Figura 1.30. Variagdo na concentragdo relativa de umbeliferona em: A) radicelas e
raizes de plantas C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com CLas, cultivadas
em casa de vegetacdo. B) raizes de plantulas C. sinensis x C. limonia sadias e

infectadas com CLas,cultivadas in vitro.

As duas amostras, a RdPS e RdPI, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado .
As duas amostras, a RPS e RPI, séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.

As duas amostras, a RdPS e RPS, séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.

As duas amostras, RdPI e RPI, sdo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.

As duas amostras, a RPliv e RPSiv, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado .

1.4.5.2. Anotacgéao para herniarina

ApOs 0s processamentos necessarios, foi anotado o composto com Rt=
9,27 min de [M + H]* 177,0546, como sendo a herniarina, que possui formula

molecular de Ci0HsO3 e um erro de -3,39 ppm. A herniarina foi anotada a partir do
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match espectral com bibliotecas espectrais utilizadas, de analises anteriores
realizadas pelo Grupo de Produtos Naturais (PN) da UFSCar — INCT Controle
Biorracional de Insetos Praga (CBIP), pelo estudo de fragmentacdo e através da
avaliacdo da rede molecular. O nodo correspondente a herniarina contecta-se com o
nodo de m/z 163,0393; identificado como sendo a umbeliferona (Figura 1.21). A
diferenca de massa entre os dois nodos € de 14,02 Da, indicando ser um derivado
da umbeliferona O-metilada na posicdo C-7, conhecido como a herniarina. A Figura
1.31 mostra o sinal analitico em MS para este composto que apresenta ion

molecular [C10H9O3]*.

EICs of aligned results; Exact mass: 177.0545; Tolerance: 0.02

Rt: 9,27 min

C10Hg03

Herniarina

[M+H]* m/z 177,0546
Erro: - 3,39 ppm

Absolute abundance (1e+4)

0.50-

0.00-* "
8.000 8500 9000 9500 10000 10.500

Retention time [min]

Figura 1.31. Sinal analitico em MS referente a herniarina apdés deconvolucéo

espectral, normalizacdo e alinhamento, [M + H]* 177,0546 e Rt= 9,27 min.

O espectro de massas MS/MS em energia de colisédo de 20V referente
a herniarina, esta demonstrado na Figura 1.32. Observa-se a presenca do ion
fragmento m/z 162,0317 [CoHeO3]™*, referente a quebra homolitica da metila do grupo
metoxila (-*CHs) com perda de massa [M + H - 15,02 Da]*, com mecanismo de
fragmentacao representado na Figura 1.33. HA também a formag&o do ion produto
com m/z 133,0647 [CoHyO2]* devido a perda de CO2 na molécula [M + H - 43,99
Da]*. No modo ESI positivo de ionizagéo, a perda tanto de CO, quanto de CO2 no
anel pirona do esqueleto cumarico é caracteristico, sendo comumento observada.

O ion base de m/z 121,0645 [CsHoO]* referente a [M + H - 55,99 Da]* é
gerado devido a duas perdas sequenciais de CO a partir do ion precursor.que esta
representada na Figura 1.33. Perdas de -30,01 Da é comumente observada em

compostos metoxilados, sendo assim em seguida ocorre a perda de CH20, mediada
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por rearranjos na molécula, propiciando a formacdo do ion tropilio de m/z 91,0534
[C7H7]*. A formacdo deste sO é possivel, devido ao efeito de estabilizacdo por
ressonancia e € um fragmento caracteristico no padrdo de fragmentacdo do
esqueleto cumarinico.

O mecanismo de fragmentacao foi proposto de acordo com referéncias
reportadas na literatura para nucleos cumarinicos®3*1, considerando os principios
de reacOes de fragmentacédo utilizando ionizacao eletrospray em espectrometria de
massas'® e os principios de quimica organica. Os fragmentos gerados a partir do
espectro de MS/MS e dos mecanismos propostos sao precisos e estdo dentro da
faixa de erro aceitavel para LC-HRMS.
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Figura 1.32. Espectro de massas MS/MS ESI - positivo, da herniarina [M + H]*
177,0546 - Rt = 9,27 min em EC = 20V.
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Figura 1.33. Proposta de fragmentacdo ESI - positivo, para a herniarina [M + HJ*
177,0546.

Apbs a caracterizacao da herniaria por LC-MS utilizando a plataforma
GNPS e o tratamento de dados utilizando o software MS-DIAL, a aréa referente ao
pico em MS com Rt = 9,27 min foi determinada para as amostras de raizes e
radicelas de plantas sadias e infectadas com CLas cultivadas em casa de
vegetacdo. A herniarina ndo foi detectada nas plantulas cultivadas in vitro. Estes
dados foram tabulados e plotados, como mostra a Figura 1.34. Foi também
empregado o teste t pareado para duas amostras em par de médias a um nivel de
significancia de 95%, comparando o0s seguintes tratamentos: RPS e RdPS, RPI e
RdPI, RPS e RPI, RdPS e RdPI referentes a raizes e radicelas de plantas sadias e
sintométicas infectadas com CLas cultivadas em casa de vegetacao.

Através da analise dos dados é possivel concluir que h4 uma maior
guantidade relativa de hernirarina em radicelas de plantas infectadas com CLas
frente radicelas de plantas sadias, sendo essa diferenga significativa
estatisticamente aplicando o teste t a um nivel de 95% de confianga. Outra diferenca
significativa observada entre os tratamentos comparados é que a producdo desta
substancia € muito maior nas radicelas quando comparado com as raizes. H4 uma
diferenca entre radicelas plantas sadia e infectadas com ClLas e com relacdo a
acumulacdo desta substancia nos tecidos da planta, mas com relacdo a sadias e
infectadas, para as raizes de plantas sadias e infectadas com ClLas, ndo ha
diferenca estatistica evidenciada. Portanto a herniarina é considerada como um
metabdlito responsivo a doenca HLB.
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Variagdo na concentragdo de herniarina m/z 177,0546 em radicelas e raizes de plantas
C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com Clas, cultivadas em casa de vegetagdo

200000
180000

I *
160000

140000

E 120000
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80000
60000
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Figura 1.34. Variacdo na concentracao relativa de herniarina em radicelas e raizes
de plantas C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com CLas, cultivadas em

casa de vegetacao.

As duas amostras, a RdPS e RdPI, séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado .
As duas amostras, a RPS e RPI, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.
As duas amostras, a RdPS e RPS, sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.
As duas amostras, RdPI e RPI, sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.

1.4.5.3. Anotacdao para 3-acetilcumarina

Apbs os processamentos necessarios, foi anotado o composto com Rt=
17,33 min de [M + H]* 189,0555, como sendo a 3-acetilcumarina, que possui férmula
molecular de C11HsO3 e um erro de 1,59 ppm. A 3-acetilcumarina foi anotada a partir
do match espectral com bibliotecas espectrais utilizadas, pelo estudo de
fragmentacao e através da avaliacdo da rede molecular. O nodo correspondente a
esta substancia conecta-se com o nodo da umbeliferona 163,0393, através de um
nodo 187,0385 (Figura 1.21). A diferenca de massa entre os nodos é de 26,02 Da,
indicando que a diferenca é atribuida por um grupo hidroxila a menos e adicédo de
um grupo acetil, levando portanto, a anotacdo da 3-acetilcumarina. A Figura 1.35
mostra o sinal analitico em MS para este composto que apresenta ion precursor
[C11H9O3]". O espectro de massas MS/MS referente a 3-acetilcumarina, utilizando

energia de colisdo de 20V esta demonstrado na Figura 1.36.
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EICs of aligned results; Exact mass: 189.0544; Tolerance: 0.02
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Figura 1.35. Sinal analitico em MS referente a 3-acetilcumarina apds deconvolucéo

espectral, normalizacdo e alinhamento, [M + H]* 189,0555 e Rt= 17,33 min.
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Figura 1.36. Espectro de massas MS/MS ESI - positivo, da 3-acetilcumarina [M + H]*
189,0555 - Rt = 17,33 min em EC = 20V.

Observa-se a presenca do ion fragmento m/z 103,0538 [CsH7]*,
referente a perda de massa [M + H - 86,01 Da]*, que corresponde a perda inicial da
unidade acetila (C2H20), seguida de perda de CO2 no anel pirona, conforme
representado no mecanismo de fragmentagédo na Figura 1.37. Subsequentemente

ocorre a perda de C2Hz, levando a formagdo do ion benzenonium [CeH7]* de m/z
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77,0385. A formacédo do ion base de m/z 131,0538 [CoH7O]*, devido a perda de
CO2CH2 a partir do ion precursor, correspondente a [M + H - 58,01 DaJ*, foi ser

observada, mas néo foi possivel propor um mecanismo de fragmentacéo plausivel

para este.
+_I e R
o " H
H H N
S \E?HZ - COCH, ©\/\/\r -co, Om -CoHy @
>~ H > St
[M + H]* 189,0555 - CO,CH, m/z 147,05 m/z 103,05 m/z 77,04
+
[CgH,O]
m/z 131,05

Figura 1.37. Proposta de fragmentacdo ESI - positivo, para a 3-acetilcumarina
[M + H]* 189,0555.

ApGs a caracterizagdo da 3-acetilcumarina por LC-MS utilizando a
plataforma GNPS e o tratamento de dados pelo software MS-DIAL, a &rea referente
ao pico em MS com Rt = 17,33 min para as amostras de raizes e radicelas de
plantas sadias e infectadas com CLas cultivdas em casa de vegetacdo. A herniarina
nao foi detectada nas plantulas cultivadas in vitro. Estes dados foram tabulados e
plotados, como mostra a Figura 1.34. Foi também empregado o teste t pareado para
duas amostras em par de médias a um nivel de significancia de 95%, comparando
0s seguintes tratamentos: RPS e RdPS, RPI e RdPI, RPS e RPI, RdPS e RdPI
referentes a raizes e radicelas de plantas sadias e sintomaticas infectadas com CLas
cultivadas em casa de vegetacao.

Através da analise dos dados, foi possivel concluir que ndo ha
diferenca significativa na quantidade de 3-acetilcumarina entre plantas sadias e
infectadas com CLas. Portanto este metabdlito ndo é considerado responsivo frente
a doenca HLB. Ha uma diferenca observada somente com relacdo a producao desta
substancia entre os tecidos das raizes e radicelas, onde a acumulagcdo da mesma é
muito maior nas radicelas frente as raizes. O mesmo ocorre para a herniarina,
engquanto que para a umbeliferona, observa-se o contrario. E possivel inferir que as
modificacdes estruturais podem estar ocorrendo com maior frequéncia nas raizes

secundarias da planta, pois as enzimas responsaveis por catalisar as etapas de
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modificacdo estrutural do esqueleto cumarinico podem ter uma maior expressao

génica neste tecido.

Variagdo na concentragéo de 3-acetilcumarina m/z 189,0555 em radicelas e raizes de plantas
C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com Clas, cultivadas em casa de vegetagdo
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Figura 1.38. Variagdo na concentracdo relativa de 3-acetilcumarina em radicelas e
raizes de plantas C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com CLas, cultivadas

em casa de vegetacao.

As duas amostras, a RdPS e RdPI, ndo sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado .
As duas amostras, a RPS e RPI, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.
As duas amostras, a RdPS e RPS, sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.

As duas amostras, RdPI e RPI, sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.

1.4.5.4. Anotacéao para citropteno

ApOs o0 processo de deconvolugdo espectral, normalizacdo e
alinhamento, foi possivel observar um sinal com Rt = 7,90 min e [M + H]* 207,0649,
sendo este referente a formula molecular C11H1004, com ion precursor [C11H1104]*.
Este composto foi anotado como sendo citropteno que possui [M + H]* tedrico de
207.0657; apresentando um erro de -3,86 ppm. O metabolito foi anotado a partir do
match espectral com as bibliotecas espectrais utilizadas, pelo estudo de
fragmentacao e através da avaliacdo da rede molecular. O nodo correspondente ao

citropteno contecta-se com o nodo 177,0546, identificado como sendo a herniarina
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(Figura 1.21). A diferenca de massa entre os dois nodos é de 30,01 Da, indicando
gue houve a adicdo de mais uma metoxila na posicdo 5, levando portanto, a
identificacdo do citropteno. A Figura 1.39 mostra o sinal analitico em MS para este

composto que apresenta ion molecular [C11H1104]".

EICs of aligned results; Exact mass: 207.0653; Tolerance: 0.02
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Figura 1.39. Sinal analitico em MS referente ao citropteno apds deconvolucdo
espectral, normalizacdo e alinhamento, [M + H]* 207,0649 e Rt= 7,90 min.

O espectro de massas MS/MS em energia de colisdo de 20V referente
ao citropteno, esta demonstrado na Figura 1.40. E possivel observar que a partir do
fon precursor uma perda de [M + H -15.02 Da]™*, levando ao ion base de m/z
192,0415 [C10HsO4]*, referente a perda radicalar de *CHs como demonstrado na
Figura 1.41. Outro ion fragmento [Ci0H1102]" de m/z 163,0387 é observado e €
caracteristico da perda de CO2 do anel pirona, que é um padrdo de fragmentacéo
comumente esperada para cumarinas.

A partir do ion precursor também é observado um fragmento de [M + H
- 30,01 Da]* de m/z 177,05531 correspondente ao ion [C10HeO3]* devido a perda de
OCH2. Em seguida uma perda CO no anel pirona que equivale a -27,99 Da propicia
a formacdo do ion fragmento [CoH9O2]" de m/z 149,0573 e subsequentemente,
ocorre mais uma perda de CO que corresponde a -27,99 Da, para formar o ion
fragmento [CsHoO]" de m/z 121,0649. Este ultimo perde OCH2 que corresponde a -
30,01 Da e posteriormente sofrer rearranjos formando o ion tropilio [C7H7]* de m/z
91.0540 (Figura 1.40 e 1.41).
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Figura 1.40. Espectro de massas MS/MS ESI - positivo, do citropteno [M + HJ*
207,0649 - Rt = 7,90 min em EC = 22 e 18V.
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Figura 1.41. Proposta de fragmentacdo ESI - positivo, para o citropteno [M + H]*
207,0649.
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Apébs o tratamento dos dados e plotagem do gréafico utilizando o pico
em MS de m/z 207,0649 e Rt = 7,90 min referente aos tratamentos RPS, RPI, RAPS
e RdPI, é possivel observar que ndo ha diferenca estatisticamente significativa a
95% de confianca aplicando o teste t pareado em par de médias entre raiz de
plantas sadias e infectadas e entre radicelas de plantas sadias e infectadas com
ClLas, cultivadas em casa de vegetacéo.

A Unica diferenca estatisticamente significativa observada € que ha
uma diferenca na producdo e acumulacao de citropteno entre raizes e radicelas de
citros. A quantidade da substancia € muito maior nas radicelas frente as raizes,
levando a inferir que 0s genes responsaveis pela biossintese desta podem ter uma
maior expressao génica nos tecidos das radicelas. Portanto podemos constatar que
todas as modificacdes estruturais do esqueleto cumarinico observadas até aqui,
ocorrem majoritariamente nas radicelas, também chamadas de raizes secundérias.
E importante ressaltar que o citropteno néo foi detectado nas raizes de plantulas

cultivadas in vitro.

Variacdo na concentragdo de citropteno m/z 207,0649 em radicelas e raizes de plantas
C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com Clas, cultivadas em casa de vegetagdo
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Figura 1.42. Variagdo na concentracdo relativa de citropteno em radicelas e raizes
de plantas C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com CLas, cultivadas em

casa de vegetacao.

As duas amostras, a RdPS e RdPI, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado .
As duas amostras, a RPS e RPI, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.
As duas amostras, a RdPS e RPS, sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.

As duas amostras, RdPI e RPI, séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.
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1.4.5.5. Anotacao para esquimina

ApGs o tratamento dos dados de espectrometria de massas em MS e
MS/MS e a construcéo da rede molecular via GNPS em modo positivo de ionizacéo,
0 nodo de [M + H]* 325,0920, foi notado como sendo o glicosideo de umbeliferona,
esquimina com formula molecular CisH160s, apresentando um erro de -0,92 ppm. O
pico referente a esquimina de ion precursor [CisHi17Os]* obtido apdés o
processamento e deconvolucdo espectral em MS esta demonstrado na Figura 1.43.
O metabdlito foi anotado a partir do match espectral com as bibliotecas espectrais
utilizadas, pelo estudo de fragmentacéo e através da avaliacdo da rede molecular. O
nodo correspondente a esquimina é encontrado no cluster da xantiletina e seselina e

pode ser visualizado na Figura 1.22.

EICs of aligned results; Exact mass: 325.0919; Tolerance: 0.02
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Figura 1.43. Sinal analitico em MS referente a esquimina apés deconvolucéo

espectral, normalizacdo e alinhamento, [M + H]* 325,0920 e Rt= 4,0 min.

O espectro de massas MS/MS em energia de colisdo de 18 e 20V
referente a esquimina, esta demonstrado na Figura 1.44. E possivel observar que a
partir do ion precursor uma perda de [M + H - 162,0534 Da]*, levando ao ion base de
m/z 163,0386 [CoH7O3]*, referente a perda do glicosideo como demonstrado no
mecanismo de fragmentacdo na Figura 1.45. A partir deste, € observado a formacgao
do ion fragmento [CsH7O2]* de m/z 135,0486 que corresponde a perda de CO do
anel pirona, que € um padrdo de fragmentagdo comumente esperada para
cumarinas. Subsequentemente foi observado mais uma perda de CO que
corresponde a — 27,99 Da, gerando o ion fragmento [C7H7O]* de m/z 107,0491
(Figura 1.44 e 1.45). A partir do ion base observa-se também a perda de CO2z que
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equivale a perda de massa de - 43,99 Da, gerando o ion fragmento de m/z 119,0487
[CsH7O]" (Figura 1.44).
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Figura 1.44. Espectro de massas MS/MS ESI - positivo, da esquimina [M+H]*
325,0920 - Rt = 4,0 minem EC = 18 e 20V.
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Figura 1.45. Proposta de fragmentacdo ESI - positivo, para a esquimina [M+H]*
325,0920.

Aplicando o tratamento de dados, apds a tabulagdo dos mesmos,
obtidos a partir da area do pico em MS com Rt = 4,0 min para as amostras de raizes

e radicelas de plantas sadias e infectadas com CLas cultivadas em casa de
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vegetacao e raiz de plantulas sadias e infectadas com CLas cultivadas in vitro, foi
construido o gréfico representado na Figura 1.46. Foi empregado o teste t pareado
para duas amostras em par de médias a um nivel de significancia de 95%,
comparando os seguintes tratamentos: RPS e RdPS, RPI e RdPI, RPS e RPI, RdPS
e RdPI referentes a raizes e radicelas de plantas sadias e sintoméaticas infectadas
com ClLas cultivadas em casa de vegetacdo e os tratamentos RPSiv e RPliv

referentes as raizes de plantulas sadias e infectadas com CLas cultivadas in vitro.

A) Variagdo na concentragio de esquimina m/z 325,0920 em radicelas e raizes de plantas C. sinensis B Variagdo na concentragio de esquimina m/z 325,0920 em raizes de
x C. limonia sadias e infectadas com Clas, cultivadas em casa de vegetagio plantulas C. sinensis sadias e infectadas com Clas, cultivadas in vitro
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Figura 1.46. Variacdo na concentracao relativa de esquimina em A) radicelas e
raizes de plantas C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com CLas, cultivadas
em casa de vegetacdo. B) raizes de plantulas C. sinensis x C. limonia sadias e

infectadas com CLas, cultivadas in vitro.

As duas amostras, a RdPS e RdPI, sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado .
As duas amostras, a RPS e RPI, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.
As duas amostras, a RdPS e RPS, séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.
As duas amostras, RdPI e RPI, sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.

As duas amostras, a RPliv e RPSiv, sdo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado .

Através da andlise dos dados, foi possivel concluir que ha diferenca
significativa na quantidade de esquimina entre radicelas de plantas sadias e
infectadas com ClLas, mas ndo ha diferenca significativa entre raizes de plantas
sadias e infectadas com CLas. Portanto este metabdlito é considerado responsivo
frente a doenca HLB nas radicelas de plantas citricas. Observa-se também uma
diferenca significativa com relacdo a producdo desta substancia entre os tecidos da

planta, onde a quantidade de equimina € muito maior na raiz frente as radicelas.
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Outra observagédo é que nas plantas de C. sinensis cultivadas in vitro
héa diferenca significativa na producdo de esquimina entre raizes de plantas sadias e
infectadas com ClLas, sendo esta substancia um marcador da doenca HLB em

plantas envolvidas neste tratamento experimental.

1.4.5.6. Anotacao para aurapteno

Apés o processo de deconvolucdo espectral, normalizacdo e
alinhamento, foi observado um sinal no modo positivo de ionizagdo com Rt = 22,75
min e [M + H]* 299,1642, sendo este referente a formula molecular C19H2203, com
ion molecular [C19H2303]*. Este composto foi anotado como sendo o aurapteno que
possui [M + H]* tedrico de m/z 299,1647; apresentando um erro de -1,67 ppm.

O metabdlito foi anotado a partir do match espectral com as bibliotecas
espectrais utilizadas, pelo estudo de fragmentacdo e através da avaliacdo da rede
molecular. O nodo correspondente ao aurapteno encontra-se no cluster da
xantiletina e seselina e contecta-se com o nodo 325,0920, identificado como
esquimina (Figura 1.22). A diferenca de massa entre os dois nodos é de 25,93 Da,
indicando que houve a substituicdo da unidade glicosidica da esquimina por uma
unidade geranil na posicdo 5, levando portanto, a identificacdo do aurapteno. A

Figura 1.47 mostra o sinal analitico em MS para este composto.

EICs of aligned results; Exact mass: 299.1636; Tolerance: 0.02
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Figura 1.47. Sinal analitico em MS referente ao aurapteno ap6s deconvolucdo
espectral, normalizagéo e alinhamento, [M + H]* 299,1642 e Rt= 22,75 min.

O espectro em MS/MS - ESI positivo em energia de colisédo de 20 e 22V

do aurapteno esta demonstrado na Figura 1.48. E possivel observar o ion precursor
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de m/z 299,1642 e o ion base [CoHro3]+ de m/z 163,0387 referente a perda de
massa de - 136,12 Da que equivale a um grupo geranila como demonstrado no
mecanismo de fragmentacdo de massa (Figura 1.49). Em seguida ocorre duas
fragmentacdes sequenciais levando a perda de massa de - 55,99 Da que equivale a
duas perdas de CO, levando ao ion produto [C7H7O]*de m/z 107,0482.
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Figura 1.48. Espectro de massas MS/MS ESI - positivo, do aurapteno [M + HJ*
299,1642 - Rt = 4,0 min em EC = 20 e 22V.
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Figura 1.49. Proposta de fragmentacao ESI - positivo, para o aurapteno [M + H]* de
299,1640.

ApoOs o tratamento dos dados em MS e aplicacédo do teste t pareado
para duas amostras em par de médias a um nivel de significAncia de 95%,

comparando os seguintes tratamentos: RPS e RdPS, RPI e RdPI, RPS e RPI, RAPS
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e RdPI, referentes a raizes e radicelas de plantas sadias e sintomaticas infectadas
com ClLas cultivadas em casa de vegetacdo € possivel concluir que ndo ha diferenca
significativa na quantidade de aurapteno nem com relacéo a infeccdo de CLas, nem
na quantidade desta substancia nos tecidos avaliados: raizes e radicelas. Outra

observagdo importante a se destacar € que o aurapteno nado foi detectado nas
plantulas cultivadas in vitro.

Variagdo na concentragio de aurapteno m/z 299,1642 em radicelas e raizes de plantas
C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com Clas, cultivadas em casa de vegetagdo
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Figura 1.50. Variacdo na concentracdo relativa de aurapteno em radicelas e raizes
de plantas C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com CLas, cultivadas em
casa de vegetacao.

As duas amostras, a RdPS e RdPI, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado .
As duas amostras, a RPS e RPI, ndo sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.
As duas amostras, a RdPS e RPS, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.
As duas amostras, RdPI e RPI, ndo sé&o diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.

1.4.5.7. Anotacéao para suberosina

ApOs 0s processamentos necessarios, foi anotado o composto com Rt=
18,69 min de [M + H]* 245,1170, como a substancia suberosina, que possui férmula
molecular de CisH1603 € um erro de -3,26 ppm. A suberosina foi anotada a partir do
match espectral com bibliotecas espectrais utilizadas, de analises anteriores

realizadas pelo Grupo de Produtos Naturais (PN) da UFSCar — INCT Controle
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Biorracional de Insetos Praga (CBIP), pelo estudo de fragmentacdo e através da
avaliacdo da rede molecular. O nodo correspondente a suberosina esta localizado
no cluster da xantiletina e seselina, cluster no qual foram anotados exclusivamente
piranocumarinas angulares e lineares, substituidas e seus intermediarios (Figura
1.22). A Figura 1.51 mostra o sinal analitico em MS para este composto que
apresenta ion precursor [CisH1703]*.

A identificacdo da suberosina foi determinada e s6 foi possivel, devido
a abordagem FBMN, que auxilia na deconvolucdo espectral possibilitando a
anotacdo correta para isdbmeros. Neste caso determinou-se que o sinal analitico em
MS corresponde a suberosina, devido ao ion base de m/z 187,0387, que é o ion

mais estavel formado durante a fragmentacdo em MS/MS desta substancia.

EICs of aligned results; Exact mass: 245.1188; Tolerance: 0.0
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Figura 1.51. Sinal analitico em MS referente a suberosina ap6s deconvolucdo

espectral, normalizagéo e alinhamento, [M + H]* 245,1170 e Rt= 16,69 min.

O espectro de massas MS/MS em energia de colisdo de 20 e 25V
referente a suberosina, estd demonstrado na Figura 1.52. E possivel observar a
partir do ion precursor, uma perda de [M + H - 43.99 Da]*, levando ao ion base de
m/z 201,0540 [C14H17QO]*, caracteristico da perda de CO:2 no anel pirona, como
demonstrado na Figura 1.53.

Outro ion fragmento [Ci4H1303]* de m/z 229,0855, que também é
formado a partir do ion precursor, com perda de -16,03 Da é observado e
corresponde a um mecanismo de ciclizagcdo levando a formagdo do anel pirano e
propiciando a perda de CHas. Subsequentemente ocorre a perda de massa de - 42,04
Da, gerando o ion fragmento [C11H7O3]* de m/z 187,0387, que equivale a perda do
substituinte C3He do anel furano. A partir deste ion fragmento, ocorre um perda de -

27,99 Da que equivale a monoxido de carbono (CO) do anel pirona, levando a
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formacao do ion fragmento [C10H7O2]* de m/z 159,0436. Em seguida, ocorre mais
uma perda de -27,99 que corresponde a unidade de CO, levando a formacao do ion
fragmento [CoH7O]* de m/z 131,0489, como mostrado no espectro de massas
MS/MS na Figura 1.52 e no mecanismo de fragmentacéo de massa na Figura 1.53.

A partir do ion precursor também é observado um fragmento de [M + H
- 30,01 Da]* de m/z 177,05531 correspondente ao ion [C10H9Os3]* devido a perda de
CH20 na posicao 7. A partir do ion precursor mais uma fragmentagéo ocorre levando
ao ion fragmento [Ci0H9Os]* de m/z 177,0644 , devido a perda de -68,06 Da. Este
ultimo, apds sofrer perdas sequenciais de duas unidades de CO e uma unidade de
OCH: que corresponde a -86,00 Da e sofrer rearranjos, leva a formacdo do ion
tropilio [C7H7]*. de m/z 91.0542 (Figura 1.52 e 1.53).

X109
- CBHﬁ - CH4
554 -co -co 42 0468 I%0) 16.0315
—— 27.0045 —— 27.0951 — 5 99024
59 - OCH2 -(COo+CO) -CsHs ™= JCT';
454 —— 30.0102 55.5000 §8.062 sprE—
4 s
35-
3,
25-
2,
b I g
o
14 @ 3 - = o g q i
; g g BT o= g B4
05- 4 A - S 9 2
= - o ® If = o = &
o4 @ bl o L - | g N 3
! I

0 20 30 4 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 130 190 200 210 220 230 240 250 260 270
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

x10 4
3,754
= =
3,5
3,254 . o] 0] (@]

187.0393

2,759
2,54
2,25

131.0489

1,754
1,54
1,254

115.0544

143.0490

0,75+
0,5
0,254

91.0540
121.0645
129.0701
159.0438

215.0699

)
=
)
=]
=
1)
~

133.0643
55.0851
211.0754

+———77.0384
L 175.0390

—107.0488
E—171.0800

- 167.0865
F185.0599

I}
&
Iy
<
~
=
=
|

L—+245.1184

L mlnll mm L

140 150 160 170 180 1s'>o 200 21
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

“F 81.0698

-—70.0733
———103.0540

N _—229.0858
S

(=1

220 240 250 260 270

S =
=) ==

-

10

~
=]
0o
o
o b
S-E
Q
=]

50 60

Figura 1.52. Espectro de massas MS/MS ESI - positivo, da suberosina [M + H]*
245,1170 - Rt = 18,69 min em EC = 20 e 25V.
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Figura 1.53. Proposta de fragmentacao ESI - positivo, para a suberosina [M+H]* de
245,1170.

Analisando os dados em MS referente a suberosina e empregando o
teste t pareado em par de médias a um nivel de significancia de 95%, foram
comparados os tratamentos: RPS e RdPS, RPI e RdPI, RPS e RPI, RdPS e RdPI
referentes a raizes e radicelas de plantas sadias e sintomaticas infectadas com CLas
cultivadas em casa de vegetacdo. Foram também comparados os pares: RPSiv e
RPIiv e raizes de plantulas sadias e infectadas cultivadas in vitro (Figura 1.54).

A partir da analise do grafico (Figura 1.54) conclui-se que nédo ha
diferenca entre raiz e radicelas de plantas sadias frente a plantas infectadas com
ClLas, cultivadas em casa de vegetacdo, nem entre raiz de plantulas sadias e
infectadas cultivadas in vitro. Portanto a suberosina, um intermediario de
piranocumarinas lineares, com uma metoxila na posi¢cdo 7, ndo é um metabdlito
considerado como um marcador da doenga HLB.

E possivel observar que a Unica diferenca estatisticamente significativa
a um nivel de 95%, é com relacdo a producdo e acumulacédo deste metabdlito entre
os tecidos, raiz e radicela, de citros. H4 uma maior quantidade de suberosina na raiz
frente as radicelas, sendo assim, podemos inferir que 0s genes responsaveis pela
biossintese de precursores de piranocumarinas lineares podem estar sendo mais

expressos na raiz principal que nas raizes secundarias (Figura 1.54).
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A) Varia¢do na concentragdo de suberosina m/z 245,1170 em radicelas e raizes de plantas C. B) Variagio na concentragdo de suberosina m/z 245,1170 em raizes de
sinensis x C. limonia sadias e infectadas com Clas, cultivadas em casa de vegetacio pléntulas C. sinensis, sadias e infectadas com Clas, cultivadas in vitro.
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Figura 1. 54. Variacdo na concentragdo relativa de suberosina em A) radicelas e
raizes de plantas C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com CLas, cultivadas
em casa de vegetacdo. B) raizes de plantulas C. sinensis x C. limonia sadias e

infectadas com CLas, cultivadas in vitro.

As duas amostras, a RdPS e RdPI, sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado .

As duas amostras, a RPS e RPI, ndo sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.

As duas amostras, a RdPS e RPS, séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.

As duas amostras, RdPI e RPI, sdo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.

As duas amostras, a RPliv e RPSiv, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado .

1.4.5.8. Anotacdao para ostol

A partir do processo de deconvolugdo espectral, aplicando as
ferramentas necessérias para molecular networking, foi possivel atribuir que ion [M +
H]* 245,1166 e com Rt = 17,33 min corresponde ao ostol. O ostol, possui formula
molecular C15sH1603 € uma massa molecular teorica de 245,1178 que corresponde ao
fon precursor [C1sH1603]*, portanto para esta analise h4 um erro de massa de -4,90
ppm, que é aceitavel, para anotagdo de um metabdlito.

O nodo referente ao ostol estd localizado no cluster do ostol e da
clausarina (Figura 1.23), e a diferenciagdo deste metabdlito (que é uma cumarina
angular, prenilada em C-8 e metoxilada em C-7) do seu isdmero suberosina que é
uma cumarina linear, prenilada em C-6 e metoxilada em C-7, so foi possivel devido o
processamento aplicado, utilizando a abordagem FBMN. A diferenca entre os dois
isbmeros esta na posicdo da prenila, na suberosina ela se encontra em C-6 e no
ostol em C-8 e isto leva a propriedades fisicas e quimicas distintas, onde observa-se
gue o ostol € uma molécula mais polar. A Figura 1.55 mostra o sinal analitico em MS

para este composto.
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EICs of aligned results; Exact mass: 245.1172; Tolerance: 0.0
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Figura 1.55. Sinal analitico em MS referente ao ostenol apds deconvolucéo

espectral, normalizacdo e alinhamento, [M + H]* 245,1166 e Rt= 17,33 min.

A caracterizagdo do ostol foi confirmada baseando-se no match
espectral com bibliotecas espectrais utilizadas, no espectro de massas em MS/MS
juntamente com o mecanismo de fragmentacdo da molécula (Figura 1.56 e 1.57). As
fragmentacdes por ESI no modo positivo de ionizacdo apresentou poucos ions
produtos similares entre os dois isdmeros (suberosina e ostol). Analisando os perfis
de fragmentacdo para ambos os metabdlitos, observa-se que o ion m/z 203,0716
caracteristico apenas para o derivado angular. A proposta mecanistica demonstrada
na Figura 1.57 justifica a presenca deste ion fragmento para o ostol.

Outra observacédo é que o ion base de m/z 189,0548 e m/z 131,0480
tém se formado mais comumente nas cumarinas 8-C prenil substituidas (angulares),
levando a inferir que a grande intensidade desses ions deve-se estabilidade dos
fragmentos, devido a conjugacdo do sistema aromatico formado, logo ocorrem
sucessivas fragmentacdes até a formacédo do ion ciclico de 7 membros conjugado ao
anel furanico (Figura 1.57).

A partir do ion molecular observa-se a perda de [M + H - 16,03 Da]*
qgue corresponde a perda de CHa4, levando a formagé&o do ion fragmento [C14H1303]*
de m/z 229,0535. Em seguida, através de uma Retro-Diels-Alder, que promove a
abertura do anel pirano, ocorre a perda de - 40,03 Da que corresponde a perda de
CsHs4 levando a formagdo do ion fragmento [Ci1iHoOs]* de m/z 189,0548.
Posteriormente uma perda de -30,01 Da que corresponde a unidade de CH-:20,

propicia a formagéo do ion fragmento [Ci0H7O2]* de m/z 159,0446 que em seguida
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através de uma perda de CO no anel pirona que equivale a — 27,99 Da, leva a

formacéo do ion tropilio de m/z 131,0480.
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Figura 1.56. Espectro de massas MS/MS ESI - positivo, do ostol [M+H]* 245,1166 -
Rt=17,33 minem EC = 20 e 25V.
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Figura 1.57. Proposta de fragmentacéo ESI - positivo, para o ostol [M+H]* 245,1166.

A partir do ion precursor, também € possivel observar a perda [M + H —

42,05 Da]* que equivale a perda da unidade CsHs, promovida por um rearranjo da
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unidade prenila na posicdo C-8, com o oxigénio da posi¢cao C-1, originando o ion
[C12H1103]" de m/z 203,0716 (Figura 1.56 e 1.57). E importante ressaltar que a
formacédo desse ion é propiciada devido a posicdo da prenila em C-8, quando a
prenila esta em C-6 o rearranjo seguido da perda de CsHs ndo é possivel.

Apés a caracterizacdo do ostol por LC-MS utilizando a plataforma
GNPS e o tratamento de dados pelo software MS-DIAL, foi determinada a aréa
referente ao pico em MS com Rt = 17,33 min para as amostras de raizes e radicelas
de plantas sadias e infectadas com CLas cultivdas em casa de vegetacao. O ostol
nao foi detectado nas plantulas cultivadas in vitro. Estes dados foram tabulados e
plotados, como mostra a Figura 1.58. Foi também empregado o teste t pareado para
duas amostras em par de médias a um nivel de significancia de 95%, comparando
0s seguintes tratamentos: RPS e RdPS, RPI e RdPI, RPS e RPI, RdPS e RdPI
referentes a raizes e radicelas de plantas sadias e sintomaticas infectadas com CLas
cultivadas em casa de vegetacao.

Através da analise do grafico mostrado na Figura 1.58 conclui-se que
h& diferenca estatisticamente significativa a um nivel de 95% de confianca, na
acumulacao e quantidade deste metabdlito com relacdo aos tecidos da planta. Nas
radicelas de citros, a producdo deste € aproximadamente 5 vezes maior quando
comparado as raizes. Dentro deste cenario, é possivel correlacionar que a producao
de derivados de cumarinas angulares tem maior producdo nas radicelas que nas
raizes, sendo assim, podemos inferir que o gene responsavel pela prenilagdo em C-
8 possui maior expressdo e acumumulacéo nas radicelas da planta.

Além disso observa-se que, comparando radicelas sadias e infectadas
com ClLas, a producéo de ostol € estatisticamente significativa a um nivel de 95%. A
guantidade deste metabdlito € muito maior em radicelas de plantas contaminadas
com a bactéria causadora do greening. Sendo assim, este derivado angular € um
marcador da doenga HLB em radicelas de plantas de citros. Estes dados reforgcam a
proposta de que a presenga do patdgeno induz a inibicdo da rota de prenilacdo em
C-6 em favor daquela em C-8 nas radicelas de citros. Com relacdo a quantidade de
ostol nas raizes de plantas sadias e infectadas com ClLas, ndo ha diferenga na
producédo deste, a acumulagéo neste tecido equipara-se comparando os tratamentos

avaliados (Figura 1.58).
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Variagdo na concentracéo de ostol m/z 245,1166 em radicelas e raizes de plantas C.
sinensis x C. limonia sadias e infectadas com Clas, cultivadas em casa de vegetacdo
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Figura 1.58. Variagdo na concentracdo relativa de ostol em radicelas e raizes de
plantas C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com CLas, cultivadas em casa

de vegetacao.

As duas amostras, a RdPS e RdPI, sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado .
As duas amostras, a RPS e RPI, ndo sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.
As duas amostras, a RdPS e RPS, sédo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.
As duas amostras, RdPI e RPI, sdo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.

1.4.5.9. Anotacéao para suberenol

Ao analisar a rede molecular obtida apés o tratamento dos dados e o
processo de deconvolucao espectral € possivel observar o nodo referente a [M + H]*
261,1123 com Rt = 9,50, localizado no cluster da xantiletina e seselina (Figura 1.22).
Apés o match espectral com as bibliotecas utilizadas e andlises preliminares do
analises anteriores realizadas pelo Grupo de Produtos Naturais (PN) da UFSCar -
INCT Controle Biorracional de Insetos Praga (CBIP), pelo estudo de fragmentacéo
este nodo foi anotado para o suberenol, apresentando um erro de massa de -1,53
ppm. O nodo correspondente ao suberenol conecta-se com o nodo de [M + H]*
245,1170; identificado como suberosina (Figura 1.21). A diferenca de massa entre 0s
dois nodos é de 15,99 Da, indicando que houve um incremento de um atomo de
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oxigénio, sendo assim concluiu-se que houve uma substituicdo do H por hidroxila (-
OH) na unidade prenila, levando portanto, a identificacdo do suberenol. A Figura
1.59 mostra o sinal analitico em MS para este composto que apresenta ion
molecular [C15H1704]".

EICs of aligned results; Exact mass: 261,1123; Tolerance: 0,002

~
w
o

i Rt: 9,50 min
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Figura 1.59. Sinal analitico em MS referente ao ostenol ap6s deconvolugéo
espectral, normalizagéo e alinhamento, [M + H]* 261,1123 e Rt= 9,50 min.

O espectro de massas em MS/MS, mostra o ion base de m/z 203,0695
gerado a partir do ion precursor. A perda de massa de - 58,02 Da, corresponde a
perda neutra de etanona CO(CHs)2, a partir de um rearranjo de hidrogénio
envolvendo a unidade prenila na posi¢cao C-6, conforme mostrado na Figura 1.60 e
no mecanismo de fragmentacdo proposto na Figura 1.61. Nas estruturas
encontradas no banco de dados e em analises posteriores realizadas pelo CBIP -
Grupo de Produtos Naturais da UFSCar, a Unica que permite essa perda € o
suberenol, gerando o ion base [C12H1103]".

E possivel também observar, outras duas perdas a partir do fon
precursor: uma que corresponde a [M + H -14,99 Da]** e outra de [M + H - 16,01
Da]*. Estas fragmentacOes observadas, correspondem a perda radicalar de ‘CHs e a
perda de CHa respectivamente, levando a formacgéo dos ions fragmentos [C14H1404]*
de m/z 246,0877 e [C14H1404]" de m/z 245,0796. O mecanismo de fragmentacao
envolvendo a perda de CH4 € promovida por um rearranjo seguido de uma etapa de
ciclizacdo, envolvendo a unidade prenila da posicao 6 e a metoxila na posi¢ao 7, que

propicia a formacgéo do anel pirano, conforme mostrado na Figura 1.61.
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Figura 1.60. Espectro de massas MS/MS ESI - positivo, do suberenol [M+H]*
261,1123 - Rt = 9,50 min em EC = 20 e 25V.
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Figura 1.61. Proposta de fragmentacdo ESI - positivo, para o suberenol [M+H]*
261,1123.

O grafico mostrado na Figura 1.62, mostra a area em MS referente ao
fon de m/z 261,1123 de Rt = 9,50 min, para os tratamentos: RPS e RdPS, RPI e
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RdPI, RPS e RPI, RdPS e RdPI referentes a raizes e radicelas de plantas sadias e
sintométicas infectadas com CLas cultivadas em casa de vegetacdo. Os dados
mostram uma maior area com diferenca estatisticamente significativa aplicando o
teste t pareado em par de médias a um nivel de 95% para as raizes frente as
radicelas, onde a quantidade deste metabdlito nas raizes & aproximadamente 2
vezes maior frente as radicelas. Nas analises realizadas, € possivel observar uma
maior tendéncia da producéo e acumulacédo de cumarinas e seus derivados lineares
nas raizes, inferindo que a enzima responsavel pela prenilacdo do esqueleto

cumarinico, pode estar sendo mais expressa neste tecido.

Variagdo na concentragdo de suberenol m/z261,1123 em radicelas e raizes de plantas C.
sinensis x C. limonia sadias e infectadas com Clas, cultivadas em casa de vegetagao
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Figura 1. 62. Variacdo na concentracao relativa de suberenol em radicelas e raizes
de plantas C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com CLas, cultivadas em

casa de vegetacao.

As duas amostras, a RdPS e RdPI, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado .
As duas amostras, a RPS e RPI, ndo sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.
As duas amostras, a RdPS e RPS, sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.

As duas amostras, RdPI e RPI, sdo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.

Com relacdo a comparacdo dos tratamentos referentes as radicelas
sadias e infectadas com CLas e referente as raizes sadias e infectadas com CLas,

ndo ha diferenca estatisticamente significativa (Figura 1.62). Mais uma vez, este
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resultado comprova que a presenca do patégeno inibe a prenilacdo em C-6, para
favorever aguela em C-8. Outra observagdo importante, € que este metabdlito ndo
foi identificado nas plantulas cultivadas in vitro.

1.4.5.10 Anotacao para xantiletina

Apdbs os processamentos necessarios, foi anotado como xantiletina o
composto de Rt= 4,38 min e de [M + H]+ 229,0865. A xantiletina possui formula
molecular de C14H1203 e massa tedrica de 229,0862, apresentando para esta andlise
um erro de 0,00 ppm. Este metabdlito foi anotado a partir do match espectral com
bibliotecas espectrais utilizadas, de analises anteriores realizadas pelo Grupo de
Produtos Naturais (PN) da UFSCar — INCT Controle Biorracional de Insetos Praga
(CBIP), pelo estudo de fragmentagdo em MS/MS e através da avaliacdo da rede
molecular. O nodo correspondente a xantiletina esta localizado no cluster da
xantiletina e seselina, cluster no qual foram anotados exclusivamente
piranocumarinas angulares e lineares, substituidas e seus intermediarios (Figura
1.22). A Figura 1.51 mostra o sinal analitco em MS para este composto que
apresenta ion molecular [C1sH1703]+.

EICs of aligned results; Exact mass: 229.0889; Tolerance: 0.0.

Rt: 4,38 min
C14H12O3

Xantiletina

[M+H]* m/z 229,0865
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3.000 3.500 4.000 4.500 5.000 5.500
Retention time [min]

Figura 1.63. Sinal analitico em MS referente a xantiletina apdés deconvolucéo

espectral, normalizacdo e alinhamento, [M + H]* 229,0865 e Rt= 4,38 min.

A identificacdo da xantiletina foi possivel devido a utilizacdo da
abordagem FBMN, que auxilia na deconvolucéo espectral possibilitando a anotagcéo
correta para isbmeros e foi confirmada pela injecdo de padrdo da substancia. Neste
caso determinou-se que este sinal analitico corresponde a xantiletina, devido ao ion
base de m/z 213,0547, que é o ion caracteristico e mais abundante formado durante
a fragmentacdo em MS/MS desta substancia.
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O espectro em MS/MS para a xantiletina em energia de coliséo de 20 e
25V, pode ser observado na Figura 1.64. A partir do ion precursor ocorre a perda de
massa de -15,03 Da, que gera o ion base [Ci3H9Os]* de m/z 213,0547, que
corresponde a perda de CH4. Em seguida uma perda de -27,99 Da propicia a
formacao do ion fragmento [C12H9O2]* de m/z 185,0601, que é referente a perda de
CO no anel pirona. Posteriormente uma perda de CO e de C2H2 no anel pirano que
corresponde a - 54,01 Da. Esta fragmentacao envolve a abertura do anel pirano para
a perda de CO, levando a formacdo de um anel de 5 membros. Concomitantemente
ocorre um rearranjo para a formacdo de um ion ciclico de 7 membros condensado
ao anel furano, altamente estavel, favorecendo a perda de C:H: para formacédo do
ion [CoH7O]* de m/z 131,0489, conforme mostrado no espectro em MS/MS na Figura

1.64 e no mecanismo de fragmentacgéo proposto na Figura 1.65.
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Figura 1.64. Espectro de massas MS/MS ESI - positivo, da xantiletina [M + H]*
229,0865 - Rt = 4,38 min em EC = 20 e 25V.

7z

A partir do ion precursor é possivel observar que também ocorre a
formacdo do ion [C12H9O]* de m/z 169,0643 que equivale a uma perda inicial de -
16,06 Da, seguido da perda de -43,99 Da. De acordo com o mecanismo de

fragmentacao proposto na Figura 1.65 podemos observar que a formacéo deste ion
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fragmento ocorre por uma perda de CHs4 e em seguida a perda de CO2 no anel
pirona, sendo esta caracteristica em esqueletos cumarinicos. A partir do ion
precursor, também é observado a formacao do ion fragmento [C13H1302]" de m/z
201,0916 que corresponde a perda de massa de -27,99 Da. Conforme ja discutido
anteriormente, esta perda de massa corresponde a unidade de CO no anel pirona,
gue ja € esperada para esqueletos cumarinicos (Figura 1.65).

DO GO0 = 0 =
—_— \ )
Lé O \O \6 O \O \6 O -CoHy N O

(jﬁ J[M + H]* 229,0865 l m/z 213,06 m/z 185,06 m/z 131,05
Co,
T
+ N
o) Q o)
m/z201,09 m/z 169,06

Figura 1.65. Proposta de fragmentacdo ESI - positivo, para a xantiletina [M+H]*
229,0865.

O grafico mostrado na Figura 1.66, mostra a area em MS referente ao
ion de m/z 229,0865 com Rt = 4,38 min e o resultado do teste t pareado em par de
médias a 95% de confianca, para os tratamentos: RPS e RdPS, RPI e RdPI, RPS e
RPI, RdPS e RdPI referentes a raizes e radicelas de plantas sadias e sintomaticas
infectadas com ClLas cultivadas em casa de vegetacao. O gréafico também mostra os
resultados obtidos para os tratamentos: RPSiv e RPIliv e raizes de plantulas sadias
e infectadas cultivadas in vitro. Os dados mostram uma maior quantidade de
xantiletina nas raizes frente as radicelas, com diferenca estatisticamente significativa
aplicando o teste t pareado em par de médias a um nivel de 95%. Através das
analises realizadas, mais uma vez é possivel observar uma maior tendéncia da
producédo e acumulacdo de cumarinas e seu derivados lineares nas raizes, inferindo
gue a enzima responsavel pela prenilacdo do esqueleto cumarinico em C-6, pode
estar sendo mais expressa neste tecido.

Comparando raizes e radicelas de plantas sadias e infectadas com
ClLas, é possivel observar que ha uma maior quantidade de xantiletina nos
tratamentos de plantas sadias, frente as plantas na presenca do patégeno, porém
nao ha uma diferenca estatisticamente significativa aplicando o teste t pareado em

par de médias a 95% de confianca. Sendo assim este metabdlito ndo é considerado
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um marcador para a doenca. Mas ja ao analisarmos as plantas cultivadas in vitro, ha
uma producdo muito maior deste metabdlito nas plantas sadias, frente as plantas
infectadas, com diferenca estatisticamente significativa. Dentro deste contexto,
podemos inferir que ha uma tendéncia na planta em inibir a prenilacdo em C-6 e

posterior ciclizagdo que leva a esta piranocumarina (Figura 1.66).

A) Variagdo na concentragdo de xantiletina m/z 229,0865 em radicelas e raizes de C. B) Variagdo na concentragio de xantiletina m/z 229,0865 em raizes de
. isx C. li ia sadias e infi das com Clas, cultivadas em casa de vegeta;&o plantulas C. sinensis, sadias e infectadas com Clas, cultivadas invitro
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Figura 1.66. Variacdo na concentracao relativa de xantiletina em A) radicelas e
raizes de plantas C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com CLas, cultivadas
em casa de vegetacdo. B) raizes de plantulas C. sinensis x C. limonia sadias e
infectadas com CLas, cultivadas in vitro.

As duas amostras, a RdPS e RdPI, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado .
As duas amostras, a RPS e RPI, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.
As duas amostras, a RdPS e RPS, sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.

As duas amostras, RdPI e RPI, sdo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.

As duas amostras, a RPliv e RPSiv, séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianc¢a pelo teste t pareado

1.45.11 Anotacéo para seselina

ApOs o0 processo de deconvolugdo espectral, normalizacdo e
alinhamento, foi possivel observar um sinal com Rt = 4,61 min e [M + H]* 229,0862
(Figura 1.67), sendo este referente a formula molecular Co9HeO3, com ion precursor
[CoH7O3])*. Este composto foi anotado como seselina, com [M + H]* tedrico de
229,0865 apresentando um erro de -1,31 ppm. A Figura 1.67 mostra o sinal analitico
em MS para este composto que apresenta ion precursor [C14H1303]".

O nodo referente a seselina esta localizado no cluster da xantiletina e
seselina e conceta-se com o nodo da xantiletina de [M + H]* 229,0865 (Figura 1.22).

A diferenciacdo deste metabdlito, que é uma piranocumarina angular prenilada em
96



Capitulo 1

C-8, do seu isdmero xantiletina, que € uma piranocumarina linear prenilada em C-6,
s6 foi possivel devido o processamento aplicado, utilizando a abordagem FBMN e a
injecdo de padréao.

EICs of aligned results; Exact mass: 229.0867; Tolerance: 0.0

6.00
Rt: 4,61 min
C14H1203

Seselina

[M+H]* m/z 229,0862
Erro:-1,31 ppm

5.00

4.00

3.00

2.00

Absolute abundance (1e+6)

1.00

0.00 T " T =
3.500 4.000 4.500 5.000 5.500

Figura 1.67. Sinal analitco em MS referente a seselina apds deconvolucdo
espectral, normalizagéo e alinhamento, [M + H]* 229,0862 e Rt= 4,61 min.

Determinou-se que este sinal analitico corresponde a seselina, devido
ao ion base de m/z 175,0387, que é o ion caracteristico e mais abundante formado
durante a fragmentacdo em MS/MS desta substancia. O espectro em MS/MS para a
xantiletina em energia de colisdo de 20 e 25V, pode ser observado na Figura 1.68.

A partir do ion precursor ocorre a perda de massa de -54,04 Da, que
gera o ion base [C10H7O3]* de m/z 175,0387, que corresponde a perda de CsHe
através da abertura do anel pirano seguido de rearranjo de hidrogénio e migracao
intramolecular de CHs, conforme mostrado no mecanismo de fragmentacao proposto
na Figura 1.69. Essa migracdo de um atomo e de um grupo de atomos através da
estrutura da molécula por meio de quebra-formacdo da ligacédo via eletrospray na
energia de colisdo empregada, favorecem o rearranjo na molécula para a formacao
deste fragmento.

Em estudos anteriores, as propostas demonstravam que o ion de m/z
175, era devido a perda de (CO + C2H2) no anel pirona, mas através da obtencdo de
espectros de MS/MS de massa exata utilizando espectrometria de massas de alta
resolucdo, chegamos a conclusdo de que este mecanismo ndo € de ocorréncia
plausivel, pois a formacao deste ion base € devido a perda de -54,05 Da e néo de -
54,01 Da, que geraria o ion de m/z 175,0759. Se a perda fosse referente ao que era
proposto até entdo, a partir do ion base observado no espectro de MS/MS e a massa
tedrica calculada para o fragmento gerado a partir dessa perda, o erro de massa

seria de -215,91 ppm, sendo assim € impossivel atribuir que o fragmento gerado é
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devido a perda de (CO + C2H2), desse modo foi proposto a perda de CsHes que
apresenta um erro de massa de apenas - 4,57 ppm.

A partir do ion base, observa-se uma perda de -27,99 Da, que propicia
a formacéo do ion fragmento [CoH7Oz2]" de m/z 147,0436, que é referente a perda de
CO no anel pirona. A partir do ion base, também pode ocorrer uma perda de CO2 no
anel pirona que corresponde a - 43,99 Da. Esta fragmentagao envolve a abertura do
anel pirona para a perda de CO:2 levando a formagédo de um anel de 4 membros
condensado a um ion ciclico de 7 membros estabilizado por ressonancia, formando
o ion fragmento [CoH7O]* de m/z 131,0486, conforme mostrado no espectro em
MS/MS na Figura 1.68 e no mecanismo de fragmentagao proposto na Figura 1.69.
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Figura 1.68. Espectro de massas MS/MS ESI - positivo, da seselina [M+H]* 229,0862
-Rt=4,31 minem EC = 20 e 25V.
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Figura 1.69. Proposta de fragmentacdo ESI - positivo, para a seselina [M+H]*

229,0862.
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O grafico mostrado na Figura 1.70, mostra a area em MS referente ao
ion de m/z 229,0862 com Rt = 4,61 min e o resultado do teste t pareado em par de
meédias a 95% de confianca, para os tratamentos: RPS e RdPS, RPI e RdPI, RPS e
RPI, RAPS e RdPI referentes a raizes e radicelas de plantas sadias e sintomaticas
infectadas com CLas cultivadas em casa de vegetacdo. O gréfico também mostra os
resultados para os tratamentos: RPSiv e RPliv e raizes de plantulas sadias e

infectadas cultivadas in vitro.

A) Variagdo na concentragio de seselina m/z 229,0862 em radicelas e raizes de plantas C. sinensis B) Variagdo na concentragdo de seselina m/z 229,0862 em raizes de plantulas
var. Valéncia x C. imonia sadias e infectadas com Clas, cultivadas em casa de vegetacio €. sinensis, sadias e infectadas com Clas, cultivadas invitro
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Figura 1.70. Variacdo na concentracdo relativa de seselina em A) radicelas e raizes
de plantas C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com CLas, cultivadas em
casa de vegetacdo. B) raizes de plantulas C. sinensis x C. limonia sadias e
infectadas com CLas, cultivadas in vitro.

As duas amostras, a RdPS e RdPI, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado .
As duas amostras, a RPS e RPI, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.
As duas amostras, a RdPS e RPS, séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.

As duas amostras, RdPI e RPI, sdo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.

As duas amostras, a RPliv e RPSiv, sdo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confian¢a pelo teste t pareado

Os dados mostram uma maior quantidade de seselina nas raizes frente
as radicelas, com diferenca estatisticamente significativa aplicando o teste t pareado
em par de médias a um nivel de 95%. Através das analises realizadas, mais uma
vez é possivel observar uma maior tendéncia da producdo e acumulacdo de
cumarinas e seu derivados angulares nas radicelas, inferindo que a enzima
responsavel pela prenilacdo do esqueleto cumarinico em C-8, pode estar sendo
mais expressa neste tecido.

Através da analise dos dados observa-se que apesar da producédo de

seselina nas radicelas de plantas infectadas frente as radicelas de plantas sadias
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cultivadas em casa de vegetacdo ser consideravelmente maior, ndo ha uma
diferenca estatistica evidenciada aplicando o teste t pareado em par de médias. Uma
diferenca estatisticamente significativa também néo é constatada quando comparado
raizes de plantas sadias e infectadas com CLas cultivadas em casa de vegetacao.
No entanto, quando € comparado os tratamentos de raizes de plantulas
sadias e infectadas com ClLas cultivadas in vitro observa-se que a producédo de
seselina é estatisticamente maior naguelas em que ha a presenca do patdégeno.
Sendo assim € possivel inferir que este metabdlito € um marcador da doenca HLB

em plantulas de citrus cultivadas in vitro.

1.4.5.12 Anotacédo para a xantoxiletina

ApGs 0s processamentos necessarios, a xantoxiletina foi anotada como
a substancia com Rt= 15,60 min e [M + H]* 259,0960. A xantoxiletina é uma
piranocumarina angular metoxilada na posicdo C-5, possui formula molecular de
C15H1404 € [M + H]* tedrico de 259,0970, apresentando para esta analise um erro de
-3,86 ppm. Este metabdlito foi anotado a partir do match espectral com bibliotecas
espectrais utilizadas, de analises anteriores realizadas pelo Grupo de Produtos
Naturais (PN) da UFSCar — INCT Controle Biorracional de Insetos Praga (CBIP),
pelo estudo de fragmentacdo e através da avaliagdo da rede molecular. O nodo
correspondente a xantoxiletina esta localizado no cluster da xantiletina e seselina,
cluster no qual foram anotados exclusivamente piranocumarinas angulares e
lineares, substituidas e seus intermediéarios (Figura 1.22).

O nodo correspondente a xantoxiletina conecta-se com o nodo de [M +
H]* 229,0865; identificado como xantiletina, através do nodo de [M + H]* 243,1013
(Figura 1.22). A diferenca de massa entre os nodos é de 30,11 Da, indicando que
houve a substituicgdo de um hidrogénio na posi¢cdo C-5 por uma metoxila, levando
portanto, a identificacdo da xantoxiletina. A Figura 1.71 mostra o sinal analitico em
MS para este composto que apresenta ion molecular [C1sH1504]*.

A identificacdo da xantoxiletina foi determinada e s6 foi possivel, devido
a abordagem FBMN, que auxilia na deconvolugdo espectral possibilitando a
anotacao correta para isomeros. Neste caso determinou-se que o sinal analitico em
MS corresponde a xantoxiletina, devido ao ion base de m/z 229,0488, que € o ion

mais estavel formado durante a fragmentacdo em MS/MS desta substancia.
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EICs of aligned results; Exact mass: 259.0963; Tolerance: 0.0
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Figura 1.71. Sinal analitico em MS referente a xantoxiletina apds deconvolucéo
espectral, normalizacdo e alinhamento, [M + H]* 259,0960 e Rt= 15,60 min.

A Figura 1.72 mostra o espectro de massas em MS/MS no modo
positivo de ionizacdo em energia de colisdo de 22 e 25 V para a xantoxiletina que
possui ion precursor de m/z 259,0960. Através da andlise deste, observa-se que a
partir do ion precursor ha a formacédo do ion fragmento [C14H1204]* de m/z 244,0714,
gue ocorre devido a perda de massa de - 15,02 Da, que corresponde a perda
radicalar de *CHs, conforme proposto no mecanismo de fragmentacdo de massa
apresentado na Figura 1.73. Em seguida ha mais uma perda radicalar ‘CHs, gera o
ion base [C13H904]* de m/z 229,0488. A partir deste, a perda de uma unidade de CO
no anel pirona, que corresponde a perda de massa de - 27,99 Da, e gera o ion
fragmento [C12H9Os3]* de m/z 201,0545.

A partir do ion precursor observa-se a perda de massa de - 46,04 Da
devido a perda de (OCH: + CHai). Sendo assim, ha a formagdo do ion base
[C13H9O4]" de m/z 229,0488 conforme observado no espectro em MS/MS mostrado
na Figura 1.72 e no mecanismo de fragmentacdo de massas proposto na Figura
1.73.
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Figura 1.72. Espectro de massas MS/MS ESI - positivo, da xantoxiletina [M+H]*
259,0960 - Rt = 15,60 min em EC = 22 e 25V.
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Figura 1.73. Proposta de fragmentacdo ESI - positivo, para a xantoxiletina [M+H]*
259,0960.

Aplicando o tratamento de dados, ap0s a tabulacdo dos mesmos,
obtidos a partir da area do pico em MS com Rt = 4,0 min para as amostras de raizes
e radicelas de plantas sadias e infectadas com CLas cultivadas em casa de
vegetacao, foi construido o grafico representado na Figura 1.74. Foi empregado o

teste t pareado para duas amostras em par de médias a um nivel de significancia de
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95%, comparando os seguintes tratamentos: RPS e RdPS, RPI e RdPI, RPS e RPI,
RAPS e RdPI referentes a raizes e radicelas de plantas sadias e sintomaticas
infectadas com ClLas cultivadas em casa de vegetacdo. A xantoxiletina nao foi
detectada nas plantulas cultivadas in vitro.

Através da analise dos dados é possivel observar que h&a uma
diferenca estatisticamente significativa na producdo deste metabdlito nas plantas
cultivas em casa de vegetacao, onde a concentracdo € cerca de 3 vezes maior nas
raizes frente as radicelas. Mais uma vez, ha a constatacdo que derivados lineares,
ou seja, aqueles incialmente prenilados na posicdo C-6, sdo produzidos em maior

guantidade na raiz principal de citros.

Variag¢do na concentrag¢do de xantoxiletina m/z 259,0960 em radicelas e raizes de plantas C.

sinensis x C. limonia sadias e infectadas com Clas, cultivadas em casa de vegetacao
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Figura 1.74. Variagdo na concentracao relativa de xantoxiletina em radicelas e raizes
de plantas C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com CLas, cultivadas em

casa de vegetacao.

As duas amostras, a RdPS e RdPI, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado .
As duas amostras, a RPS e RPI, ndo sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.
As duas amostras, a RdPS e RPS, séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.

As duas amostras, RdPI e RPI, sdo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.
Quando é realizada a comparagdo entre radicelas de plantas sadias e

infectadas com Clas e raizes de plantas sadias e infectadas com Clas, ndo ha

diferenca estatisticamente significativa aplicando o teste t pareado em par de médias
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a um nivel de 95% de confianca. Sendo assim conclui-se que este metabdlito ndo é

responsivo ao ataque do patégeno.

1.4.5.13 Anotacéo para a 5-metoxiseselina

A partir do processo de deconvolucdo espectral, aplicando as
ferramentas necessarias para molecular networking, foi possivel atribuir que o ion de
[M + H]* 259,0962 e com Rt = 16,58 min corresponde a 5-metoxiseselina. Esta
possui formula molecular C1sH1404 € uma massa molecular teérica de 259,0970 que
corresponde ao ion precursor [CisH1404]*, portanto para esta analise ha um erro de
massa de -3,09 ppm, que € um valor aceitdvel em MS/MS para anotacdo de um
metabalito.

O nodo referente ao ostol esta localizado no cluster da xantiletina e
seselina (Figura 1.22) e conecta-se com o nodo da xantoxiletina. A diferenciacao
deste metabdlito que € uma cumarina angular, prenilada em C-8 e metoxilada em C-
5 do seu isbmero xantoxiletina que € uma cumarina linear, prenilada em C-6 e
metoxilada em C-5, s6 foi possivel devido o processamento aplicado, utilizando a
abordagem FBMN. A diferenca entre os dois isbmeros esta na posicao da prenila, na
xantoxiletina ela se encontra em C-6 e apds a ciclizacdo leva a um derivado de
piranocumarina linear, enquanto que na 5-metoxiseselina em C-8 e apds a ciclizacédo
leva a um derivado de piranocumarina angular. A Figura 1.75 mostra o sinal analitico

em MS para esta substancia.

EICs of aligned results; Exact mass: 259.0965; Tolerance: 0.0
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Figura 1.75. Sinal analitico em MS referente a 5-metoxiseselina apos deconvolugéo

16.000

espectral, normalizacdo e alinhamento, [M + H]* 259,0962 e Rt= 16,58 min.

A caracterizacdo da 5-metoxiseselina foi confirmada baseando-se no

match espectral com bibliotecas espectrais utilizadas, no espectro de massas em
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MS/MS, juntamente com o mecanismo de fragmentacdo da molécula (Figura 1.76 e
1.77). As fragmentacgdes por ESI no modo positivo de ionizagcdo apresentou poucos
fons produtos similares entre os dois isbmeros (xantoxiletina e 5-metoxiseselina).
Analisando os perfis de fragmentacéo para ambos os metabdlitos, observa-se que o
ion m/z 205,0490 € caracteristico apenas para o derivado angular, portanto, a
proposta mecanistica envolvendo o anel pirano justifica a presenca deste ion
fragmento apenas na 5-metoxiseselina.

Outra observacao é que o ion base de m/z 189,0544 e m/z 177,0552
tém se formado mais comumente nas cumarinas 8-C prenil substituidas (angulares),
levando a inferir que a grande intensidade desses ions deve-se a estabilidade dos
fragmentos, devido a conjugacdo do sistema aromatico formado, logo ocorrem
sucessivas fragmentacdes até a formacéo do ion ciclico de 7 membros conjugado ao
anel furanico (Figura 1.77).

A partir do ion precursor observa-se duas perdas radicalares de ‘CHs
consecutivas, assim como é observado para a xantoxiletina. A primeira perda de
massa que corresponde a - 15,02 Da levou a formacéo do ion fragmento [C14H1204]*
de m/z 244,0728. A segunda perda de massa que corresponde a -15,02 Da gera o
ion fragmento [C13H9O4]* de m/z 229,0488.

Outra fragmentacdo a partir do ion precursor € observada. Ocorre a
perda de massa de - 42,05 Da que corresponde a perda do fragmento CsHe no anel
pirano, levando a formacao do ion fragmento [C12H9O4]* de m/z 217,0490. Em
seguida, através da perda de CO no anel pirano que equivale a - 27,99 Da, um
rearranjo gera um anel furano, levando a formacéo do ion fragmento [C11HoO3]* de
m/z 189,0548, conforme mostrado no mecanismo de fragmentacdo proposto da
Figura 1.77.

O ion base [C11H90O4]" de m/z 205,0501 é gerado a partir da perda de
massa de - 54,05 Da do ion molecular, desse modo foi proposto a perda de CsHs,
assim como aquela que ocorre para a piranocumarina angular xantiletina. Em
seguida, a partir do ion base, observa-se uma perda de -27,99 Da, que propicia a
formacéo do ion fragmento [C10H9Os3]* de m/z 177,0552, que é referente a perda de
CO no anel pirona, esta fragmentacdo envolve a abertura do anel pirona para a
perda de CO levando a formacédo de um anel furano condensado a um ion ciclico de
7 membros estabilizado por ressonancia, conforme mostrado no espectro em MS/MS

na Figura 1.76 e no mecanismo de fragmentacao proposto na Figura 1.77.
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Figura 1.76. Espectro de massas MS/MS ESI - positivo, da 5-metéxiseselina [M+H]*
259,0962 - Rt = 16,58 min em EC = 22 e 25V.
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Figura 1.77. Proposta de fragmentagdo ESI - positivo, para a 5-metoxiseselina
[M+H]* 259,0962.

Os dados referentes a 5-metoxiseselina em MS com Rt = 16,58 min
foram tabulados e estdo representados no grafico da Figura 1.78. Estes dados
referentes aos tratamentos avaliados foram submetidos a analise estatistica
empregando o teste t pareado em par de médias a 95% de confianca. A partir da
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interpretacdo destes observa-se que ha uma diferenca na concentracdo de 5-
metbxiseselina entre as radicelas de plantas sadias e infectadas com CLas, onde ha
uma quantidade maior desta substancia em radicelas de plantas na presenca do
patdgeno frente aquelas sadias. Sendo assim, este metabdlito é considerado um
marcador da doenca HLB e possivelmente pode apresentar um efeito bactericida,
pois a planta responde & infestagdo da bactéria nos vasos da planta, aumentando a
producdo desta substancia como um mecanismo de defesa. Em contrapartida, nas
raizes ndo ha diferenca na concentracado de 5-metoxiseselina entre plantas sadias e

infectadas com CLas.

Variagdo na concentracio de 5-metoxi-seselina m/z 259,0962 em radicelas e raizes de plantas
C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com Clas, cultivadas em casa de vegetacdo
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Figura 1.78. Variacdo na concentracao relativa de 5-metdxiseselina em radicelas e
raizes de plantas C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com CLas, cultivadas

em casa de vegetacao.

As duas amostras, a RdPS e RdPI, séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado .
As duas amostras, a RPS e RPI, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.
As duas amostras, a RdPS e RPS, sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.

As duas amostras, RdPI e RPI, sdo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.

Novamente, mais uma observacdo importante foi constatada com
relagdo a quantidade e acumulacédo de derivados de cumarinas angulares, onde a
concentragdo deste € sempre maior nas radicela. Para a 5-metdxiseselina nao foi

diferente, ha uma acumulacéo 4 vezes maior deste metabdlito nas radicelas frente
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as raizes. Podemos inferir que os genes que codificam as enzimas responsaveis
pela prenilagcdo em C-8 sdo mais expressas neste 6rgdo da planta. Outra informacéo

importante € que a 5-metoxiseselina ndo foi detectada nas plantulas cultivadas in
vitro.

1.4.5.14 Anotacédo para a nordentatina

O processamento dos dados de espectrometria de massas em MS e
MS/MS, foi realizado e a partir da rede molecular gerada, foi possivel observar um
nodo de [M + H]* 313,1434 com Rt = 21,88 min, no cluster do ostol e da clausarina
(Figura 1.23). Ap6s o match espectral com as bases de dados utilizadas, estudo de
fragmentacdo em MS/MS e de estudos anteriores realizados pelo Laboratério de
Produtos Naturais PN — CBIP, este i6n molecular que corresponde a [C19H2104]" foi
anotado como nordentatina.

A nordentatina que é uma piranocumarina linear substituida em C-5 por
uma hidroxila e em C-8 por uma unidade 1,1-dimetilalil, possui féormula molecular
C19H2004 € um [M + HJ* tedrico de 313,1440, portanto para esta analise foi observado

um erro de -1,92 ppm. A Figura 1.79 mostra o sinal analitico em MS para esta
substancia.

EICs of aligned results; Exact mass: 313.1428; Tolerance: 0.02
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Figura 1.79. Sinal analitico em MS referente a nordentatina apds deconvolucéo

espectral, normalizacdo e alinhamento, [M + H]* 313,1434 e Rt= 21,88 min.

A Figura 1.80 mostra o espectro de massas em MS/MS no modo
positivo de ionizacdo em energia de colisdo de 25 e 22 V para a nordentatina que
possui ion molecular de [M + H]* 313,1434. Através da analise deste, observa-se

gue a partir do ion precursor ha a formacdo do ion fragmento [CisH1504]" de m/z
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271,0961, que ocorre devido a perda de massa de - 42,05 Da, que corresponde a
perda de CsHs a partir da abertura do anel pirano, conforme proposto no mecanismo
de fragmentacdo de massas apresentado na Figura 1.81. Em seguida uma perda de
CO no anel pirona, que corresponde a -27,99 Da, gera o ion fragmento [C15H1503]*
de m/z 243,1013.
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Figura 1.80. Espectro de massas MS/MS ESI - positivo, nordentatina [M+H]*
313,1434 - Rt = 21,88 min em EC = 25 e 22V.

A partir do ion precursor observa-se também a perda de massa de
56,06 Da devido a perda de CsHs, através do mecanismo de fragmentacdo de
massas mostrado na Figura 1.81, sugere-se um rearranjo da unidade 1,1-dimetilalil
em C-8 para posteriormente permitir a saida da unidade CsHs. Sendo assim, ha a
formacdo do ion base [C15H1304]* de m/z 257,0811. Em seguida, através da perda
de CsHs que corresponde a -42,05 Da a partir da abertura do anel pirano, é formado
0 ion [C12H704]* de m/z 215,0337. Uma perda de CO no anel pirona, leva ao ion
fragmento [C11H7O3]* de m/z 187,0383. A partir do ion de m/z 257,0811; também é
observado uma perda -27,99 Da que equivale a perda de uma unidade de CO no

anel pirona, gera o ion fragmento [C14H1303]" de m/z 229,0859.
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Figura 1.81. Proposta de fragmentacdo ESI - positivo, para a nordentatina [M+H]*
313,1434.

Diante da notacdo da nordentatina, foram plotados os dados referente a
area do pico em MS para esta substancia e os mesmos foram avaliados por analise
estatistica empregando o teste t pareado em par de médias a um nivel de 95 % de
confianca, para todos os tratamentos monitorados. A andlise foi realizada
comparando os seguintes pares: RPS e RdPS, RPI e RdPI, RPS e RPI, RdPS e
RdPI referentes a raizes e radicelas de plantas sadias e sintomaticas infectadas com
CLas cultivadas em casa de vegetacdo. A nordentatina ndo foi detectada nas
plantulas cultivadas in vitro.

Os resultados desta analise e o grafico obtido estdo demonstrados na
Figura 1.82. A partir deste grafico, pode-se observar que ndo houve diferenca
estatistica na quantidade de nordentatina entre as radicelas de plantas sadias e

7

infectadas com CLas. O mesmo também é observado quando € comparado as
raizes de plantas sadias e na presenca da bactéria. Mesmo que seja constatada
uma maior producdo deste metabdlito quando as plantas estdo sujeitas a infecgéo
com a bactéria, ndo ha uma diferenga estatisticamente significativa a um nivel de
95% de confianca entre os tratamentos. Sendo assim, a clausarina nao €
considerada como um marcador da doenca HLB e nem com uma possivel atividade

bactericida.
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A Unica diferenca estatisticamente significativa a um nivel de 95% de
confianca observada, € que a producdo desta piranocumarina linear é maior nas
raizes frente as radicelas. Portanto, mais uma vez ha a evidéncia de que os
derivados lineares, que sofrem a reacdo da enzima responsavel pela prenilacdo em
C-6 para posterior ciclizagdo, sao produzidos em maior quantidade e acumulados
preferencialmente nas raizes. Tal fato pode ser explicado por uma possivel maior
expressdo dos genes que codificam estas enzimas que sdo responsaveis pela

formacdo da clausarina, nas raizes do que nas radicelas em plantas de C. sinensis X

C. limonia
Varia¢do na concentragdo de nordentatina m/z 313,1434 em radicelas e raizes de plantas
C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com Clas, cultivadas em casa de vegetagédo
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Figura 1.82. Variag&o na concentracao relativa de nordentatina em radicelas e raizes
de plantas C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com CLas, cultivadas em

casa de vegetacgao.

As duas amostras, a RdPS e RdPI, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado .
As duas amostras, a RPS e RPI, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confian¢a pelo teste t pareado.
As duas amostras, a RdPS e RPS, sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.

As duas amostras, RdPI e RPI, sdo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.
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1.4.5.15 Anotacédo para a clausarina

A partir do processo de deconvolugdo espectral, aplicando as
ferramentas necessarias para molecular networking, foi possivel atribuir que o ion de
[M + H]* 381,2063 e com Rt = 26,29 min corresponde a clausarina. Esta substancia
€ uma piranocumarina linear substituida em C-5 por uma hidroxila e em C-8 e C-2
por uma unidade de 1,1-dimetilalil. Esta possui formula molecular C24H2804 e uma
massa molecular protonada teérica de 381,2066 que corresponde ao ion precursor
[C24H2904]+, portanto para esta analise ha um erro de massa de -0,79 ppm, que é
um valor aceitavel para anotacdo de um metabdlito.

O nodo referente a clausarina que estd localizado no cluster
denominado cluster do ostol e da clausarina (Figura 1.23); conecta-se com 0 nodo
da nordentatina que possui [M + H]* de 313,1434. A diferenca de massa entre 0s
dois nodos € de 68,06 Da, indicando que ocorreu uma sequéncia da biossintese de
nordentatina, onde houve a substituicdo de um hidrogénio na posicdo C-5 por uma
unidade de 1,1-dimetilalil levando entdo a formacdo da clausarina. A Figura 1.75

mostra o sinal analitico em MS para a clausarina.

Rt: 26,29 min
CaaH250,
Clausarina [M+H]*
m/z 381,2063
Erro:-0,79 ppm

Figura 1.83. Sinal analitico em MS referente a clausarina apés deconvolucéo
espectral, normalizacdo e alinhamento, [M + H]* 381,2063 e Rt= 26,29 min.

A caracterizagdo da clausarina foi confirmada baseando-se no match
espectral com bibliotecas espectrais utilizadas, no espectro de massas em MS/MS
juntamente com o mecanismo de fragmentacdo da molécula, que pode ser visto nas
Figuras 1.84 e 1.85. As fragmentagcbes em MS/MS por ESI no modo positivo de
ionizacdo apresentou a formacgéo do ion fragmento [C23H2903]* de m/z 353,2115, que

corresponde a perda de CO do anel pirona a partir do ion molecular.
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Figura 1.84. Espectro de massas MS/MS ESI - positivo, da clausarina [M+H]*
381,2063 - Rt = 26,29 min em EC = 20 e 25V.
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Figura 1.85. Proposta de fragmentagdo ESI - positivo, para a clausarina [M + H]*
381,2063.

113



Capitulo 1

Além desta, é possivel observar também a perda de 42,05 Da a partir
do ion precursor, que corresponde a perda de CsHs, levando a formacdo do ion
[C21H2304]" de m/z 339,1599. Outra fragmentacdo também pode ser observada a
partir do ion precursor, devido a perda de CsHs que equivale a - 56,06 Da. Essa
perda ocorre através de um rearranjo da unidade 1,1-dimetilalii em C-8 para
posteriormente permitir a saida da unidade CsHs.Sendo assim é observada a
formacao do ion fragmento [C20H2104]* de m/z 325,1444. Em seguida uma perda de
CO no anel pirona que equivale a -27,99 Da ocorre, gerando o ion fragmento
[C19H2103]* de m/z 297,1488.

A formacéo do ion base [C17H1504]" de m/z 283,0970, ocorre a partir do
ion de m/z 325,1444 devido a perda de CsHs que equivale a - 42,05 Da. A formagéo
desse fragmento ocorre a partir da abertura do anel pirano para a perda deste
fragmento e posterior ciclizagdo para a estabilizacdo do ion gerado, formando um
anel furano.

ApOs a caracterizacdo da clausarina por LC-MS utilizando a plataforma
GNPS e o tratamento de dados pelo software MS-DIAL, a aréa referente ao pico em
MS com Rt = 26,29 min foi determinada para as amostras de raizes e radicelas de
plantas sadias e infectadas com CLas cultivadas em casa de vegetacdo. Estes
dados foram tabulados e plotados, como mostra a Figura 1.86. Foi também
empregado o teste t pareado para duas amostras em par de médias a um nivel de
significancia de 95%, comparando os seguintes pares de tratamentos: RPS e RdPS,
RPI e RdPI, RPS e RPI, RdPS e RdPI referentes a raizes e radicelas de plantas
sadias e sintométicas infectadas com CLas cultivadas em casa de vegetacdo. A
clausarina nao foi detectada nas plantulas cultivadas in vitro.

Através da analise do grafico mostrado na Figura 1.86 conclui-se que
ha diferenca estatisticamente significativa a um nivel de 95% de confianca, na
acumulacdo e quantidade deste metabdlito com relacdo aos tecidos da planta. Nas
raizes de C. sinensis x C. limonia, a producdo deste é aproximadamente 70 vezes
maior quando comparado as radicelas. Dentro deste cenario, é possivel
correlacionar mais uma vez que a producédo de derivados de cumarinas lineares tem
maior producdo e acumulacdo nas raizes do que nas radicelas, sendo assim,
podemos inferir que o gene responsavel pela prenilacdo em C-6 possui maior

expressao nas radicelas da planta.
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Além disso observa-se que, comparando radicelas sadias e infectadas
com ClLas, a producéo de clausarina ndo é estatisticamente significativa a um nivel
de 95% de confianca. O mesmo é observado com relacdo a quantidade de
clausarina nas raizes de plantas sadias e infectadas com CLas, ndo ha diferenca na
producédo deste, a acumulagao neste tecido equipara-se comparando os tratamentos
avaliados (Figura 1.86).

Variagdo na concentragdo de clausarina m/z 381,2063 em radicelas e raizes de plantas C. sinensis
x C. limonia sadias e infectadas com Clas, cultivadas em casa de vegetagao
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Figura 1.86. Variacdo na concentracdo relativa de clausarina em radicelas e raizes
de plantas C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com CLas, cultivadas em

casa de vegetacao.

As duas amostras, a RdPS e RdPI, ndo sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado .
As duas amostras, a RPS e RPI, ndo sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.
As duas amostras, a RdPS e RPS, sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confian¢a pelo teste t pareado.

As duas amostras, RdPI e RPI, sdo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.

1.45.16 Anotacgéo paralimonina

Através da analise da rede molecular via GNPS, obtida a partir do
processamento de deconvolucédo espectral € possivel observar um cluster apenas
com limonoides que foi denominado como cluster da limonina. Neste cluster foi
observado um nodo de [M + H]* 471,2028 com Rt = 12,83 min. Este nodo foi
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anotado como limonina que possui formula molecular de C2sH300s € um m/z tedrico
de 471,2019. Portanto para esta analise referente ao ion precursor [C2sH310s]*, foi
observado um erro de 1,91 ppm, que € um valor aceitavel para a anotacdo de um
metabdlito. A Figura 1.87, mostra o pico referente a limonina extraido a partir do

espectro de massas EIC em MS.

EICs of aligned results; Exact mass: 471.2001; Tolerance: 0.0

8.00

Rt: 12,83 min
Cy6H300s
Limonin [M+H]*
m/z 471,2028
Erro: 1,91 ppm

11.000 11.500 12,000 13500 14.00( 14,500

Figura 1.87. Sinal analitico em MS referente a limonina apds deconvolucdo
espectral, normalizagéo e alinhamento, [M + H]* 471,2028 e Rt= 12,83 min.

A limonina foi anotada a partir do match espectral com as bibliotecas
utilizada, do estudo de fragmentacdo proposto para a substancia a partir do seu
espectro de massa em MS/MS e através da comparacao de resultados anteriores
obtidos através de estudos realizados pelo Laboratério de Produtos Naturais — CBIP
da UFSCar. O espectro de massas em modo positivo de ionizacéo por eletrospray,
utilizando energias de colisdo de 25 e 22V respectivamente esta demonstrado na
Figura 1.88 e o mecanismo de fragmentacdo de massas proposto pode ser visto na
Figura 1.89.

Através da analise do espectro de massas em MS/MS para a limonina,
ndo € observado a formacdo de muitos ions com intensidade consideravel. Fica
evidenciado a formacéo do ion base [C10H9O2]* de m/z 161,0694 que é caracteristico
do perfil de fragmentacao de limonoides e € gerado a partir de uma perda de massa
de -310,1434 Da. Em seguida a perda do anel furano que equivale a - 66,01 Da,
gera o ion fragmento [CeH7O]* de m/z 95,0597 (Figura 1.88 e 1.89).

O ion fragmento [C2sH2003]" de m/z 425,1964 também é observado.
Este é gerado devido a perda de HCOOH equivalente a - 46,01 Da, conforme
demonstrado nas Figuras 1.88 e 1.89.
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Figura 1.88. Espectro de massas MS/MS ESI - positivo, da limonina [M+H]* m/z
471,2028- Rt = 12,83 min em EC = 25 e 22V.
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Figura 1.89. Proposta de fragmentacdo ESI - positivo, para a limonina [M+H]*
471,2028.

O grafico mostrado na Figura 1.90, mostra a area em MS referente ao
ion de [M + H]* 471,2028 com Rt = 12,83 min e o resultado do teste t pareado em
par de médias a 95% de confianca, para os tratamentos: RPS e RdPS, RPI e RdPI,
RPS e RPI, RdPS e RdPI referentes a raizes e radicelas de plantas sadias e

sintométicas infectadas com ClLas cultivadas em casa de vegetacdo, assim como
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para os tratamentos: RPSiv e RPIliv e raizes de plantulas sadias e infectadas
cultivadas in vitro. Os dados mostram quantidade maior de limonina nas raizes frente
as radicelas, com diferenca estatisticamente significativa aplicando o teste t pareado
em par de médias a um nivel de 95%. Através das analises realizadas, é possivel
observar uma maior tendéncia da producdo e acumulacdo deste metabdlito nas

raizes de C. sinensis x C. limonia.

A) Variagdo na concentragio de limonina m/z 471,2028 em radicelas e raizes de plantas B) Variagdo na concentragdo de limonina m/z 471,2028 em raizes de
C. sinensis x C. limonia sadias e il com Clas, culti em casa de vegetacd plantulas C. sinensis, sadias e infectadas com Clas, cultivadas in vitro.
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Figura 1.90. Variacdo na concentracdo relativa de limonina em A) radicelas e raizes
de plantas C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com CLas, cultivadas em
casa de vegetacdo. B) raizes de plantulas C. sinensis x C. limonia sadias e

infectadas com CLas, cultivadas in vitro.

As duas amostras, a RdPS e RdPI, ndo sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado .
As duas amostras, a RPS e RPI, séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.

As duas amostras, a RdPS e RPS, sédo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.

As duas amostras, RdPI e RPI, sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.

As duas amostras, a RPliv e RPSiv, sdo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado

Comparando as radicelas de plantas sadias e infectadas com CLas,
nao é possivel observar uma diferenca estatisticamente significativa a um nivel de
95% de confianca empregando o teste t em par de médias. Mas quando analisamos
as raizes de plantas sadias e infectadas com CLas, observa-se que ha uma maior
guantidade de limonina nas plantas sadias frente as plantas na presenca do
patdogeno. Sendo assim observa-se uma tendéncia da planta diminuir a producéo
deste metabolito quando infectada com a doenca HLB.

Ao analisarmos as raizes de plantas cultivadas in vitro, observa-se a
mesma tendéncia observada em raizes de plantas cultivadas em casa de vegetacéao,

onde h&d uma producdo muito maior deste metabdlito nas plantas sadias frente as
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plantas infectadas com ClLas, apresentando uma diferenca estatisticamente
significativa. Dentro deste contexto, podemos inferir que ha uma tendéncia na planta
em inibir a producao de limonina quando infectada com a bactéria causadora do HLB
(Figura 1.90).

1.4.5.17 Anotacé&o para acetato de limonina

A partir do processo de deconvolugdo espectral, aplicando as
ferramentas necessérias para molecular networking, foi possivel atribuir que o ion de
[M + H]* 515,2272 e com Rt = 14,58 min corresponde ao acetato de limonina. Esta
substancia possui formula molecular C2sH312O9 € uma massa molecular teorica de
515,2281 que corresponde ao ion precursor [C2sH3s09]*, portanto para esta analise
h& um erro de massa de -1,75 ppm, que é um valor aceitavel para anotacao de um

metabdlito. A Figura 1.75 mostra o sinal analitico em MS para o acetato limonina.

EICs of aligned results; Exact mass: 515.2267; Tolerance: 0.0

Rt: 14,58 min
Cy8H3404

Acetatode limonina
[M+H]*m/z 515,2272
Erro:-1,75 ppm

13.500 14.000 14.500 15.000 15.500

Retention time fmin]

Figura 1.91. Sinal analitco em MS referente ao acetato de limonina apos
deconvolucéo espectral, normalizacao e alinhamento, [M + H]* 515,2272 e Rt= 14,58

min.

O nodo referente ao acetato de limonina que esta localizado no cluster
denominado cluster da limonina (Figura 1.24); conecta-se com o0 nodo da limonina
gue possui [M + HJ* de 471,2028. A diferenca de massa entre os dois nodos é de
44,02 Da, indicando que ocorreu uma sequéncia da biossintese da limonina, onde
houve a substituicdo de um hidrogénio no anel B por uma unidade(-C>H30), levando

portanto a formacéo do acetato de limonina.
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A anotacdo do acetato de limonina foi realizada através da andlise da
rede molecular, match espectral com as bibliotecas utilizadas no processamento dos
dados e o estudo de fragmentacdo proposto através do espectro em MS/MS para
este metabdlito (Figura 1.92 e 1.93). A partir da analise do espectro de massas em
MS/MS com energia de coliséo de 20 e 25 V; é possivel observar que a partir do ion
precursor, ocorre uma perda de uma unidade de acetato (C2H402) que equivale a -
60,02 Da, levando a formacédo do ion fragmento [C26H3107]* de m/z 455,2064. Em
seguida uma perda de H20 que equivale a - 18,01 Da, ocorre através da abertura do
anel éter ciclico A, gerando o ion fragmento [C2sH2906]* de m/z 437,1951.
Posteriormente a abertura do anel D promove a perda de CO2 que equivale a - 43,99
Da, gerando o ion fragmento [C2sH2904]* de m/z 393,2062. Finalmente a perda de -
40,03 Da que corresponde a CsHas; propicia a formagéo do ion [C22H2504]" de m/z

353,1749, conforme observado nas Figuras 1.92 e 1.93.
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Figura 1.92. Espectro de massas MS/MS ESI - positivo, do acetato de limonina
[M+H]* 515,2272 - Rt = 14,58 min em EC = 20 e 25V.
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o}

m/z 353,18

Figura 1.93. Proposta de fragmentacdo ESI - positivo, para o acetato de limonina
[M+H]* 515,2272.

A partir do ion fragmento de m/z 455,2064; € proposto a ocorréncia da
abertura do anel D para posterior perda de uma unidade de CO2z; que equivale a
perda de massa de - 43,99 Da, levando a formacdo do ion [C2sH310s]* de m/z
411,2161. Subsequentemente a perda de CH4 promovida a partir da captura de um
hidrogénio pelo carbono da metila ligada ao anel D, gera o ion fragmento [C24H270s]*
de m/z 395,1856.

Outra fragmentacdo a partir do ion precursor ocorre para gerar o ion
base [C10H9O2]* de m/z 161,0596. Este ion é altamente estavel, o que justifica sua
elevada intensidade observada no espectro de MS/MS e é caracteristico do perfil de
fragmentacdo de limonoides onde sua formacdo é esperada para esta classe de
metabdlitos. Em seguida a perda do anel furano gera o ion fragmento [CeH7O]J* de
m/z 95,0481.
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Os dados em MS para o acetato de limonina foram tabulados e
submetidos a analise estatistica empregando o teste t pareado em par de médias a
um nivel de 95% de confianca. O grafico referente a esta analise esta demonstrado
na Figura 1.94; onde foram comparados os tratamentos: RPS e RdPS, RPI e RdPI,
RPS e RPI, RdAPS e RdPI referentes a raizes e radicelas de plantas sadias e
sintométicas infectadas com CLas cultivadas em casa de vegetacao.

Variagdo ha concentracio de acetato de limonina m/z 515,2272 em radicelas e raizes de
plantas C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com Clas, cultivadas em casa de vegetagdo
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Figura 1.94. Variacdo na concentracao relativa de acetato de limonina em radicelas
e raizes de plantas C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com CLas, cultivadas

em casa de vegetacao.

As duas amostras, a RdPS e RdPI, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado .
As duas amostras, a RPS e RPI, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confian¢a pelo teste t pareado.
As duas amostras, a RdPS e RPS, séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.

As duas amostras, RdPI e RPI, sdo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.

Analisando o gréafico observa-se que a producao de acetato de limonina
nao se difere de forma estatisticamente significativa quando compara-se radicelas de
plantas sadia frente aquelas infectadas com CLas, nem quando compara-se raizes
de plantas sadias frente aquelas infectadas. Este metabdlito portanto ndo €
considerado responsivo a doenga HLB.

122



Capitulo 1

A Unica diferenca observada é que durante a comparacdo entre a
producdo de acetato de limonina nas raizes frente as radicelas de C. sinensis x C.
limonia, a producéo deste metabdlito € aproximadamente 10 vezes maior nas raizes.
Dessa maneira, conclui-se que a producdo e acumulacdo de limonoides tem uma
tendéncia de ser maior na raiz principal, inferindo que os genes responsaveis pela

biossintese desta classe sédo mais expressos neste tecido da planta.

1.4.5.18 Anotacao para deoxilimonina

ApOs 0s processamentos necessarios, foi anotado o composto com Rt=
15,52 min de [M + H]* 455,2066, como a substancia deoxilimonina, que possui
férmula molecular de C26H3007 € um erro de -0,88 ppm. A deoxilimonina foi anotada
a partir do match espectral com bibliotecas espectrais utilizadas, de andlises
anteriores realizadas pelo Grupo de Produtos Naturais (PN) da UFSCar — INCT
Controle Biorracional de Insetos Praga (CBIP), pelo estudo de fragmentacdo de
massas e através da avaliacao da rede molecular.

O nodo correspondente a deoxilimonina esté localizado no cluster da
limonina, cluster no qual foram anotados exclusivamente limonoides (Figura 1.24), e
conecta-se com o0 nodo da limonina de [M + H]* 471,2028. A diferenca de massa
entre os dois nodos é de 15,99 Da, possibilitando atribuir que essa diferenca de
massa devido a auséncia do oxigénio na forma de epoxido no anel D, levando
portanto a anotacao da deoxilimonina. A Figura 1.95 mostra o sinal analitico em MS

para este composto que apresenta ion molecular [C2sH3007]*.

EICS of aligned results; Exact mass: 455.2066; Tolerance: 0.0

Rt: 15,52 min
Cy6H300;
Deoxilimonina
[M+H]* m/z 455,2066
Erro: - 0,88 ppm

14500 15000 15500  16.000  16.500

Retention time [min]

Figura 1.95. Sinal analitico em MS referente a deoxilimonina apds deconvolucéo

espectral, normalizacdo e alinhamento, [M + H]* 455,2066 e Rt= 15,52 min.
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A anotacdo da deoxilimonina foi determinada e so6 foi possivel a partir
da analise do espectro de massas em MS/MS, obtido em energia de colisdo de 20 e
25 V (Figura 1.96). De acordo com os fragmentos observados foi proposto o
mecanismo de fragmentacdo de massas para esta substancia, conforme
apresentado na Figura 1.97.

A partir do ion precursor observa-se a perda de H20 que equivale a -
18,01 Da. Esta perda ocorre através da abertura do anel furano A, gerando o ion
fragmento [C2sH2006]" de m/z 437,1956. Posteriormente a abertura do anel D
promove a perda de CO que equivale a - 43,99 Da, levando a formacao de um anel
éter ciclico A. Sendo assim é gerado o ion fragmento [C2sH2004]* de m/z 393,2062
(Figura 1.96 e 1.97).
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Figura 1.96. Espectro de massas MS/MS ESI - positivo, da deoxilimonina [M+H]*
455,2066- Rt = 15,52 min em EC = 20 e 25V.

Outra fragmentacdo a partir do ion precursor ocorre para gerar o ion
base [C10H9O2]* de m/z 161,0596, conforme jA demonstrado anteriormente para 0s
demais limonoides anotados. Este ion é altamente estavel, o que justifica sua
elevada intensidade observada no espectro de MS/MS e é caracteristico do perfil de

fragmentacdo de limonoides onde sua formacdo € esperada para esta classe de
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metabdlitos. Em seguida a perda do anel furano gera o ion fragmento [CsH7O]* de
m/z 95,0481 (Figura 1.96 e 1.97).

m/z 95,05

Figura 1.97. Proposta de fragmentacdo ESI - positivo, para a deoxilimonina [M+H]*
455,2066.

ApGs a anotagdo para a deoxilimonina; os dados em MS com Rt =
15,52 min e m/z 455,2066 para todas as amostras e para todos os tratamentos
avaliados; foram tabelados e apresentados em forma grafica conforme mostrado na
Figura 1.98. Os dados também foram submetidos a andlise estatistica empregando o
teste t pareado em par de médias e foram comparados os seguintes pares: RPS e
RdPS, RPI e RdPI, RPS e RPI, RdPS e RdPI referentes a raizes e radicelas de
plantas sadias e sintomaticas infectadas com CLas cultivadas em casa de
vegetacdo. A deoxilimonina ndo foi detectada nas raizes de plantas sadias e
infectadas com Clas cultivadas in vitro.

Analisando o gréfico da Figura 1.98 observa-se que ndo ha diferenca
estatisticamente significativa na quantidade de deoxilimonina entre os tratamentos
referentes a plantas sadias e infectadas com CLas; tanto para as raizes quanto para
as radicelas de C sinensis x C. limonia. A Unica diferen¢a evidenciada € com relacao
a quantidade de deoxilimonina distribuida e acumulada nos tecidos avaliados, €
possivel observar que a concentracdo desta substancia € muito maior nas raizes
guando comparada com as radicelas; sendo assim € comprovado mais uma vez a
tendéncia de acumulacédo de limonoides preferencialmente nas raizes principais de
citrus. Ha fortes evidéncias de que 0s genes responsaveis pela biossintese desta

classe de substancias sdo mais expressos na raizes de citros.
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Variagdo na concentragao de deoxilimonina m/z 455,2066 em radicelas e raizes de plantas C. sinensis x

C. limonia sadias e infectadas com ClLas, cultivadas em casa de vegetagdo
500000

450000

400000

350000

300000

250000 Infectada
W Sadia

Concentragdo pg/mL

200000
150000

100000

Radicela Raiz

Figura 1.98. Variagdo na concentragdo relativa de deoxilimonina em radicelas e
raizes de plantas C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com CLas, cultivadas

em casa de vegetacao.

As duas amostras, a RdPS e RdPI, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado .
As duas amostras, a RPS e RPI, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.
As duas amostras, a RdPS e RPS, sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.

As duas amostras, RdPI e RPI, sdo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.

1.4.6 Rede molecular via GNPS em modo negativo de ionizagao

Com o intuito de entender estas diferencas e identificar os compostos
gue sejam responsivos a infec¢do por CLas em raizes e radicelas de plantas de C.
sinensis x C. limonia cultivadas em casa de vegetacao e raizes de plantulas de C.
sinensis sadias e infectadas cultivadas in vitro, foi realizado o pré processamento
dos dados utilizando o software MSDial para a avaliagdo dos mesmos através de
rede molecular utilizando a plataforma GNPS.

A Figura 1.99 mostra a rede molecular obtida no modo negativo de
ionizagdo para RPS em azul, RPlI em amarelo, RAPS em verde e Rdpl em vermelho.

Cada nodo corresponde a um ions com determinada relacdo m/z e cada nodo esta
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representado em diferentes cores de acordo com a distribuicdo destes ions em cada

um dos tratamentos avaliados.
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Figura 1.99. Rede molecular via GNPS em modo negativo de ionizagdo em raizes e
radicelas de plantas de C. sinensis x C. limonia sadias (RPs e RdPS) e de plantas

sintomaticas infectadas com CLas (RPI e RdPI), cultivadas em casa de vegetacao.

A distribuicdo dos ions foi realizada de acordo com a area do seu
respectivo sinal analitico em MS, sendo esta considerada uma analise quantitativa

relativa. E possivel observar que foram obtidos como resultado do processamento e
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procedimento de deconvolucdo espectral utilizando a abordagem FBMN,523 ions,
agrupados em 28 clusters com 3 ou mais nodos e 19 clusters com 2 nodos. Destes
523 ions observados, 240 i6ns ndo foram agrupados em nenhum dos clusters da
rede molecular. Para esta andlise foram anotados 3 ions dentre eles: o acido p-
cumarico m/z 163,0397; no cluster do acido p-cumarico (Figura 1.100). A
demetilsubersosina m/z 229,0870 e o ostenol m/z 229,0863; no cluster da
demetilsuberosina e ostenol (Figura 1.100). E importante destacar que alguns ions
gue foram anotados a partir das analises no modo positivo de ionizacdo também
foram anotados no modo negativo de ionizagcdo, mas ndo serdo discutidos nem

apresentados por ja terem sido discutidos anteriormente.

‘ 225.0549 Cluster acido p-cumarico Legenda

@ res

@ 161.0243 o

(@ 161.024 @ v
N 7 @ rori

@ 2050139 ® 6232633

@ 163.0397 240.9808 |
. @ 482219

HO
Acido p-cumaérico O 323.0222 Q 664.2547
Cluster ostenol e
demetilsuberosina /‘ 229.087
| v -
Ty @ 2200863
HO™ =""0" o 0.001
Demetilsuberosina Q 229.0868 ) )
JIgW!
@ 207140 oo
2 Ostenol
I
@ 3131443

Figura 1.100. Cluster do acido p-cumarico e cluster do ostenol e demetilsuberosina
da rede molecular via GNPS em modo negativo de ionizacdo em raizes e radicelas
de plantas de C. sinensis x C. limonia sadias (RPS e PdPS) e de plantas

sintomaticas infectadas com CLas (RPI e RdPI).

O mesmo foi realizado para modo negativo de ionizacao, utilizando a
abordagem do FBMN via plataforma GNPS, para RPSiv em verde, RPliv em

vermelho (Figura 1.101).
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Figura 1.101. Rede molecular via GNPS em modo negativo de ionizacdo em raizes

de plantulas de C. sinensis x C. limonia sadias (RPSiv) e de plantas sintométicas

Através da analise da rede molecular obtida na plataforma GNPS apos

0 processamento e deconvolucdo espectral utilizando a abordagem

partir da analise da rede molecular obtida para os ions detectados
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com CLas cultivadas in vitro, ndo foi possivel anotar nenhum metabdlito (Figura
1.101).

1.4.6.1. Anotagéo para o acido p-cumarico

A partir do processo de deconvolucdo espectral, aplicando as
ferramentas necessarias para molecular networking, foi possivel atribuir que o ion de
[M - H] 163,0396 e com Rt = 5,70 min corresponde ao acido p-cumarico. Esta
substancia possui férmula molecular CoHsOs e uma massa molecular tedrica
desprotonada de 163,0395 que corresponde ao ion precursor [CoH7Os], portanto
para esta analise ha um erro de massa de 0,61 ppm, que € um valor aceitavel para
anotacdo de um metabdlito. O nodo desta substancia estd localizado no cluster
denominado cluster do acido p-cumérico (Figura 1.100). A Figura 1.102 mostra o

sinal analitico em MS para o &cido p-cumarico.
EICs of algned results, Exact mass: 163,0397,; Tolerance: 0,0

Rt: 5,70 min

CyHgO4

Acido p-cumarico
[M+H]-m/z 163,0396
Erro: 0,61 ppm

Jorce (1e+d)

8.50( 5.000 5.500 5,000 6.500 7.000

Retention time (min

Figura 1.102. Sinal analitco em MS referente ao acido p-cumarico apos
deconvolucéo espectral, normalizagdo e alinhamento, [M - H] 163,0396 e Rt= 5,70

min.

A Figura 1.101 mostra o espectro de massas em MS/MS no modo
negativo de ionizagdo em energia de colisdo de 22 e 20V respectivamente; para o
acido p-cumarico. Através da analise deste, observa-se que a partir do ion precursor
ha a formagéo do ion fragmento [CsH7O] de m/z 119,0502, que ocorre devido a
perda de massa de - 43,99 Da, que corresponde a perda de CO2, conforme proposto
no mecanismo de fragmentacdo de massas apresentado na Figura 1.104. Em
seguida uma perda de C2H2, que corresponde a -26,02 Da, gera o ion fragmento

[CeHsO] de m/z 93,0343.
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Figura 1.103. Espectro de massas MS/MS ESI - negativo, do 4cido p-cumarico [M-H]
163,0396- Rt = 5,70 min em EC = 22 e 20V.
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Figura 1. 104. Proposta de fragmentacéo ESI - negativo, para o acido p-cumarico [M-
H]- 163,0396.

Diante da notacdo do acido p-cumarico, foram plotados os dados
referente a area do pico em MS para esta substancia e os mesmos foram avaliados
por analise estatistica empregando o teste t pareado em par de médias a um nivel
de 95 % de confianca, para todos os tratamentos monitorados. A analise foi
realizada comparando os seguintes pares: RPS e RdPS, RPI e RdPI, RPS e RPI,
RdPS e RdPI referentes a raizes e radicelas de plantas sadias e sintomaticas
infectadas com CLas cultivadas em casa de vegetacdo. O acido p-cumarico néo foi
detectado nas plantulas cultivadas in vitro.

Os resultados desta analise e o grafico obtido estdo demonstrados na
Figura 1.105. A partir deste gréfico, pode-se observar que ndo houve diferenca
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estatistica na quantidade de &cido p-cumarico entre as radicelas de plantas sadias e
infectadas com CLas. O mesmo também é observado quando é comparado as
raizes de plantas sadias e na presenca da bactéria; portanto, este metabdlito ndo é
considerado como um marcador para a doenca HLB.

A Unica diferenca estatisticamente significativa a um nivel de 95% de
confianca observada, € que a producdo deste metabdlito é maior nas raizes frente
as radicelas em plantas de C. sinensis x C. limonia cultivadas em casa de
vegetacao.

Variagdo na concentragdo de acido p-cumarico m/z 163,0396 em radicelas e raizes de plantas

C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com Clas, cultivadas em casa de vegetagdo
450000

400000
350000
300000

250000

Infectada

mSadia
200000
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150000
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* *
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0
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Figura 1.105. Variagdo na concentracao relativa de &cido p-cumérico em radicelas e
raizes de plantas C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com CLas, cultivadas

em casa de vegetacgao.

As duas amostras, a RdPS e RdPI, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado .
As duas amostras, a RPS e RPI, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.
As duas amostras, a RdPS e RPS, sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.

As duas amostras, RdPI e RPI, sdo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.

1.4.6.2. Anotacéao para a demetilsuberosina

Ao analisar a rede molecular obtida apds o tratamento dos dados e o
processo de deconvolucdo espectral € possivel observar o nodo de [M - HJ

229,0861 com Rt = 11,18 min, localizado no cluster da demetilsuberosina e ostenol
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(Figura 1.100). Apés o match espectral com as bibliotecas utilizadas e anélises
preliminares das analises anteriores realizadas pelo Grupo de Produtos Naturais
(PN) da UFSCar - INCT Controle Biorracional de Insetos Praga (CBIP), pelo estudo
de fragmentacdo este nodo foi anotado para a demetilsuberosina apresentando um
erro de massa de -1,75 ppm. Este metabdlito € uma 7-hidroxicumarina substituida na
posicdo C-6 por um grupo 3-metilbut-2-en-1-il e € um intermediario prenilado
responsavel pela biossintese de piranocumarinas lineares. A Figura 1.106 mostra o

sinal analitico em MS para este composto que apresenta ion molecular [C14H1303].

EICS of algned results; Exact mass: 229,0868; Tolerance: 0,02

Rt: 11,18 min
C14H1403
Demetilsuberosina
[M-H]-m/z 229,0861
Erro:-1,75 ppm

e [leed)

11600 11,800 12.000 12,200 12,400 12.600 12,800 13,000 13,200
Retention time (min!

Figura 1.106. Sinal analitico MS referente a demetilsuberosina ap6s deconvolucdo
espectral, normalizagdo e alinhamento, [M - H]" 229,0861 e Rt= 11,18 min.

A caracterizacdo da demetilsuberosina foi confirmada baseando-se no
match espectral com bibliotecas espectrais utilizadas, no espectro de massas em
MS/MS juntamente com o mecanismo de fragmentacdo da molécula, que pode ser
visto nas Figuras 1.107 e 1.108. As fragmentagcbes em MS/MS por ESI no modo
negativo de ionizagcdo com energia de colisdo de 22 e 20V apresentou a formacao
do ion fragmento [C13H1003]" de m/z 214,0639, que corresponde a perda radicalar
de 'CHs a partir do ion precursor. Em seguida ocorre uma reacao radicalar,
promovendo a perda de CsH4, gerando o ion base altamente estavel [C10HsO3]~ de
m/z 174,0315. Em seguida a perda de CO2 no anel pirona gera um anel de 4
membros; formando o ion fragmento [CoHsO]~ de m/z 130,0423.

Além desta, é possivel observar também a perda de -27,99 Da a partir
do ion base, que corresponde a perda de CO através da abertura do anel pirona e
posterior ciclizacdo para a formacdo de um anel furano, leva a formacdo do ion
[CoHeO2]~ de m/z 146,0359. Sendo esta uma perda esperada por ser caracteristica

de esqueletos cumarinicos (Figura 1.107 e 1.108).
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Figura 1.107. Espectro de massas MS/MS ESI - negativo, da demetilsuberosina [M -
H] 163,0396- Rt =5,70 minem EC = 22 e 20V.
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Figura 1.108. Proposta de fragmentacdo ESI - negativo, para a demetilsuberosina
[M-H] 229,0861.

Através da analise do grafico mostrado na Figura 1.109 conclui-se que
h& diferenca estatisticamente significativa a um nivel de 95% de confianca, na
acumulacdo e quantidade deste metabdlito com relacdo aos tecidos da planta. Nas
radicelas de C. sinensis x C. limonia, a producéo deste € maior quando comparado
as raizes.

Além disso observa-se que, comparando radicelas sadias e infectadas
com ClLas, a producdo de demetilsuberosina é estatisticamente significativa a um

nivel de 95% de confianca. H4 uma resposta da planta na presenca do patégeno;
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em inibir a producdo deste metabdlito, onde a quantidade do mesmo quando a
planta estd infectada com CLas € aproximademente 6 vezes menor frente aquelas
sadias. JA4 em relacdo a quantidade de demetilsuberosina nas raizes de plantas
sadias e infectadas com CLas, ndo ha diferenca estatisticamente significativa, pois a
acumulacao neste tecido equipara-se comparando os tratamentos avaliados (Figura
1.109).

Variagdo na concentragio de demetilsuberosina m/z 229,0861 em radicelas e raizes de plantas C.
sinensis x C. limonia sadias e infectadas com Clas, cultivadas em casa de vegetagio
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Figura 1.109. Variacdo na concentracdo relativa de demetilsuberosina em radicelas
e raizes de plantas C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com CLas, cultivadas
em casa de vegetacao.

As duas amostras, a RdPS e RdPI, sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado .
As duas amostras, a RPS e RPI, ndo sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.
As duas amostras, a RdPS e RPS, sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.

As duas amostras, RdPI e RPI, sdo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.

1.4.6.3. Anotacao para o ostenol

A partir do processo de deconvolugdo espectral, aplicando as
ferramentas necessarias para molecular networking, foi possivel atribuir que o ion de
m/z 229,0855 e com Rt = 10,05 min corresponde ao ostenol. O ostenol, possui
formula molecular CisH1603 € uma massa molecular tedrica de m/z 245,1178 que

corresponde ao ion precursor [C14H1503]", portanto para esta andlise hd um erro de
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massa de -4,37 ppm, que é aceitdvel em MS, para anotacdo de um metabdlito. Este
metabdlito é uma 7-hidroxicumarina substituida na posicdo C-8 por um grupo 3-
metilbut-2-en-1-il e € um intermediario prenilado responséavel pela biossintese de
piranocumarinas angulares.

O nodo referente ao ostenol esta localizado no cluster do osteno e
demetilsuberosina (Figura 1.100), e a diferenciacdo deste metabdlito que é uma
cumarina angular, prenilada em C-8 e hidroxilada em C-7 do seu isémero
demetilsuberosina que é uma cumarina linear, prenilada em C-6 e hidroxilada em C-
7, so foi possivel devido o processamento aplicado, utilizando a abordagem FBMN.
A diferenca entre os dois isbmeros esta na posi¢ao da prenila, na demetilsuberosina
ela se encontra em C-6 e no ostenol em C-8. A Figura 1.110 mostra o sinal analitico

em MS para este composto.

EICs of algned results, Exact mass: 229,0863; Tolerance: 0,02

Rt: 10,06 min
C14H1,0;5

Ostenol

[M-H]-m/z 229,0855
Erro: -4,37 ppm

3,200 9400 9600 9800 10000 10.200 10,400 10600

Retention time [min

Figura 1.110. Sinal analitico em MS referente ao ostenol apés deconvolucéo

espectral, normalizacdo e alinhamento, m/z 229,0855 e Rt= 10,06 min.

A caracterizagdo do ostenol foi confirmada baseando-se no match
espectral com bibliotecas espectrais utilizadas, no espectro de massas em MS/MS
juntamente com o mecanismo de fragmentacdo da molécula (Figura 1.111 e 1.112).
As fragmentagfes por ESI no modo negativo de ionizagdo apresentou poucos ions
produtos diferentes entre os dois isdmeros (demetilsuberosina e ostenol). O que foi
determinante para a anotacao correta de ambos os isdmeros foi a presenca do ion
de m/z 214,0639 devido a perda de ‘CHs ser observada somente para o derivado
linear e a diferenca da intensidade dos ions de m/z 174,03 e 112,98 entre os dois
isbmeros.

A partir do ion precursor observa-se a perda de [M + H - 55,05 Da]* que

corresponde a reacao radicalar que promove a perda de CsH7, levando a formacéao
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do ion fragmento [C10HsO3]™ de m/z 174,0320. Em seguida, através da abertura do
anel pirona, ocorre a perda de - 43,99 Da que corresponde a perda de CO:2 levando
a formacéo do ion fragmento [CoHsO]~ de m/z 130,0376.
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Figura 1.111. Espectro de massas MS/MS ESI - negativo, do ostenol [M-H] m/z
163,0396- Rt = 5,70 min em EC = 22 e 20V.
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Figura 1.112. Proposta de fragmentacdo ESI - negativo, para o ostenol [M-H]" de m/z
229,0855.

Apoés a caracterizacdo do ostenol por LC-MS utilizando a plataforma
GNPS e o tratamento de dados pelo software MS-DIAL, a aréa referente ao pico em
MS com Rt = 17,33 min foi determinada para as amostras de raizes e radicelas de
plantas sadias e infectadas com CLas cultivdas em casa de vegetacdao. O ostenol
nao foi detectado nas plantulas cultivadas in vitro. Estes dados foram tabulados e

plotados, como mostra a Figura 1.113. Foi também empregado o teste t pareado
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para duas amostras em par de médias a um nivel de significancia de 95%,
comparando os seguintes tratamentos: RPS e RdPS, RPI e RdPI, RPS e RPI, RdPS
e RdPI referentes a raizes e radicelas de plantas sadias e sintomaticas infectadas

com CLas cultivadas em casa de vegetacao.

Variagdo na concentragédo de ostenol m/z 229,0855 em radicelas e raizes de plantas C.
sinensis X C. limonia sadias e infectadas com ClLas, cultivadas em casa de vegetacdo
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Figura 1.113. Variagdo na concentracdo de ostenol em radicelas e raizes de plantas
C. sinensis x C. limonia sadias e infectadas com CLas, cultivadas em casa de
vegetacao.

As duas amostras, a RdPS e RdPI, sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado .
As duas amostras, a RPS e RPI, ndo séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.
As duas amostras, a RdPS e RPS, sao diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.

As duas amostras, RdPI e RPI, sdo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado.

Através da analise do grafico mostrado na Figura 1.113 conclui-se que
ha diferenca estatisticamente significativa a um nivel de 95% de confianca, na
acumulacao e quantidade deste metabdlito com relagéo aos tecidos da planta. Nas
radicelas de citros, a producdo deste € aproximadamente 5 vezes maior quando

comparado as raizes. Dentro deste cenario, é possivel correlacionar que a producao

de derivados de cumarinas angulares tem maior producdo nas radicelas que nas
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raizes, sendo assim, podemos inferir que o0 gene responsavel pela prenilagdo em C-
8 possui maior expressdo e acumumulacéo nas radicelas da planta.

Além disso observa-se que, comparando radicelas sadias e infectadas
com ClLas, a producéo de ostol € estatisticamente significativa a um nivel de 95%. A
guantidade deste metabdlito € muito maior em radicelas de plantas contaminadas
com a bactéria causadora do greening. Sendo assim, este derivado angular é um
marcador da doenca HLB em radicelas de plantas de citros. Estes dados reforcam a
proposta de que a presenca do patdgeno induz a inibicdo da rota de prenilacdo em
C-6 em favor daquela em C-8 nas radicelas de citros. Com relacdo a quantidade de
ostol nas raizes de plantas sadias e infectadas com ClLas, ndo ha diferenca na
producédo deste, a acumulacéo neste tecido equipara-se comparando os tratamentos

avaliados (Figura 1.58).

1.4.7 Analise Quimiométrica de Componente Principal (PCA)

Para entender a relacdo da quantidade de cada metabdlito através dos
espectros de massas obtidos nas andlises de LC-HRMS para os modos positivo e
negativo de ionizacdo, em todos os tratamentos avaliados, o conjunto de dados
referente a area de todos os picos detectados em MS foram deconvoluidos e
posteriormente analisados por analise quimiométrica de PCA.

O grafico de loadings da PCA para PC1 x PC2, referente a média dos
espectros em MS para o modo positivo de ionizacdo € mostrado na Figura 1.114 - A,
e 0s scores sdo mostradas na Figura 1.114 - B. A variancia explicada devido ao
primeiro e segundo componentes principais (PCs) foi de 67,6% (PC1 54,5%; PC2
13,4%). A andlise dos graficos de scores mostra uma segregacao predominante na
parte negativa da PC1 referente as radicelas sadias e infectadas (losangos verdes e
vermelhos) e uma segregacdo predominante na parte positiva da PC1 referente as
raizes sadias e infectadas (circulos azuis e amarelos), sendo possivel observar a
descriminacdo de dois grandes grupos. Ha portanto uma diferenciacdo na
composicdo de metabolitos em relacdo a sua quantidade entre raizes e radicelas.
Para as radicelas é possivel observar também que houve uma diferenciacdo na
composicdo das amostras sadias e infectadas, mas que € melhor explicada quando
avaliamos a PC1 x PC3 (Figura 1.115 - B).
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Quando avaliamos o gréfico de loadings (Figura 1.114 - A), é
demonstrado a influéncia das variaveis sobre as amostras, permitindo a atribuicao de
guais ions, dos quais foram identificados no presente trabalho, foram os
responsaveis por essa classificacdo das amostras em PC1 x PC2. O comportamento
distinto apresentado entre as amostras de raizes e radicelas ou seja, a discriminacao
da composicdo quimica entre as mesmas, foi causada pelos ions referentes a:
esquimina, umbeliferona, aurapteno, xantiletina, suberosina, xantoxiletina, suberenol,
clausarina,nordentatina, limonina, deoxilimonina e acetato de limonia para as raizes.
Basicamente os limonoides, cumarinas simples, piranocumarinas lineares e seu
intermediario, foram os responsaveis por esta discrimacdo. Para as radicelas esta
discriminacdo foi causada pelos ions referentes a: 3- acetilcumarina, citropteno,
herniarina, seselina, ostol e 5-metoxiseselina, ou seja, algumas cumarinas simples e

principalmente por piranocumarinas angulares e seu intermediario.
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Figura 1.114. Analise de PCA em loadings (A) e scores (B) para PC1 x PC2
referente aos dados obtidos via LC-HRMS em modo positivo de ionizacdo em raizes
e radicelas de plantas de C. sinensis x C. limonia sadias (RPs e RdPS) e de plantas
sintomaticas infectadas com CLas (RPI e RdPI), cultivadas em casa de vegetacao.

Analisando o grafico de loadings da PCA para PC1 x PC3, referente a
média dos espectros em MS para 0 modo positivo de ionizagdo € mostrado na
Figura 1.115 - A, e os scores sdo mostradas na Figura 1. 115 - B. A variancia
explicada devido ao primeiro e segundo componentes principais (PCs) foi de 61,3%
(PC1 54,5%; PC3 6,8%). A andlise dos gréaficos de scores mostra mais uma vez uma

segregacao predominante na parte negativa da PC1 referente as radicelas sadias e
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infectadas (losangos verdes e vermelhos) e uma segregacédo predominante na parte
positiva da PC1 referente as raizes sadias e infectadas (circulos azuis e amarelos),
sendo possivel observar a descriminacéo de dois grandes grupos: raiz e radicelas.

Para as radicelas é possivel observar também que houve uma
diferenciacdo na composi¢do das amostras sadias e infectadas, ha uma segregacao
predominante na parte negativa da PC3 referente as radicelas sadias (losangos
verdes) e na parte positiva da PC3 referente as radicelas infectadas (losangos
vermelhos) (Figura 1.115 - B). Ja4 para as raizes ndo houve diferenciacdo na
classificacao entre sadias e infectadas, tanto para PC1 x PC2 (Figura 114 — B), como
PC1 x PC3.
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Figura 1. 115. Analise de PCA em loadings (A) e scores (B) para PC1 x PC3
referente aos dados obtidos via LC-HRMS em modo positivo de ionizacdo em raizes
e radicelas de plantas de C. sinensis x C. limonia sadias (RPs e RdPS) e de plantas
sintométicas infectadas com CLas (RPI e RdPI), cultivadas em casa de vegetacao.

Quando avaliamos o grafico de loadings (Figura 1.115 - A), é possivel atribuir
guais os ions, que foram identificados no presente trabalho, foram os responséaveis
pela classificagdo das amostras. Para a diferenciag@o entre raizes e radicelas, esta
foi causada pelos mesmo ions observados em PC1 x PC2 (Figura 1.114 — A), com
excecao do ion referente a 3-acetilcumarina. Para as amostras de radicelas sadias
os ions envolvidos nessa classificacdo foi o ion referente a herniarina e ao
citropteno, duas cumarinas simples. Para as amostras de radicelas infectadas os
ions responsaveis por esta classificacdo foram os referentes a: seselina, ostol e 5-

metoxiseselina, duas piranocumarinas angulares e seu intermediario. Sendo assim,
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ha a comprovacdo da evidéncia de que piranocumarinas angulares e seu
intermediario sdo responsivos a doenca HLB em citros.

As mesmas andlises também foram realizadas para o modo negativo
de ionizacdo. O grafico de loadings da PCA para PC1 x PC2, referente a média dos
espectros em MS para o0 modo negativo de ionizacdo € mostrado na Figura 1.117 -
A, e os scores sao mostradas na Figura 1.117 - B. A variancia explicada devido ao
primeiro e segundo componentes principais (PCs) foi de 57,1% (PC1 38,1%; PC2
19,0%).
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Figura 1.116. Analise de PCA em loadings (A) e scores (B) para PC1l x PC2
referente aos dados obtidos via LC-HRMS em modo negativo de ionizagdo em raizes
e radicelas de plantas de C. sinensis x C. limonia sadias (RPs e RdPS) e de plantas

sintomaticas infectadas com CLas (RPI e RdPI), cultivadas em casa de vegetacao.

A partir da andlise dos graficos de scores é demonstrado uma
segregacdo predominante na parte negativa da PC1 referente as radicelas sadias e
infectadas (losangos verdes e vermelhos) e uma segregacédo predominante na parte
positiva da PCL1 referente as raizes sadias e infectadas (circulos azuis e amarelos),
sendo possivel observar a discriminagdo de dois grandes grupos. H4, portanto, uma
diferenciacdo na composicdo de metabdlitos em relacdo a sua quantidade entre
raizes e radicelas. Tanto para as radicelas quanto para as raizes, ndo é possivel
observar uma diferenciacdo na composicao entre as amostras sadias e infectadas.

Ao realizar a andlise do grafico de loadings (Figura 1.116 - A), é
demonstrado a influéncia das variaveis sobre as amostras, permitindo a atribui¢cao

dos ions, dos quais foram identificados no presente trabalho, foram os responséaveis
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por essa classificacdo das amostras em PC1l x PC2. O comportamento distinto
apresentado entre as amostras de raizes e radicelas ou seja, a discriminacado da
composicdo quimica entre as mesmas, foi causada pelos ions referentes a:
demetilsuberosina e ostenol para as radicelas e do ion referente ao acido p-cumarico
para as raizes.

Os gréficos de loadings para PC1 x PC4, é mostrado na Figura 1.117 -
A, e os scores sdo mostradas na Figura 1.117 - B. A variancia explicada devido ao
primeiro e segundo componentes principais (PCs) foi de 43,7% (PC1 38,1%; PC4
5,6%). A andlise dos gréficos de scores de PC1 x PC4, assim como para PC1 x PC2
(Figura 116 — B), mostra uma segregacao predominante na parte negativa da PC1
referente as radicelas sadias e infectadas (losangos verdes e vermelhos) e uma
segregacao predominante na parte positiva da PC1 referente as raizes. Quando
analisamos o grafico de loadings é possivel concluir que os ions responsaveis por
esta classificacdo, também foram os mesmos observados na PC1 x PC2.
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Figura 1.117. Andalise de PCA em loadings (A) e scores (B) para PC1 x PC4
referente aos dados obtidos via LC-HRMS em modo negativo de ionizagdo em raizes
e radicelas de plantas de C. sinensis x C. limonia sadias (RPs e RdPS) e de plantas
sintomaticas infectadas com CLas (RPI e RdPI), cultivadas em casa de vegetacao.
Para as amostras das raizes, ndo h& uma classificagdo devido a
diferenca de composicdo entre sadias e infectadas. Porém, para as amostras de
radicelas ja foi possivel observar uma classificacdo referente a diferenciacdo da
composicao entre sadias e infectadas, conforme observado no grafico de scores da
Figura 1.117 - B. Quando analisamos o grafico de loadings demonstrado na Figura

1.117 - A, podemos atribuir que o ion referente a demetilsuberosina foi o
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responsavel para a classificagdo das amostras de radicelas sadias e o ion referente
ao ostenol foi o responséavel pela classificacdo das amostras de radicelas infectadas.
Com este resultados podemos concluir que o intermediario de piranocumarinas
lineares é mais abundante em radicelas de plantas sadias, enquanto que o
intermediario de piranocumarinas angulares € mais abundante em radicelas de
plantas infectadas. Sendo assim; mais uma vez; ha a comprovacao da evidéncia de
gue piranocumarinas angulares e seu intermediario sao responsivos a infeccdo dos
citros com a bactéria causadora de HLB.

Para as plantulas cultivadas in vitro foi avaliado os graficos de loadings
e scores para o modo positivo de ionizagao (Figura 1.118 A e B) com variancia
explicada devido ao primeiro e segundo componentes principais (PCs) de 41,3%
(PC1 26,3%; PC2 15,0%) e para o modo negativo de ionizacéo (Figura 1.119 A e B)

com 36,8% (PC1 21,8%; PC2 15,0%).
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Figura 1.118. Analise de PCA em loadings (A) e scores (B) para PCl x PC2
referente aos dados obtidos via LC-HRMS em modo positivo de ionizagdo em raizes
de plantulas de C. sinensis x C. limonia sadias (RPSiv) e de plantas sintométicas

infectadas com CLas (RPIiv) cultivadas in vitro.
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Figura 1.119. Analise de PCA em loadings (A) e scores (B) para PC1l x PC2
referente aos dados obtidos via LC-HRMS em modo negativo de ionizacdo em raizes
de plantulas de C. sinensis x C. limonia sadias (RPSiv) e de plantas sintométicas

infectadas com CLas (RPIiv) cultivadas in vitro.

Para as analises em LC-HRMS/g-TOF tanto no modo positivo quanto
no modo negativo de ionizacao, foi possivel através das analises de PCA, classificar
as amostras de plantulas cultivadas invitro em sadias e infectadas. E perceptivel as
alteracdes no metabolismo de citrus quando as plantulas cultivadas in vitro estao
contaminadas com a bactéria causadora do HLB. Foi possivel identificar através do
grafico de loadings (Figura 1.118 — A), que a piranocumarina angular seselina foi
uma das substancias responsaveis para a classificacdo das amostras de plantulas
infectadas, quando avaliado o modo positivo de ionizagédo. Para o modo negativo de
ionizagdo, ndo foi possivel determinar nenhuma substancia responsavel pela
classificacdo das plantulas em sadias e infectadas (Figura 1.119), visto que através
da abordagem de metabolémica empregada néo foi possivel anotar nenhum ién com
preciséo.

A fim da contextualizar todas as informacdes obtidas através do estudo
de metabolémica via LC-HRMS/Q-ToF e as analises de PCA, a tabela 1.6 mostra um
resumo de todos os dados ja discutidos até aqui e contém as informacgdes de m/z de
todas as substancias anotadas, erro em ppm e abundancia das mesmas nos
tratamentos avaliados: raiz central (R) e radicela (Rd) de C. sinensis x C. limonia de
plantas sadias (PS) e plantas sintomaticas infectadas com HLB (Pl) - RPS, RPI,
RdPS, RdPI.
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Tabela 1.6. ions anotados via LC-HRMS/g-TOF e sua abundancia nos tratamentos avaliados: RPS, RPI, RdPS, RdP!.

ne Substancia Férmula molecular Rt (min) m/z calc m/z obs Erro (ppm) Sadia HLB Amostra
1 Umbeliferona CgHeO3 4,12 [M+H]*163,0395 [M+H]*163,0393 -1,23 - + R
2 Acido p-cumérico CsHsO3 5,70 [M-H] 163,0395  [M-H] 163,0396 0,61 * * *
3 Herniarina C10HgO3 9,27 [M+H]*177,0552  [M+H]*177,0546 3,43 - + Rd
4 3-acetilcumarina C11HgO3 17,33 [M+H]*189,0552 [M+H]*189,0555 1,59 * * *
5 Citropteno C11H1004 7,90 [M+H]*207,0657 [M+H]*207,0649 -3,86 * * *
6 Ostenol C14H1403 10,06 [M-H] 229,0865 [M-H] 229,0855 -4,37 - + Rd
7 Demetilsuberosina C14H1403 11,18 [M-H] 229,0865  [M-H] 229,0861 -1,75 + - Rd
8 Xantiletina C14H1,03 438  [M+H]*229,0865 [M+H]*229,0865 0,00 * * *
9 Seselina C14H1203 4,61 [M+H]*229,0865 [M+H]*229,0862 -1,31 * * *
10 Ostol Ci5H1603 17,33 [M+H]*245,1178 [M+H]*245,1166 -4,90 - + Rd
11 Suberosina C1sH1603 18,69 [M+H]*245,1178 [M+H]*245,1170 -3,26 * * *
12 Xantoxiletina C15H1404 15,60 [M+H]*259,0970 [M+H]*259,0960 -3,86 * * *
13 5-metoxiseselina C15H1404 16,58 [M+H]*259,0970 [M+H]*259,0962 -3,09 - + Rd
14 Suberenol Ci5H1604 9,50 [M+H]*261,1127 [M+H]*261,1123 -1,53 * * *
15 Aurapteno C19H2,03 22,75 [M+H]*299,1647 [M+H]*299,1642 -1,67 * * *
Nordentatina C19H2004 21,88 [M+H]*313,1440 [M+H]*313,1434 -1,92 * * *

16 Esquimina C15H160s 4,00 [M+H]*325,0923  [M+H]*325,0920 -0,92 - + Rd
17 Clausarina C24H2504 26,29 [M+H]*381,2066 [M+H]"381,2063 -0,79 * * *
18 Deoxilimonina Ca6H3007 15,52 [M+H]*455,2070 [M+H]*455,2066 -0,88 * * *
19 Limonina Ca6H300s 12,83 [M+H]*471,2019 [M+H]*471,2028 1,91 + - R
20 Acetato de limonina CasH3409 14,58 [M+H]*515,2272 [M+H]*515,2272 -1,75 * * *

+ A concentragdo da substancia na planta aumentou quando a planta estéa infectada com HLB, com diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado .
- A concentragédo da substancia na planta diminuiu quando a planta esté infectada com HLB, com diferenca significativa ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado .
* A concentracéo da planta ndo variou entre os tratamentos avaliados, com diferenga significativa ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado .
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7

Na literatura é reportado que plantas tem desenvolvido vérias
estratégias para combater o ataque de patdégenos. Uma delas € a producdo de
metabdlitos secundarios capazes de inibirem o desenvolvimento de agentes
patogénicos. Ao serem infectadas por algum patdgeno, as plantas ativam estes
mecanismos de defesa, na tentativa de combater a infestacdo dos mesmos!83.184.185,

Varios compostos naturais, que vao desde os componentes da parede
celular até enzimas metabdlicas foram relatados como protetores das plantas de
infeccbes por patdgenos e, portanto, fornecem resisténcia especifica aos
hospedeiros contra patégenos, sendo denominada resisténcia induzida. Este
fenbmeno envolve varios componentes bioquimicos, que desempenham um papel
importante nos eventos de sinalizacdo que ocorrem antes (elicitacdo) ou depois da
infeccdo pelo patdgeno. Portanto, a alteracdo na concentracdo de componentes
bioguimicos nas plantas hospedeiras restringe o desenvolvimento da doenca. Tais
marcadores bioquimicos ou metabdlicos podem ser aproveitados para o
desenvolvimento de plantas "a prova de patdgenos”. O acumulo destes metabdlitos
responsivos ao atague destes patdogenos € controlado per enzimas biossintéticas
relevantes que sdo induzidas por elicitores bioticos e/ou abioticos gerados por
estresse. O aumento da expressédo de genes codificadores de enzimas biossintéticas
aumenta os niveis dos metaboélitos de interesse'®.

A utilizacdo eficaz dos principais marcadores metabdlicos baseados
em metabdlitos pode abrir caminho para a identificacdo de genes candidatos, que é
um dos alvos do presente trabalho. Com as evidéncias constatadas até aqui, 0s
caminhos estdo abertos para a identificacdo e caracterizacdo dos genes envolvidos
na biossintese de derivados de piranocumarinas angulares. A figura 1.120
contextualiza os dados reportados na tabela 1.6, demonstrando uma proposta de
biogénese de cumarinas e piranocumarinas e como a infecgcdo de ClLas interfere
nesta cascata biossintética para a defesa de C. sinensis x C. limonia frente a este
patdgeno. E possivel constatar que a planta ativa como mecanismo de defesa o
aumento na producdo de piranocumarinas angulares, seus intermediarios e seus
derivados: seselina, ostenol, ostol, 5-metoxiseselina. Além destes, ha aumento
significativo na producdo do metabdlito que é considerado o esqueleto central de
cumarinas e seu derivado: umbeliferona e herniarina.

E possivel sugerir que a planta sintomética infectada com Clas, inibe a

producdo de piranocumarinas lineares, seus intermediarios e derivados,
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redirecionando a rota biossintetica para a producdo dos derivados angulares. Sendo
assim, possivelmente estd ocorrendo a inibicdo da preniltranferase que atua na
prenilacdo da umbeliferona na posicdo 6. Concomitantemente ha um aumento na
expressdo da preniltransferase que possui atividade especifica na prenilacdo da
umbeliferona na posicao 8, que leva a formacao das piranocumarinas angulares. Em
paralelo, também ha evidéncias de que ocorre um aumento na atividade das
enzimas que atuam na biossintese da umbeliferona e as O-metiltransferase (O-MT)
gue estdo envolvidas na transferéncia de um grupo metil para sintese da herniarina,
ostol e 5-metoxi-seselina. Dessa maneira, a utilizacdo de mecanismos de resisténcia
a doencas de plantas através de vias de sinalizacdo podera fornecer novas ideias

para a prevencao e controle da doenca HLB em citros.
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Figura 1. 120. Proposta de biogénese para cumarinas e piranocumarinas e a
interferéncia na cascata biossintética como resposta de defesa de C. sinensis x

C.limonia frente a Clas.
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1.4.8 Quantificacdo de piranocumarinas nas

sinensis X C. limonia via HPLC-UV

Capitulo 1

radicelas de C.

A fim de confirmar que ha uma diferenca significativa na producéo de

xantiletina e seselina em plantas sadias frente aquelas infectadas com ClLas, foi

realizado a quantificacdo de xantiletina e seselina por HPLC-UV nas radicelas de

plantas de C. sinensis x C. limonia sadias e sintomaticas infectadas com Clas

(RAPS, RdPI). Através das curvas de calibracdo (Figura 1.121) determinou-se a

concentragéo real de xantiletina e seselina em RdPS, RdPI. A Figura 1.122 mostra

0s cromatogramas obtidos a partir das analises de todos os tratamentos avaliados
(RAPS, RdPI).
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Figura 1.121. Curva de calibragdo para as piranocumarinas: xantiletina e seselina.
VWD1A Wavelengh=254 nm (JessicaCurva_contiuacao?_xanti_ses 2020-07-03 17-27-13Waenciad 1D, VWD1A Warelength=254 nm{Jessica\Curva_contnuacao_xanii_ses 2020-07-03 17-27-15Walenciat 1.0)
mAU A mAU B
3001
200 FNF A
Z X 200 |
2504 N
A ~To o o
(0] o O .
200] ~ 1 ~ = X
- N
150 . | - (0] o o
o) o o I
100 N | /
- A .JUU N
i
A UYL VUYL U PO D S L WY N NP S
1b 2 (K‘l 4'0 E-‘U 1E 2'0 30 4'[ ‘] mi

Figura 1.122. Cromatogramas das amostras de radicelas de C. sinensis x C. limonia

A) sadias B) sintomaticas infectadas com Clas.
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Dentre as radicelas das plantas avaliadas, as RdPS apresentaram uma maior
producdo de xantiletina frente a RdPIl, com 61,18 pug.mL! e 51,79 ug.mL?,
respectivamente. Ja as RdPI apresentaram uma maior produgdo de seselina frente
as RdPS, com 32,84 ug.mL*e 25,74 ug.mL™1, respectivamente. Sendo assim ha uma
diminuicdo estatisticamente significativa a um nivel de 95% de confianca
empregando o teste t pareado, na producéo de xantiletina e um aumento significativo
na producao de seselina entre os tratamentos avaliados (Figura 1.123). O objetivo
desta analise foi desenvolver um método com maior robustez para avaliar a
guantidade destes metabdlitos em questdo, visto que na quantificacdo relativa por
HPLC-HRMS-QToF foi possivel observar que havia alguma diferenca entre os
tratamentos avaliados (item 1.4.5.10 e 1.4.5.11), porém atravées da andlise estatistica
empregando o teste t pareado a um nivel de 95% de confianga, ndo houve

evidéncias de diferenca estatisticamente significativa.

Concentracao de xantiletina e seselina em radicelas de C. sinensis x C. limonia
sadias e sintomaticas infectadas com HLB
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Figura 1. 123. Concentracdo das piranocumarinas: xantiletina e seselina em C.

sinensis x C. limonia sadias e sintomaéticas infectadas com Clas.

Para a xantiletina,as amostras RdPS e RdPI, sdo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianga pelo teste t pareado

Para a seselina, as amostras RdPS e RdPI, séo diferentes estatisticamente ao nivel de 95% de confianca pelo teste t pareado.
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1.4.9 Ensaio de atividade microbiolégica de piranocumarinas e
seus intermediarios em Citrus sinensis frente a Candidatus

liberibacter asiaticus

Nos ultimos anos, muito tém se investigado sobre o combate a doenca
do HLB em citrus. A bactéria causadora da doenca, C. liberibacter asiaticus, ainda &
inculturavel em laboratorio. Alguns métodos para ensaiar substancias que tenham
algum efeito antimicrobiano tém sido desenvolvidos. Yang et al., 2016, avaliaram os
efeitos do tratamento térmico, formulacdes quimicas e métodos de aplicacdo sobre
bactérias no hospedeiro citrico, medidos por PCR quantitativo, avaliando os valores
de C! para cada tratamento testado!®. Em um outro trabalho Yang et al. 2018,
identificaram via qPCR, 10 substancias antimicrobianas com efeito curativo que
eliminaram/suprimiram parcialmente CLas em plantas tratadas e inoculadas por
enxerto'®’. Em 2022, Yang and Ancona por andlise de viabilidade PMA-qPCR de
CLas em estacas citricas tratados com diferentes concentracdes de ampicilina
mostraram que todas as concentracfes reduziram CLas titulos significativamente a
partir de 4 dias ap6s o tratamento inicial, ao contrario do tratamento controle!8,

Zhang et al., 2014 também via qPCR identificaram alguns antibiéticos
com efeito curativo, eficazes e néo fitotdxicos que podem ser candidatos potenciais
para o controle do HLB dos citros!®. Huang et al., 2021, constataram por andlises de
gPCR que uma nova classe de peptideos antimicrobianos estaveis (SAMPS) reduziu
efetivamente a bactéria CLas e os sintomas da doenca em arvores HLB-positivas,
além de também induzir a imunidade da planta para prevenir e inibir infec¢des (efeito
curativo e preventivo)!®,

Através dos trabalhos citados, podemos observar que a gPCR tem sido
amplamente utilizada para avaliar o efeito de substancias frente a CLas em plantas
jovens e adultas de citrus cultivadas em casa de vegetagéo. A maioria dos trabalhos
reportados na literatura, avaliam o efeito curativo, pois utilizam plantas ja infectadas
com a doenca. Poucos trabalhos utilizam a abordagem com um efeito preventivo,
visto a dificuldade de realizacdo dos experimentos e a demora na obtencdo dos
resultados. Utilizando a metodologia descrita nos itens 1.3.4 e 1.3.10, os dados
demonstrados na tabela 1.7, mostram relatos inéditos de uma “infeccdo de CLas em
citrus in vitro”, além da primeira constatacdo de realizacdo de teste de efeito
antimicrobiano para CLas através de um ensaio sistémico in vitro, com agilidade na
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obtencdo de evidéncias de possiveis antimicrobianos com efeitos curativos e
preventivos para a doenca HLB. A tabela 1.7 mostra os resultados de Ct, obtidos por
gPCR, ap6és o tratamento preventivo utilizando o metoxi-psolareno (furanocumarina
linear), xantiletina (piranocumarina linear), seselina (piranocumarina angular) e o
ostol (derivado do intermediario de piranocumarina angular). Além disso foi feito os
testes para o controle, contendo apenas o meio MS basal e para citotoxicidade do

DMSO, solvente utilizado para solubilizar todos os compostos testados.

Tabela 1. 7. Valores de C! obtidos nas andlises de gPCR para ensaio da atividade

microbiologica de piranocumarinas e seus intermediarios em C. sinensis frente a

Clas.
Tratamentos Amostra  Tratamento Ct Média Desv. Pad
1 T1.1 29.0770588
Controle 2 T1.2 26.4690151 28.1268 1.4408
3 T1.3 28.8342896
4 T2.1 28.5231808
DMSO 5 T2.2 28.1007004 28.3867 0.2478
6 T2.3 28.5362015
7 T3.1 29.2154789
Metoxi-psolareno 8 T3.2 30.3251877 30.0635 0.7521
9 T3.3 30.6498909
10 T4.1 26.3330097
Xantiletina 11 T4.2 28.7917194 27.5467 1.2296
12 T4.3 27.5153046
13 T5.1 33.3786316
Seselina 14 T5.2 33.4515953 33.0737 0.5924
15 T5.3 32.3909836
16 T6.1 36.2700272
Ostol 17 T6.2 37.4407272  36.8879 0.5880
18 T6.3 36.9530182

Avaliando os valores de Ct!do inglés threshold cycle, que indica uma
medida relativa do ciclo em que a fluorescéncia ultrapassa o threshold na reacdo de
amplificacdo. O C!, permite a correlacdo do aumento da fluorescéncia com a

guantidade inicial do DNA alvo; onde um menor valor de C!indica um maior nimero
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de copias iniciais de DNA. Sendo assim, a partir da analise dos dados podemos
observar que o DMSO néo apresentou qualquer efeito citotoxico frente a bactéria
ClLas, visto que o valor de C!obtido para este tratamento (28,3867) praticamente se
equiparou ao valor obtido para o tratamento controle (28,1268). A xantiletina, ndo
apresentou nenhum efeito inibitério frente a CLas em citrus, apresentando um valor
médio de C!' de 27,5467, que também quase se equipara ao valor de C! do
tratamento controle.

O metoxi-psolareno apresentou algum efeito inibitério sobre CLas, com
um valor de Ctde 30,0635. Foi possivel observar que a bactéria se desenvolveu em
menor intensidade nas plantulas cultivadas in vitro tratadas com o metoxi-psolareno;
frente aquelas cultivadas sem utilizacdo de quaisquer substancia como efeito
preventivo (tratamento controle).

Para as plantulas in vitro referente ao tratamento com a piranocumarina
angular seselina, a bactéria praticamente ndo se desenvolveu (C! = 33,0737). Em
valores altos de Ct (por exemplo, >30), infere-se que o0s niveis de CLas sdo muito
baixos ou que CLas nédo esta presente!®l. Para o tratamento com o ostol, que é um
derivado do intermediario de piranocumarina angular, observa-se um valor de C! de
36,8879, ou seja, nao foi constatado a presenca do agente causador do HLB. Sendo
assim; os dados obtidos frente a seselina e o ostol comprovam as evidéncias
observadas nas analises de metabolémica via LC-HRMS/Q-ToF (item 1.4.4), nas
analises de PCA (1.4.7) e na quantificacdo de piranocumarinas via HPLC-UV (1.4.8),
de que a planta aumenta a concentracdo deste compostos como mecanismo de
defesa frente a CLas, sendo consideradas potentes antimicrobianos que podem

auxiliar no combate da doenca HLB em citrus.
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1.5 Conclusoes

Através das analises de metabolémica foi possivel observar que ha
diferencas significativas na producdo de metabdlitos da via das cumarinas e
limonoides entre plantas de C. sinensis x C.limonia sadias e infectadas sintométicas
com HLB. Além disso ha diferencas expressivas quanto a abundancia destes
metabdlitos entre as partes vegetais avaliadas: raiz e radicelas.

A metaboldmica e o uso da plataforma GNPS tem um papel
fundamental nas pesquisas ; possibilitando a correlacionagéo de dados, permitindo a
obtencdo de insights sobre metabdlitos que sejam responsivos a doencas da
agricultura e estejam associados a resisténcia de plantas ao ataque de
fitopatdgenos.

Por fim, conclui-se que os objetivos do trabalho foram alcangcados com
éxito, sendo possivel determinar metabdlitos envolvidos no mecanismo defesa de
citros. Este é o primeiro relato sobre a influéncia de piranocumarinas e limonoides

frente a infeccao de citros com CLas
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Avaliacao da expressao génica navia
da biossintese de piranocumarinas em
Citrus sinensis x Citrus limonia em
resposta ao Huanglongbing e
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2.1 Introducao

2.1.1 A contribuicdo da engenharia genética para resisténcia de

plantas frente ao atague de fitopatdgenos e insetos

A populacéo global esta crescendo a uma taxa exponencial e deve
chegar a aproximadamente 9,7 bilhdes em 2050, principalmente na Africa e na Asia.
Isso imp&e um grande 6nus a agricultura e setores aliados para atender a demanda
de alimentos, exigindo mais insumos para a producdo agricola’®?. Uma das
principais estratégias € reduzir a perda da colheita controlando as pragas que
ocasionam danos as diferentes culturas. N&o €& uma tarefa facil, pois
aproximadamente 9.000 espécies de insetos e acaros, 50.000 de patogenos de
plantas, e 8.000 de plantas invasoras prejudicam as lavouras. Os insetos pragas
causam aproximadamente 14% de perda nas culturas, os fitopatdbgenos de 13% e
plantas invasoras de 13%. Os dados mostram que quase um terco dos produtos
agricolas é produzido com o uso de pesticidas tradicionais*®3.

Os pesticidas incluem herbicidas, inseticidas, fungicidas, nematicidas,
bactericidas e rodenticidas que sdo usados para combater plantas invasoras,
fitopatdgenos, nematoides, microrganismos, dentre outros. De acordo com relatorios
de pesquisas de mercado, a venda de fungicidas e bactericidas tem sido a maior
participacdo (41,76%) entre os demais agrotoxicos, conforme mostrado a Figura
2.11%2,

5.08% - -
@ Fungicidas e bactericidas

B Herbicidas
B |nseticidas
B Reguladores de crescimento de plantas

8 Outros produtos para protegdo de plantas

Figura 2.1. Participacdo nas vendas de pesticidas.

Os pesticidas quimicos sintéticos usados na protecdo de cultivos, para
reduzir os danos causados por patbgenos e pragas em campos agricolas,

representam muitas ameacas e riscos de longo prazo para os seres vivos devido aos
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seus efeitos colaterais prejudiciais. Eles sdo conhecidos por causar cancer e
deficiéncias fetais e persistem no meio ambiente por muitos anos, ou seja, nao sao
biodegradaveis. Além disso, com base em sua aplicacéo excessiva e forte atividade
inibitéria contra pragas, esses pesticidas sintéticos dominam o mercado e tém um
impacto significativo na fabricacdo de produtos derivados da agricultura. De acordo
com a “The Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2020”, a Asia e
as Américas sdo os maiores consumidores de pesticidas, com valores acima da
média mundial*®2.

Com base nas estatisticas de consumo de pesticidas quimicos
sintéticos, € imprescindivel buscar métodos alternativos que visam diminuir o uso de
agrotoxicos. A elucidacdo da biossintese de inumeras fitoalexinas e fitoanticipinas
tem permitido o uso de ferramentas de biologia molecular para a exploracdo dos
genes que codificam enzimas de suas vias de sintese e seus reguladores. A
manipulacdo genética de fitoalexinas/fitoanticipinas tem sido investigada para
aumentar a resisténcia de plantas a doencas!®¢. Por exemplo, a producdo do
estilbeno resveratrol em tabaco transgénico expressando um gene de estilbeno
sintase VIVSTS de videira leva ao aumento da resisténcia a Botrytis cinerea e
Erwinia carotovora'®,

A metiltransferase dependente da S-adenosil-L-metionina (SAM) e a
isoflavona O-metiltransferase (IOMT) de alfafa e grédo de bico, produzem a 7-O-metil
daidzeina (isoformononetina) in vitro. No caso da alfafa com superexpresséo de
IOMT, a fitoanticipina natural do hospedeiro foi superproduzida, permitindo avaliar o
papel potencial desse composto na resisténcia a doencas no hospedeiro natural. O
aumento da producdo de medicarpina leva a resisténcia efetiva da alfafa ao
patbgeno da mancha foliar P. medicaginis, fornecendo evidéncia direta do
envolvimento de um composto isoflavonoéide na resisténcia a doencas!.

Os mecanismos de resisténcia utilizando genes de resisténcia foram
elucidados por meio de avancos na quimica e biologia molecular no final do século
XX7, Com os avancgos tecnolégicos na area de sequenciamento, cada vez mais
espécies de plantas tém suas informacdes gendmicas disponiveis. Além disso, os
sistemas de edicdo de genoma possibilitam a edicdo precisa de genes, abrindo
novas oportunidades para aprimorar as culturas agricolas'®®. Dentre as técnicas

empregadas, o CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic
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Repeats-Cas9) trouxe uma grande evolucéo para edicdo de genoma, especialmente
em plantas.

O CRISPR/Cas9 surgiu como uma ferramenta poderosa na agricultura
devido a sua habilidade incomparavel de manipular genomas de plantas com
precisdo. Essa tecnologia ndo apenas ajudou a desenvolver novas variedades de
plantas com caracteristicas desejaveis, mas também revolucionou os sistemas de
melhoramento existentes. Com o CRISPR/Cas, € possivel excluir ou substituir
elementos genéticos que sao responsaveis por caracteristicas indesejadas,
introduzir muta¢cdes de ganho de funcéo por meio de uma edi¢do precisa do genoma
bem como o silenciamento e ativacédo da expresséo génical®®199.200,

Nos ultimos anos, o uso do sistema CRISPR/Cas melhorou varias
caracteristicas das culturas, incluindo rendimento, qualidade, resisténcia a doencas
e resisténcia a herbicidas. Esta tecnologia revolucionou a criagéo de culturas desde
sua primeira aplicacdo em 2013 e dentre as principais conquistas foram a producao
de culturas resistentes a doencas'®%201, Pesquisadores geraram linhagens de arroz
com resisténcia a Xanthomonas oryzae?%? e conferiram resisténcia a Xanthomonas
citri subsp. citri em citros?®3, PENG ET AL., 2019 ao deletarem completamente a
sequéncia EBEptas4 de ambos os alelos CsLOB1, obtiveram uma alta resisténcia ao
cancro citrico; indicando que a edicdo do promotor de CsLOB1 mediada pelo
sistema CRISPR/Cas9 € uma estratégia eficiente para produzir cultivares citricos
resistentes ao cancro.

Em um trabalho publicado, utilizando Agrobacterium para introduzir um
sistema CRISPR/Cas9 em tecidos foliares de Theobroma cacao, ; identificou-se a
presenca de delecdes em 27% das copias de TcNPR3 nos tecidos tratados. O tecido
‘editado” apresentou maior resisténcia a infeccdo pelo patégeno do cacau
Phytophthora tropicalis e expresséo elevada de genes de defesa?’*. Em outro estudo
foi demonstrado que CRISPR/Cas9 pode ser uma ferramenta para mutagénese
direcionada no fungo C. purpurea, visando os genes pyr4 e TrpE que codificam a
orotidina 5'-fosfato descarboxilase envolvida na biossintese da pirimidina e a
subunidade a da antranilato sintase; envolvida na biossintese de triptofano. Os
mutantes TrpE néo apresentaram infeccdo em plantas de centeio devido a reducao
da auxina, afetando a capacidade do fungo de colonizar plantas de centeio.

O desenvolvimento de novas culturas geneticamente modificadas é

amplamente afetado por processos de aprovacao regulatéria a fim de prevenir danos
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a saude humana e ao meio ambiente, bem como evitar perdas econ6micas. Na
opinido dos criticos, os alimentos transgénicos podem afetar desfavoravelmente a
salde dos consumidores®®l. Especula-se que os alimentos geneticamente
modificados sejam responsaveis pelo desenvolvimento de substancias toxicas. Na
manipulacdo genética de fitoalexinas endogenas (fitoanticipinas) da planta
hospedeira, a origem e o0s produtos de expressdao dos genes utilizados para
modificacdo sdo da mesma planta, diminuindo os riscos dos efeitos sobre os
organismos Vivos, 0 meio ambiente e a biodiversidade.

Diante dos fatos apresentados, espera-se que 0S avangos na
manipulacdo genética de fitoalexinas enddégenas desempenhem um papel
importante na geracdo de resisténcia contra fitopatdbgenos na planta hospedeira,
tornando os produtos transgénicos um tema nao controverso. Embora ainda existam
desafios a serem superados, acredita-se que a tecnologia de edicdo genética sera
amplamente utilizada no futuro e desempenhard um papel importante na melhoria da

gualidade e resisténcia das culturas.

2.1.2 As enzimas 1-deoxixilulose-5-fosfato sintase (DXS) e 1-
deoxixilose-5-fosfato redutase (DXR) envolvidas na biossintese de
IPP/DMAPP via MEP

As unidades de isopreno, que possuem 5 carbonos, sdo nomeadas de
difosfato de isopentenil (IPP) e difosfato de dimetilalil (DMAPP). Esta unidade possui
duas origens biossintéticas possiveis: via MVA denominada de via do &cido
mevaldnico, via MEP 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato (triose/piruvato)?°®. A biossintese
desta unidade ainda pode ocorrer de forma mista, onde as duas vias ocorrem
concomitantemente?°®, A via mevalonato era amplamente aceita como a Unica via de
biossintese de unidades de IPP/DMAPP até o momento em que experimentos com
marcacao isotopica revelaram inconsisténcias, indicando uma falta de incorporagéo
do material de partida e intermediarios presumidos pela via do MVA. Foi entdo que
na década de 1990, quando uma via nova foi descoberta de maneira independente
pela pesquisa dos grupos de ROHMER E ARIGONI?%5,

As unidades isoprenoides derivadas de IPP sintetizadas pela via MEP
através de 7 enzimas; possui a reacao inicial envolvendo a participacédo da tiamina

difosfato (TPP) com o piruvato e posterior reagcdo com o C-1 do D-gliceraldeido-3-
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fosfato (GA-3P) para produzir 1-deoxixilose-5-fosfato (DXP). Esta primeira etapa é
catalisada pela enzima DXP sintase (DXS), uma proteina homodimérica®>2%’, No
segundo passo, um rearranjo intramolecular e reducdo de DXP produz 2-C-metil-D-
eritritol 4-fosfato (MEP) sob a atividade da enzima DXP redutoisomerase
(DXR/1spC). O MEP é entéo convertido em uma mistura de IPP e DMAPP em cinco
etapas enzimaticas adicionais (Figura 2.2)?%2%, QO acoplamento entre MEP e citidina
5'-trifosfato (CTP) é catalisado pela CDP-ME sintetase (IspD) e produz metileritritol
citidil difosfato (CDP-ME)?05:207,

Uma enzima dependente de ATP (IspE) intermedia uma fosforilagcéo, e
o produto desta reacdo; o 4-difosfocitidil-2-C-metil-D-eritritol-2-fosfato (CDP-MEP) é
ciclizado por meio de uma IspF para 2- C-metil-D-eritritol-2,4-ciclodifosfato (MEcCPP).
A enzima IspG catalisa a abertura do anel do pirofosfato e uma reacdo de
desidratacdo e reducdo de MECPP para 4-hidroxi-3-metil-butenil-1-difosfato
(HMBPP) ocorre. Por fim, a etapa final da via MEP é catalisada por por IspH e
converte HMBPP em IPP e DMAPP?207:209,
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Figura 2.2. Caminho biossintético para isoprenoides via MEP. Retirado de FRANK & GROLL,
20162,

Todas as sete enzimas de via MEP s&o codificadas por genes

nucleares e importadas para plastidios. Estudos protedmicos realizados até 2017,
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identificaram todos estes genes presentes somente na fracdo estromal. As analises
computacionais, no entanto, levaram a propor que DXS e DXR possam ser
adicionalmente direcionados a membrana ou limen do tilacoide. A superexpressao
de qualquer uma dessas duas enzimas nas plantas geralmente resulta em uma
acumulacao de metabolitos derivados do MEP, sustentando a conclusdo de que eles
sdo pontos de controle importantes sobre o fluxo na via MEP?208210,

Na andlise das linhas transgénicas de Arabidopsis thaliana,
desenvolvida por PULIDO et al. 2013, produzindo uma versdo GFP da proteina DXS
(inhas 35S: DXS-GFP) ajudou a compreender o controle poés-traducdo da
distribuicdo de enzimas, niveis e atividade dentro do plastidio. A fluorescéncia
correspondente a proteina de fusdo DXS-GFP mostrou uma distribuicdo manchada
em cloroplastos, provavelmente devido a formacdo de agregados
proteicos,confirmando a localizacédo plastidica da mesma?8211,

Diversos estudos de engenharia genética; a fim de promover a
superexpressao génica dos genes envolvidos na biossintesse de IPP via MEP tém
sido reportados; afim de aumentar os niveis de derivados prenilados e de terpenos.
A fim de aumentar a producdo de limoneno, duas enzimas endogenas limitantes na
via. MEP de E. coli, DXS e isopentenil difosfato isomerase (IDI), foram
superexpressas, resultando em um aumento na producédo de limoneno?!2,

Dois genes potenciais da via MEP: LIDXS e LIDXR, extraidas de Flor-
de-lis-da-sibéria, apds serem sobreexpressados em plantas de tabaco, possibilitaram
um maior acumulo do diiterpeno, esclareol, em comparacdo com as plantas
transformadas com vetor vazio. O aumento do monoterpeno, linalol e sesquiterpeno,
cariofileno, foi detectado nas linhagens transgénicas LIiDXR, enquanto a emisséo de
cariofileno aumentou em uma das linhagens transgénicas de tabaco LIiDXS,
indicando que esses dois genes desempenham papéis significativos na sintese de
terpenos nas plantas transgénicas?!3. Este estudos fornecem novos insights sobre a
biossintese de isoprendides através da biossintese regulada abrindo novas

possibilidades para o aumento da producéo dos precursores IDP e DMADP.

2.1.3. As enzimas preniltransferases e os avan¢cos em estudos

biossintéticos de furanocumarinas

As preniltransferases sédo enzimas envolvidas na biossintese de

terpenoides que podem ser: prenil sintase cabecga-cauda, cabeca-cabeca, cabeca-
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meio e terpeno ciclase?!4, na biossintese de alcaldides conhecidas como indol
preniltransferases?'®, e de reacdes que envolvem a prenilacdo de esqueletos
aromaticos por meio de uma alquilacdo de Friedel-Crafts; estas sdo conhecidas
como grupo de PTs “aromaticos” ligados a membrana pertencentes a superfamilia
UbiA 216,217,218_

Esta ultima classe de preniltransferases requerem dois substratos, o
prenil doador e o prenil receptor. O difosfato de isoprenila (XPP, onde X corresponde
a diferentes comprimentos da cadeia isoprenila) comumente atua como substrato
doador. Apos a clivagem do grupo difosfato (XPP), ocorre a formacdo de um
carbocation intermediério altamente reativo na extremidade da cadeia isoprenila, que
reage com o substrato receptor, dando origem a uma ligagdo C-C ou C-O,
concluindo, assim, o processo de prenilacdo?!®. Os produtos da preniltransferase
aromaticas sdo amplamente distribuidos na natureza e possuem funcdes biolégicas
importantes. Esta classe de enzimas ocupam posicdo central na biossintese de
cumarinas preniladas, dentre elas as furanocumarinas e piranocumarinas.

As prenilacdes do anel benzénico da umbeliferona nas posi¢cdes 6 ou 8
€ 0 passo inicial na biossintese das furanocumarinas e acredita-se que seja também
para piranocumarinas. Aparentemente a biossintese destas substancias se difere na
etapa de ciclizacdo. A biossintese das furanocumarinas (FCs), consiste na ciclizacao
do intermediario prenilado formando um anel de 5 membros (Figura 2.3) enquanto as
piranocumarinas (PCs) em anel de 6 membros, portanto ha fortes evidéncias de que
as enzimas envolvidas na biossintese de pirano e furanocumarinas sejam
semelhantes.

Vérias enzimas da via das furanocumarinas (FCs) foram isoladas e
caracterizadas, e a maior parte do trabalho nesta area foi conduzida por Hehn A. e
colaboradores (VIALART et al., 2012%; KARAMAT et al., 2014219, LARBAT et al.,
2007, 2009220221 MUNAKATA et al., 2014, 2016, 2021219222223, | IMONES-MENDEZ
2020%?4. No entanto; PTs envolvidas na biossintese de piranocumarinas
permanecem desconhecidas.

A primeira atividade de prenilagdo da umbeliferona foi descrita in vitro
por DHILLON E BROWN, 19762%%5, Posteriomente; somente em 2014 o gene
responsavel pela prenilagdo de umbeliferona (Figura 2.3) foi identificado por.
KARAMAT et al. 2014, que comprovaram a atividade da primeira preniltransferase

ligada a membrana (PcPT) responsavel pela prenilacdo da umbeliferona na salsa
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(Petroselinum crispum) e caracterizaram as propriedades do gene que codifica a sua
producdo. Para isolar e caracterizar o primeiro gene de PT envolvido na sintese de
cumarinas, foi desenhado primers degenerados baseando-se nos aminoacidos
conservados em outras PTs aromaticas. Usando estes primers, uma estratégia
baseada em PCR foi utilizada para clonar uma PT a partir do cDNA das folhas de P.
crispum, a qual foi nomeado PcPT (AB825956). A expressao do gene da PcPT foi
encontrada em toda a planta de P. crispum, e foi aumentada por irradiacdo UV, com
um simultdaneo aumento na producéo de furanocumarinas. A localizac&o sub-celular
do gene PcPT foi demonstrada estar presente nos plastidios?®.

Em um outro estudo desenvolvido pelo grupo de pesquisa de HEHN A.,
foi realizada a clonagem e caracterizacdo funcional de duas diferentes
preniltransferases de Pastinaca sativa???. Essas enzimas foram denominadas P.
sativa preniltransferase PsPT1 (KM017083) e PsPT2 (KM017084) e estédo envolvidas
em reacOes de prenilagdo da umbeliferona. Ambas sdo enzimas plastidicas e
catalisam a sintese de ostenol e demetilsuberosina respectivamente, utilizando como
precursores exclusivamente a umbelliferona e o dimetilalilpirofosfato (DMAPP).
Utilizando proteinas expressas de forma heter6loga, os autores demonstraram que a
PsPT1 é especializada na formacdo da demetilsuberosina, enquanto a PsPT2 esta
envolvida na sintese do ostenol (Figura 2.3)?22,

Outro novo gene PT de Citrus limon, CIPT1, foi encontrado e definido
como especifico para difosfato de geranila como o doador de geranila e a
umbeliferona como o receptora de geranila levando ao produto 8-
geranilumbeliferona (Figura 2.3). Esse produto resultante da expressdo do gene
CIPT1 (produto génico) é um intermediario cumarinico das cumarinas angulares, e
esta enzima foi localizada, através de fusdo com a proteina GFP, nos plastidios de
células vegetais?1®.

Nos tecidos do flavedo de toranja — C. sinensis x C. paradisi, foi
descrito o isolamento de um gene O-PT aromatico, CpPT1, pertencente a
superfamilia UbiA. A especificidade de CpPT1 foi analisada na presenca do doador
de prenila geranil difosfato (GPP) e demosntrou atividade sobre o begaptol; levando
a formacdo de bergamotina (Figura 2.3). A microscopia confocal das células
epidérmicas das folhas de N. benthamiana expressando esta proteina fundida a
GFP, mostrou que esta também estad localizada nos cloroplastos; sugerindo que

CpPT1 é consistentente com a localizacdo plastidial da via MEP; como via
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fornecedora de GPP em células vegetais. Sendo assim este gene mostrou-se
responsavel pela biossintese de derivados de cumarina O-prenilados e a andlise
filogenética de O-PTs sugeriu que a atividade de O-prenilacdo aromatica evoluiu
independentemente a partir do mesmo gene ancestral nos taxons de plantas
distantes??3.

As monooxigenases do citocromo P450 (P450s) foram descritas como
responsaveis pela formacdo do anel furano através da clivagem oxidativa da ligacéo
C-C; os genes que codificam essas enzimas incluem CYP71AJ3, o qual codifica
uma psoraleno sintase (PS)??° e CYP71AJ4, que codifica uma angelicina sintase
(AS) em Pastinaca sativa (Figura 2.3)??1. Outro subtipo de P450 chamado CYP82D
foi relatado por estar envolvido na biossintese de FCs em plantas citricas . O gene
CYP82D64 ¢é capaz de hidroxilar xantotoxina (8-metoxifuranocumarina linear) para
gerar 5-OH-xantotoxina (5-hidroxi,8-metoxifuranocumarina linear) (Figura2.3)%24,

A caracterizagcdo de da monooxigenase P450 - CYP76F112 de Ficus
carica, uma Moraceae, permitiu a constatacao da primeira marmesina sintase. Neste
estudo foi possivel verificar que CYP76F112 converte demetilsuberosina na
furanocumarina linear marmesina com uma afinidade muito alta (Figura 2.3). Sendo
assim o conjunto de quatro enzimas que permite a producéo de psoraleno a partir do
p-cumaroil CoA foi finalizado; abrindo novas perspectivas sobre a capacidade das
enzimas P450 desenvolver novas funcdes relacionadas a adaptacdo da planta ao
seu ambiente??®,

Os genes envolvidos na via biossintética de alguns compostos de
defesa sado localizados como clusters funcionais em genomas de plantas. ROSELLI
et al., 201610 investigaram a possibilidade da via biossintética de furanocumarinas
ser organizada como um cluster utilizando uma abordagem genbmica de
cromossomo artificial bacteriano (BAC) e confirmou agrupamento parcial dos genes
desta via em Pastinaca sativa. Dois genes anteriormente identificados nesta via,
CYP71AJ3%?0 e CYP71AJ42%?1, estavam localizados no mesmo BAC, enquanto um
terceiro gene, PsPT, foi identificado como pertencente a um clone BAC diferente. O
mapeamento cromossomico usando fluorescéncia in situ (FISH) indicou que ao
clusters génicos PsPT, CYP71AJ3 e CYP71AJ4 estdo localizados em dois

cromossomos diferentes!10,
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BOURGARD et al. 2016, patentearam um meétodo para inibicdo da
producdo de furanocumarinas em plantas, em particular em plantas pertencentes a
familia das Rutaceaes, inibindo a expressdo de uma proteina chamada GfPT, que
possui atividade de preniltransferase especifica de cumarina. Na presenca de
umbeliferona, GfPT, DMAPP e cations de cobalto, através de analise em HPLC
observou a formacdo dos intermediarios prenilados da biossintese das
furanocumarinas: o ostenol e a demetilsuberosina. Quando € realizado o
silenciamento deste gene, ndo é possivel observar a formacéo dos intermediarios. A
inibicdo da producdo destas substancias, torna o gene GfPT “defeituoso”, como
resultado da delecéo, insercdo e/ou substituicdo de um ou mais nucleotideos.

Dentro deste contexto o diferencial do presente trabalho consiste em
delinear perspectivas para a possibilidade de promover um melhoramento genético
em espécies de citros ndo através da inibicdo do gene de PT como desenvolvido por
BOURGARD et al. 2016, mas através do desenvolvimento de um método de
superexpressao deste gene para estimular a biossintese de piranocumarinas nas
raizes, na tentativa de gerar plantas e novos porta-enxertos que sejam resistentes
ao ataque de doencas em citros, especificamente ao HLB.

A via biossintética das FCs € muito semelhante a das PCs. Desde
2007, diferentes etapas enzimaticas da via FC foram caracterizadas pelo grupo de
pesquisa coordenado por HEHN A. (Figura 2.3) permitindo a compreensao de como
essas moléculas apareceram em um contexto evolutivo em diferentes familias de
plantas, incluindo Rutaceae e o género Citros??’. Embora muito trabalho tenha sido
feito sobre FCs, pouco foi publicado sobre a producdo de PCs e ndo ha nenhuma
informacéo ao nivel molecular. Até o0 momento, a biossintese de PCs é considerada
usando demetilsuberosina ou ostenol como intermediario. Contudo, é de extrema
importancia descobrir quais as enzimas que estéo envolvidas nesta via.

Um fato relevante que justifica o desenvolvimento do presente trabalho
€ que até o momento, 0 gene responsavel pela prenilacdo da umbeliferona para a
formacao de piranocumarinas nao foi identificado e ainda n&o foram isoladas e nem
caracterizadas as enzimas envolvidas na formacdo do anel pirano. Ainda ndo ha
evidéncias de qual intermediario prenilado leva a formacdo desta classe de

substancias.
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2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo geral

As piranocumarinas xantiletina e seselina estdo envolvidas nos
mecanismos de defesa de C. sinensis frente a bactéria causadora do HLB C.
liberibacter. Assim, os principais objetivos sdo a quantificacdo dos niveis de
expressdo por qPCR dos genes para DXR, DXS, PT em raizes de Citrus sinensis x
Citrus limonia de plantas sadias e plantas sintométicas infectadas com HLB
cultivadas em casa de vegetacdo e a caracterizacdo molecular das
preniltransferases (PT) em C. sinensis responsaveis pela prenilacdo da

umbeliferona, levando a formac¢ao de demetilsuberosina e ostenol.
2.2.2 Objetivos especificos

Para alcancar o objetivo geral, os objetivos especificos seréo:

. Preparar mudas de Citrus sinensis x Citrus limonia sadias e
infectadas com CLas em casa de vegetacéo.

. Através de analises in silico, identificar a presenca dos genes em
C. sinensis para DXR, DXS, responsaveis pela biossintese da unidade de IPP,
através da via do MEP.

. Através de analises in silico, identificar a presenca dos genes em
C. sinensis para PT responsaveis pela reacdo de prenilacdo que leva a formacéo
das piranocumarinas lineares e angulares.

o Realizar experimentos de gPCR para quantificar a expressao
dos genes DXR, DXS e PT, nas raizes de plantas sadias e plantas infectadas com
ClLas.

o Caracterizacdo molecular dos genes PT1 e PT2, através de
ensaios de atividade enzimatica com os intermediarios da biossintese de

piranocumarinas.
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2.3 Materiais e métodos

2.3.1 Analises in silico no genoma de C. sinensis e desenho de

primers

Analises in silico para identificar genes envolvidos na biossintese de
piranocumarinas no genoma de C. sinensis (Wu et al., 2014)??8, foram realizadas.
Sequéncias de DNA para as enzimas 1-deoxi-D-xilulose 5- fosfato sintase (DXS) e
deoxi-D-xilulose 5-fosfato redutoisomerase (DXR) envolvidas na biossintese da
unidade de pirofosfato de isopentila (IPP) da via metileritritol (MEP) e para as
preniltransferases (PT) que estdo envolvidas na reagao de prenilagao da unidade
IPP em umbeliferona depositadas nas bases de dados Phytozome e NCBI foram
alinhadas ao genoma de C. sinensis utilizando os softwares BioEDIT e CLUSTALX.
O numero de acesso dos genes utilizados nessas analises foram: a) DXS (Genbank
EF051346, KJ123647, AB354578, KC818616, AJ429232, KF803334, KM519978,
GQ229460, EF507248, EF507248, EF507249, AY25390Y, AJ29113379); b) DXR
(Genbank EF051346, NM125674, NM001203671, AY494186, DQ991431, FJ476255,
NM001326035, JX518618, JX518617, JX518617, HQ340242, HQ340241); e c) PT
(AB825956, KM017083, KM017084). Para cada um dos genes encontrados no
genoma de C. sinensis, primers para PCR e gPCR foram projetados em regides nao
conservadas do CDS (“coding DNA sequence”/ regido de codificacdo de um gene)

utilizando o software Primer 3.

2.3.2 Extracdo de RNA e obtencao de cDNA de raizes de C. sinensis

x C. limonia

As raizes de plantas de C. sinensis x C. limonia, sadias e infectadas
com ClLas, obtidas conforme descrito no item 1.3.1 e 1.3.3, foram lavadas com agua
para retirar os residuos de substrato e em seguida maceradas com auxilio de
almofariz de pistilo em N2 liquido, até a formac&o de um p6é bem fino. Em um 1,0g do
material vegetal triturado, adicionou-se 1000uL de Buffer de extragdo + 2% de B-
mercaptoetanol. Foi realizada a agitacdo em vortex e a solugéo incubada a 65°C por
30 min, sob agitagdo. Apos a incubacao, adicionou-se 1000uL de cloroférmio: &lcool
isoamilico 24:1 e centrifugou-se a 1200g por 10min a 4°C. O sobrenadante foi
recuperado em 250pL de LiCl 10M e posteriormente mantido em 4°C overnight.
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A solucéo foi submetida a centrifugacdo a 1200g por 30 min a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e ao pellet adicionou-se 600uL de SSTE + 600uL de
cloroférmio: alcool isoamilico 24:1. O material foi centrifugado a 1200g, durante 15
min a 4°C. O sobrenadante foi recuperado em um novo tubo, adicionou-se 1000 pL
de etanol 100% e a solucdo foi mantida em -80°C por 2h. Apés isso, foi realizada
uma etapa de centrifugacéo a 1200g por 30min a 4°C, descartou-se o sobrenadante
e o pellet foi lavado com 1000uL de etanol 75%. Por fim, realizou-se mais uma etapa
de centrifugacdo a 1200g por 10min a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o pellet
eluido em 30uL de H20 DEPC.

O RNA foi purificado através de um procedimento de reprecipitacéo,
com sucessivas lavagens com etanol gelado, NaOAc e centrifugacdo a 1200g a 4°C.
Apos isso foi realizada a quantificacdo de RNA em NanoDrop®. Apds a obtencéao
das concentracbes de RNA em todas as amostras, a qualidade do mesmo foi
avaliada por eletroforese de gel de agarose com brometo de etideo em uma cuba de
30mL a 70V. Em seguida realizou-se a sintese do cDNA com o tratamento cDNAse
SIGMA® de acordo com o protocolo do fabricante. Todas as etapas do procedimento

de extracdo de RNA e sintese de cDNA estdo esquematizadas na Figura 2.4.

4 plantas de C. Extragdo com N: liquido
sinensis x C. limonia em almofariz de pistilo

Quantificagdo de Eletroforese em gel Revelagdo do gel em
RNA em Nanodrop de agarose - SyBr fotodocumentador

Figura 2.4. Esquema de extracdo de RNA em raizes de C. sinensis x C. limonia.

2.3.3 Andlises de PCR dos genes candidatos envolvidos na

biossintese de piranocumarinas raizes de C. sinensis x C.limonia

Em um tubo de PCR de 0,2mL, adicionou-se 1,0uL de cDNA isolado
das raizes de C. sinensis x C. limonia de plantas sadias e infectadas com CLas,
[3,0pg/mL] + 3,2uL de H20O ultrapura autoclavada + 5,0 uL de SyBR® + 0,4 pL de
primer forward + 0,4uL primer reverse, para reacdo de PCR. Em seguida os tubos
foram colocados em termociclador Applied Biosystems™ Veriti™ Thermal Cycler,

96-Well, com um programa de temperatura para a reacdo de PCR de: 95°C por 3
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min, 95° C em 10s + 56°C em 30s por 40x e 6°C «. Posteriormente os produtos da
PCR para os genes candidatos da biossintese de piranocumarinas em citros, foram

analisados em gel de agarose com brometo de etideo reveladas em camara de UV.

2.3.4 Avaliacdo da expressdo génica por PCR dos genes
candidatos envolvidos na biossintese de piranocumarinas raizes de

C. sinensis x C.limonia sadias e infectadas com CLas

A partir dos resultados obtidos por PCR foi delineado o experimento de
gPCR para os genes candidatos (DXS2, DXR, PT1 e PT2) envolvidos na biossintese
de piranocumarinas raizes de C. sinensis x C.limonia sadias e infectadas com CLas.
Para este experimento foi selecionado o gene de referéncia GAPC2 de acordo com
MAFRA et. al., 2012229, Foram feitas curvas de eficiéncia para as [cDNA] diluido 5x,
10x, 20x, 30x e 40x e para as propor¢cdes de primers forward e reverse [5:5], [5:10],
[10:5] e [10:10], em triplicata. Apds a determinacdo da condicdo 6tima para cada
cada um dos genes candidatos envolvidos na biossintese de piranocumarinas raizes
de C. sinensis x C.limonia, em uma microplaca de PCR de 98 pocos foi realizado em
triplicata a reacdo de PCR com 1uL cDNA 5x, 0,4uL de primer forward, 0.4uL de
primer reverse, 3,2uL de H20, SyBr 5,0pL.

A placa foi submetida a centrifugacao na rotacdo méaxima por 30s e em
seguida foi colocada no Real time PCR system StepOne da Applied
Biosystem™, com programa: holding stage a 95°C por 3min, 40 ciclos de Cicling
stage a 95°C a 10s e 60°C por 30s, melt curve stage de 95°C por 5s e 60°C por 30s.
A curva de expressao relativa foi obtida e apds os célculos descontando os valores
da expressdo do gene de referéncia, podemos quantificar a expressao de cada um
dos genes avaliados a partir do valor de 22t de acordo com LIVAK e SCHMITTGEN
200122,

2.3.5 Extracdo de RNA, obtencdo de cDNA para caracterizagao

molecular de preniltransferases de C. sinensis e C. limonia

As amostras de raizes, caule e folhas de C. sinensis (CS) e C. limonia
(CL) foram coletadas no Jardin botanique Jean-Marie Pelt — Nancy, Franca e na
Estacdo de Pesquisa Agricola INRA/CIRAD de San Giuliano na Corsica — Franga,
respectivamente. As plantas foram divididas em raiz (CSR e CLR), caule (CSS e
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CLS) e folhas (CSL e CLL) e maceradas em almofariz de pistilo com N2 liquido para
a extracdo do RNA com o kit EZNA® Plant RNA. Em seguida, o RNA extraido foi
guantificado e analisado por eletroforese em gel de agarose 1% contendo brometo
de etideo para avaliar a qualidade do extraido. Posteriormente a retrotranscricdo do
RNA em cDNA foi feita utilizando o Kit High-Capacity RNA a cDNA da Applied
Biosystems®, seguindo as orienta¢des do fabricante.

2.3.6 Isolamento e purificagdo dos genes para caracterizagao

molecular de preniltransferases de C. sinensis e C. limonia

Os primers para o genes candidatos de preniltransferase (PT1 e PT2)
em citros, foram projetados utilizando o software BioEdit® (Anexo Il). Os produtos de
amplificacéo por PCR foram obtidos utilizando o kit DNA Polimerase PrimeStar Max -
Takara®, seguindo as orientacdes do fabricante. Os produtos da reacdo de PCR
foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% contendo brometo de etidio
e observados por fotodocumentador Gel Doc. As bandas com o nimero esperado de
bases para cada gene/amplicom de interesse em cada uma das espécies de citros
utilizadas, foram recuperadas do gel de agarose utilizando o kit Nucleospin® para a
limpeza/purificacdo dos produtos da PCR e em seguida o material genético foi

guantificado em NanoDrop®.

2.3.7 Clonagem dos genes candidatos de preniltransferases PT1 e

PT2 de C. sinensis e C. limonia em E. coli

Apos isolados e purificados; 10 pL dos amplicons referentes as
preniltransferases (PT1 e PT2) isoladas das raizes de C. sinensis (CSR) e C. limonia
(CLR) +10pL de PCR Master Mix 2x da Thermo Scientific®, foram mantidos a 72°C
por 30 min, para adicdo de Adenina 3. Em seguida este amplicons foram
subclonados no vetor pPCR™8/GW/TOPO® (Thermo Fisher Scientific) (Figura 2.5) e
mantidos a 20°C overnight.

Os amplicons de PT foram clonados em células estoque de Escherichia
coli eletrocompetentes. Apds 18h de cultura de célula de bactéria em meio solido LB
+ spectina a 35°C, foram selecionadas pelo menos 20 colonias de bactéria para as
preniltransferases PT1 e PT2 extraidas de raizes C. sinensis (CSR) e C limonia

(CLR). Estas colonias foram isoladas em uma outra placa de petri com meio LB +
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Spectina. A presenca do inserto de interesse foi confirmada usando o SaphireAmp
Fast PCR e em seguida, selecionou-se as colbnias que foram confirmadas com a
presenca dos insertos desejados. Estas foram cultivados por 12h a 35° C com
agitacdo em meio liquido LB + spectina. O DNA plasmidial foi entdo purificado
utilizando o Kit Pasmid (NoLid) Nucleospin® e enviado para sequenciamento na
Macrogen Europe B.V.

@ EcoR1

PCROS/GW/TOPO®
2816 bp

Figura 2.5 Mapa do vetor de clonagem pCR8™/GW/TOPO®

2.3.8 Expressdo heterdloga dos genes candidatos de
preniltransferases de C. sinensis e C. limonia por agroinfiltragdo em

N. benthamiana

Apés a obtengdo do sequenciamento; os amplicons referentes aos
genes PT1 e PT2 de C. sinensis (CSR) e C. limonia (CLR) foram inseridos no vetor
PEAQ-HT-DEST 1 (Figura 2.6) por recombinagcdo LR para produzir um construto
contendo as PT’s desejadas. Os plasmideos que expressaram PTs em pEAQ, pEAQ
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‘vazioc” e pEAQ + GFP (Green Fluorescent Protein) foram introduzidos
individualmente em Agrobacterium tumefaciens EHA105 e em seguida foram
cultivadas em placas de petri com meio LB + canamicina + rifamicina. As colonias
isoladas de A. tumefaciens foram cultivadas em tubo Falcon por 18h, a 180rpm e
28°C em 50 mL de meio LB + Canamicina + rifamicina liquido. As culturas de A.
tumefaciens transformadas de cada um dos tratamentos, foram submetidos a
centrifugacdo a 6000 rpm por 10 min, onde o sobrenadante foi eliminado e
ressuspendido em 2mL de H20 deionizada autoclavada. Este procedimento de
lavagem foi realizado por 3 vezes. Em seguida o material ressuspendido foi diluido
100x e realizada a medida de DO a 600nm em GE Healthcare Biochrom™

Ultrospec™ 10 Cell Density Meter.

I—*_—-—.—‘— P19 .._-_ NPTII .._I pEAQ-HT-DEST1

‘355 promoter ‘ Nos promoter . 35S terminator . Nos terminator

ILB/RB s CPMV-HT UTRs

s Gateway recombination sites

Figura 2.6. Representacdo do T-DNA dos vetor pEAQ-HT-DTS1 contendo o CPMV-
HT cassete de expressao, o supressor P19 e o gene de resisténcia a canamicina
NPTII.

Os transformantes foram diluidos para uma concentracao final de 0,4
g/L em 500 mL de H20 deionizada autoclavada e por fim infiltrados por
agroinfiltracdo nas folhas de N. benthamiana. Foram realizadas 5 repeticdes por
tratamento e as plantas de N. benthamiana mantidas em caixas umidificadas a 25°C
por 96h. As folhas infiltradas foram submetidas a microscopia eletrénica por UV em
354 e 395 nm para confirmar a insercao de peAQ-GFP nas folhas de N.
benthamiana.

A preparacao do microssoma vegetal foi realizado conforme o protocolo
desenvolvido por KARAMAT et al., 2014219, As folhas foram trituradas em nitrogénio
liguido e ressuspensas em tampéo fosfato 0,1M (Kpi), pH 7,0, contendo 0,1 g L* de
polivinilpolipirrolidona, inibidor de protease e 1 mM de DTT. Posteriormente foi
centrifugado por 30 min a 10000g para remover os detritos seguido por uma etapa

de filtracdo. A solucéo filtrada foi ultracentrifugada por 1h e 30min em ultracentrifuga
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(Sorvall WX80; ThermoFisher, Waltham, MA, EUA) a 100.000g. O pellet foi
ressuspenso em tampéo Tris-HCI 0,1M, pH 8,0. Para rastrear bioguimicamente o0s
potenciais substratos, cada molécula (umbeliferona, herniarina, 4-metil-umbeliferona,
escopoletina e esquimina — Sigma Aldrich®) foi adicionada em uma concentracao
final de 200 pM em DMSO, 1 mM de DMAPP — Sigma Aldrich®, 1 mM de MgCI2 e
15 pl de de microssoma em tampéo Tris-HCI 0,1 M. A mistura de reacgé&o foi incubada
por 8 h, e a reacéo foi interrompida pela adicdo de HCI (concentracédo final de 1%).

Todas as etapas envolvidas neste processo estao representadas na Figura 2.7.

Transformagdo de
Clonagem em A. tumefaciens
E. coli

T—~O0—ag®-88 &

Obtengao dos
microssomas vegetais

Cultura da bactéria e

€— 7 / : : ( ) agroinfiltragao

Expressdao em
planta

Figura 2.7. Design experimental para pEAQ para clonagem e expressao da proteina
de interesse.

2.3.9 Extracao dos produtos de reacao e analises via LC/MS

Os substratos e os produtos da reacao para PT1 e PT2 em CSR e CLR
foram extraidos com 500 pL de acetato de etila. As misturas foram agitadas por 15
min e centrifugadas a 2000 rpm por 5 min. Posteriormente 450 pl da fase
superior/fase organica foi coletada. Para triagem de substrato, este procedimento foi
repetido mais uma vez usando 500 pL adicionais de acetato de etila, e a fracdo de
acetato de etila resultante (450 pL) foi combinada com a primeira fracdo. O extraido
foi evaporado a vacuo e dissolvido em 100 pL de metanol em vértex por 15 min.
Apbs centrifugacdo por 30 min a 2000 rpm, o sobrenadante foi submetido a analise
LC/MS.

As analises de LC/MS ESI nos modo positivos e negativo de ionizacao
foram realizadas em UHPLC Thermo LTQ-ORBITRAP (Thermo Fischer Scientific®),
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utilizando coluna Phenomenex Kinetex XB-C18 (150 x 2,1 mm, 2,6 pm,
Phenomenex, Le Pecq, Franga). Os compostos foram analizados em modo gradiente
de eluicao utilizando solvente A (dgua com 0,1% (v/v) de acido férmico) e solvente B
(acetonitrila com 0,1% (v/v) de &cido férmico), consistindo em 10% de Bde 0 a 1
min, 10% a 50% B até 20 min, 100% B aos 21 min e mantido por 4 min, retorno as
condicdes iniciais aos 26 min até os 30 min, com volume de injecdo de 10uL a uma
vazdo de 0,2 ml.mint a uma temperatura de 40 °C. Os sinais de MS foram

escaneados a uma faixa de m/z de 100 a 800.
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2.4 Resultados e discussao

2.4.1 Andlises in silico no genoma de C. sinensis

Trés sequéncias candidatas a DXS foram encontradas no genoma de
C. sinensis (DXS1: 1g004923m - 734pb, DXS2 - 1g003948m - 764pb e DXS3 -
19004946m - 640pb), uma para DXR (1g012004m - 474pb) (Figura 2.8) e trés para
PT (PT1 - XP_006483446 — 1208pb, PT2 - XP_006483444 — 1226pb and PT4 -
XP_015387287 - 1223pb) (Anexo 1), (Figura 2.9) O resultado do alinhamento das
sequéncias encontradas no genoma de C. sinensis com aquelas utilizadas nas

andlises in silico, conforme descrito no item 2.3.1 estd demonstrado no Anexo | .

aiAT
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Figura 2.8. Sequéncias encontradas no genoma de C. sinensis para A) DXS e B)
DXR.

PT1%
PT2%
93 PcPT AB825956.1 Petroselinum crispum
100 { PsPT1 KM017083.1 Pastinaca sativa
PsPT2 KM017084.1 Pastinaca sativa
% — AL3G52980.t1
100 L——— AT2G18950.1

——FPT
50 l——— PT4 %

Figura 2.9. Sequéncias encontradas no genoma de C. sinensis para PT.

Para cada um desses genes foram desenhados primers (Tabela 2.1)
para posterior andlise de PCR e qPCR. Além destes genes de interesse, para as

analises de gPCR foram também utilizados os primers para os genes de referéncia
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para C. sinensis: UPL7 e GAPC2, de acordo com MAFRA et. al., 20122%° (Tabela

2.1).

Tabela 2.1. Primers para os genes candidatos envolvidos na biossintese de

piranocumarinas em C. sinensis x C. limonia.

Primer Sequéncia (5’ - 3’) Fw Sequéncia (5’ - 3’) Rv
CsDXR GCTGCTCCGAACTGAAACTT CCTGGTTGTCTCCAAGAAAGAG
Cs DXS1 AGTCAGCACCAGCAAGCAC CCCAGAAAAGAAAACATCATCACG
Cs DXS2 GGAACAAACAGGTGGAAGACA GGAACAAACAGGTGGAAGACA

Cs DXS3 CATAAATTCCTGCGTCTGAGC AGTGGGTACTTGGCAGAAGG
Cs PT1 GCAAGCAGCAGAAACTGTAAA AAGCACGCATAAAACGGTAT
Cs PT4 TTCGTGTTCAGGCCTTCTCAC GAGTGTTTTCTTCCTCAGATTTTG
Cs PT2 TGAAAACACAAGCAGCAGAAA CAGGAGAACATCCCAAAAGC
GAPC2 TCTTGCCTGCTTTGAATGGA TGTGAGGTCAACCACTGCGACAT
UPL7 CAAAGAAGTGCAGCGAGAGA TCAGGAACAGCAAAAGCAAG

2.4.2 Extracdo de RNA das raizes de C. sinensis x C.limonia e

analises dos produtos de PCR para os genes candidatos

envolvidos na biossintese de piranocumarinas

O RNA de raizes de 4 plantas de C. sinensis obtidas conforme descrito

no item 1.3.1, foi extraido e purificado através do procedimento de reprecipitacdo

descrito na secdo 2.5.2. Apds isso foi realizada a quantificacdo de RNA em

NanoDrop® e os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 2.2.

Tabela 2.2. Quantificacdo de RNA das raizes de 4 plantas de C. sinensis x C.

limonia.

Amostra [RNA] ng/uL
1 3013,7
2 3222,8
3 1990,3
4 2618,6
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ApoGs a obtencdo das concentracdes de RNA nas quatro amostras, a
gualidade do mesmo foi avaliada por eletroforese de gel de agarose com brometo de
etideo. Através da placa do gel revelada em camara de UV (Figura 2.10)., foi
possivel observar que somente as duas bandas caracteristicas de fragmentos de
RNA sé&o visualizadas (referentes ao 28S e ao 18S rRNA). Isso indica que o0 RNA
extraido e posteriormente purificado por reprecipitagdo, possui boa qualidade, nao

apresenta degradacao e esta livre de impurezas.

Figura 2.10. Foto da revelacéo do gel de agarose em brometo de etideo referente ao

RNA extraido das raizes de 4 plantas de C. sinensis x C. limonia.

A Figura 2.11, mostra a foto do gel de agarose em brometo de etideo
reveladas em camara de UV, para o produto da reacdo de PCR para os todos genes
candidatos da biossintese de piranocumarinas encontrados nas analises insilico para
4 amostras das raizes de plantas de C. sinensis x C.limonia. Os primers utilizados na

PCR estédo reportados na Tabela 2.1..

DXR DXS1DXS2DXS3PT1 PT4 PT2 DXR DXS1DXS2DXS3PT1 PT4 PT2
DXR DXS1DXS2DXS3PT1 PT4 PT2 DXR DXS1DXS2DXS3PT1 PT4 PT2

Amostra 1 Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4

Figura 2.11. Foto da revelacdo do gel de agarose em brometo de etideo para os
produtos da reacdo de PCR com RNA diluido 10x das amostras 1, 2, 3 e 4 de raizes

de C. sinensis x C. limonia dos genes candidatos para a DXR, DXS e PT.
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E possivel observar que houve amplificacdo somente para o0s
fragmentos dos genes: DXR = 146pb apenas na amostra 1, DXS2 = 141pb e PT1 =
157pb em todas as amostras e PT2 = 130pb em todas as amostras exceto para a 2.
Os genes DXS1, DXS3 e PT4, ndo apresentaram produtos de amplificacdo apos a
reacdo de PCR.

Para certificar que os fragmentos dos genes referentes a DXS1, DXS3,
PT4 realmente ndo estavam sendo expressos e que o gene da DXR e PT2 estavam
sendo expressos em todas as amostras testadas, foi realizada uma nova a PCR com
cDNA proveniente do RNA sem diluicdo. Também foi feita reacdes para os genes de
referéncia de citros: UPL7, GAPC2 e TUB, para verificar a expressao dos mesmos
nas raizes de citros (Figura 2.12). Observou-se que em maior concentracdo de RNA
para a sintese do cDNA; os fragmentos para a DXR e PT2 apresentaram o produto
de PCR esperado para todas as amostras. Os genes DXS1, DXS3 e PT4 novamente
nao mostraram os produtos da reacdo de PCR esperados. Os genes de referéncia
UPL7 e GAPC2 se mostraram como promissores para avaliacdo de expressao em
gPCR.

DXR DXS1DXS3 PT2 PT4 UPL7 GAPC2 TUB DXR DXS1DXS3 PT2 PT4 UPL7 GAPC2 TUB DXR DXS1DXS3 PT2 PT4 UPL7 GAPC2TUB DXR DXS1DXS3 PT2 PT4 UPL7 GAPC2 TUB

A T AT T W e’ e - -

\

-
P
=
-=
—
-
-

] 1

Amostra 3 Amostra 4
Amostra 1 Amostra 2

Figura 2.12. Foto da revelacdo do gel de agarose em brometo de etideo para os
produtos da reacdo de PCR com RNA sem diluicdo das amostras 1, 2, 3 e 4 de
raizes de C. sinensis x C. limonia dos genes candidatos para a DXR, DXS e PT.

2.4.3 Avaliacao da expressao génica por qPCR dos genes
candidatos envolvidos na biossintese de piranocumarinas em

raizes de C. sinensis x C.limonia sadias e infectadas com CLas

Através dos resultados obtidos na PCR convencional, prosseguiu-se
com as analises de gPCR somente para 0S genes que apresentaram expressao

génica nas raizes de C. sinensis x C. limonia: DXR, DXS2, PT1, PT2 utilizando o
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gene de referéncia GAPC2. Antes de realizar a quantificacdo da expressédo génica
por gPCR dos genes candidatos mencionados acima, foram realizados os testes de
curva de eficiéncia conforme descrito no item 2.3.4. A Tabela 2.3, mostra as
condicdes com melhor curva de melt, % de eficiéncia, valor de Ct e R?, para os
genes DXR, DXS2, PT., PT2 e GAPC2. A Figura 2.13 mostra os gréficos de
amplificagdo que foram criados quando o sinal fluorescente de cada amostra foi
plotado em relacdo ao numero do ciclo; onde os graficos de amplificacdo

representam o acumulo de produto em cada ciclo durante o experimento de gPCR.

Tabela 2.3. Resultados para a curva de eficiéncia para os genes DXR, DXS2, PT1,
PT2 e os genes de referéncia UPL7 e GAPC2.

Gene [cDNA] [primer] Fw:Rv % eficiéncia Ct R?
DXR 5x 10:5 95,275 24,8 0,996
DXS2 5x 10:10 100,374 19,3 0,998
PT1 5x 10:10 101,085 22,7 0,994
PT2 5x 5:10 94,758 27,7 0,957
GAPC2 5x 5:10 92,257 18,6 0,996

Amplification Plot Mett Curve

< 0.001 (e
0.0001 4
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Figura 2.13. Graficos de amplificacao referente a curva de eficiéncia para os genes
DXR, DXS2, PT1, PT2 e GAPC2.

A expressao relativa de cada um dos genes avaliados foi realizada a
partir das condi¢des otimizadas apresentadas na Tabela 2.3 e o gene de referéncia
selecionado para a normalizacdo dos niveis de expressdo dos genes alvo foi o

GAPC2, por possuir maior expressdo do que todos os genes avaliados para a
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biossintese de piranocumarinas, melhor porcentagem de eficiéncia, maior valor de Ct
e melhor curva de melt. A curva de expressao relativa foi obtida e apds os calculos
descontando os valores da expressao do gene de referéncia, podemos quantificar a
expressdo de cada um dos genes avaliados a partir do valor de 22¢t conforme
descrito por LIVAK e SCHMITTGEN 20012%. Foi quantificada a expressdo génica
para os genes DXR, DXS2, PT1 e PT2 em raizes de 5 plantas de C. sinensis x C.

limonia sadias (RPS) e sintomaticas infectadas com CLas (RPI) (Figura 2.14).

Gene expression of pyranocoumarins biosynthesis
C. sinensis var. Valéncia x C. limonia

g 075

o 0.003
: 0.50- o

E 0.001
o 0.251 0,000 Healthy plants
% ' PT2 Infected plants with HLB
© 0101

)

2

©

x [

DXR DXS2 PT1 PT2

Figura 2.14. Expressao génica para os genes candidatos envolvidos da biossintese
de piranocumarinas: DXR, DXS2, PT1 e PT2 em raizes de plantas de C. sinensis x

C. limonia sadias (RPS) e sintomaticas infectadas com CLas (RPI).

A partir da analise dos dados observa-se que o gene mais expresso € o
DXS2, conhecido como 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato sintase, responsavel pela
biossintese da unidade de IPP via MEP, com valor de 272t de 0.8380. A expressdo
deste gene nas raizes de C. sinensis x C.limonia, confirma que a biossintese da
unidade de IPP utlizada na prenilacdo da umbeliferona, para levar as
piranocumarinas, ocorre através da via plastidica MEP. Estes resultados corroboram
com os resultados obtidos nos estudos da marcagéo isotopica por RMN quantitativo
em plantulas submetidas ao cultivo em glicose-1- [$3C]*42,

Outra observacao importante é que a preniltransferase PT1 € bem mais
expressa que a PT2 nas raizes de citros. Este resultado corrobora com as analises
de quantificagdo de piranocumarinas em C. sinensis x C. limonia demonstradas na
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secdo 1.4.8 . Espera-se que realmente um destes genes seja mais expresso que o
outro, pois a quantidade do derivado linear (xantiletina) & duas vezes maior do que o
derivado angular (seselina) nas raizes de plantas de C. sinensis x C.limonia.

Houve uma diminuicdo na expressado dos genes DXR, DXS2 e PT1,
nas plantas infectadas com ClLas frente aquelas sadias. Para a DXR o valor de
27ACt  foi de 0,0124 e 0,0239, para DXS2 de 0,1471 e 0,8380 e para PT1 de
0,05206 e 0,1888 respectivamente. Para o gene PT2 houve o aumento na
expressao relativa para as plantas sintomaticas infectadas com CLas frente as
sadias com valores de 272¢t de 0,0031e de 0,0012 respectivamente.

Foi possivel correlacionar os dados da expressdo génica dos genes
envolvidos na biossintese de piranocumarinas com os dados da quantificacdo de
xantiletina e seselina por HPLC-UV RPS demonstrado no item 1.4.8. Dentre as
plantas avaliadas, as sintomaticas infectadas com ClLas apresentaram uma menor
concentracdo de xantiletina frente as sadias, com 51,79 pg.mL? e 61,18 pug.mL7,
respectivamente. Para a seselina observou-se um aumento na producdo desta
substancia. As raizes de plantas sintométicas infectadas com ClLas possui 32,84
pug.mL?! desta substancia; frente a 25,74 pg.mL?' para raiz de plantas sadias.
Observa-se, portanto, uma diminuicédo significativa com p = 0,05 na producéo de
xantiletina e um aumento significativo na producéo de seselina nas raizes de plantas
sintométicas infectadas com CLas.

Sendo assim, podemos observar que os resultados gPCR corroboram
com os resultados obtidos na quantificagcdo via HPLC-UV, onde, para as plantas
infectadas com CLas observa-se um aumento na expressédo do gene PT2 frente as
plantas sadias. Observa-se também que a producao de seselina € maior nas plantas
afetadas com a doenca. Portanto € possivel inferir que o gene PT2 pode estar
associado a biossintese da piranocumarina angular: seselina. Ha uma diminuicéo na
expressdo do gene PT1 e a producdo de xantiletina € menor quando as plantas
estdo infectadas com CLas. E possivel inferir que o gene PT1 pode estar associado
a biossintese da piranocumarina linear: xantiletina. Para confirmar se o gene PT1
esta envolvido na prenilacdo da umbeliferona para a formacéo da xantiletina e PT2
na formacdo da seselina, necessita-se realizar expressdo heterologa e

caracterizacao molecular.
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2.4.4 Extracao de RNA, obtencao de cDNA, isolamento e purificagéo
dos genes para caracterizagcao molecular de preniltransferases de

C. sinensis e C. limonia

Na avaliacdo da expressao dos genes PT1 e PT2 em raizes, caule, e
folhas de CS e CL, através da andlise do gel de PCR, € possivel observar que o
gene PT1, que possui 1209pb, é mais expresso que PT2 em ambas as espécies de
citros. Para o gene PT1 conclui-se que este gene é mais expresso nas raizes, no
caule e nas folhas respectivamente, para ambas as espécies avaliadas. O gene PT2,
que possui 1227 pb, é expresso de maneira moderada nas raizes e folhas e pouco

expresso no tanto para CS quanto para CL (Figura 2.15 e Tabela 2.4).

PT1 PT2
| 1

f |
CSR CSS CSL CLL CLR CLS

[ !
CSR CSS CSL CLR

Figura 2.15. Analise de expresséo dos genes PT1 e PT2 em raiz (CSR e CLR), caule
(CSS e CLS) e folha (CSL e CLL) de C. sinensis e C. limonia.

Tabela 2.4. Avaliacdo do nivel de expressdo dos genes PT1 e PT2 em raiz (CSR e
CLR), caule (CSS e CLS) e folha (CSL e CLL) de C. sinensis e C. limonia.

Genes Size (pb) CSR css csL CLR CLS CLL

PT1 1209 Alta Moderada  Baixa Alta Moderada Moderada
PT2 1227 Moderada Baixa Moderada Moderada Baixa Moderada
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Como a raiz tem um bom nivel de expressdo para ambos 0s genes
candidatos nas duas espécies avaliadas, selecionou-se este tecido para prosseguir
com a purificacdo dos genes. Foram realizadass 5 reacfes de PCR para cada gene
em cada uma das espécies de citros (Figura 2.16). As bandas com o numero
esperado de bases para cada gene em uma das espécies de citros utilizada, foram
recuperadas do gel com limpeza de PCR Nucleospin® e quantificadas. O gene PT1
de CSR foi isolado a uma concentracdo de 374 ng/pL e de CLR de 354 ng/uL. O
gene PT2 de foi isolado a uma concentracdo de 392 ng/uL de CSR e de CLR 332
ng/pL.

PT1 PT1 PT2 PT2
A A | |

[ 1 [ Ir 1 r )
CSR CSR CSR CSR CSR CLR CLR CLR CLR CLR (SR CSR CSR CSR CSR CLR CLR CLR CLR CLR

Figura 2.16. Foto da revelacdo do gel de agarose em brometo de etideo dos
produtos de PCR para isolamento e clean up dos genes PT1 e PT2 extraidos de
CSR e CLR.

2.4.5 Clonagem dos genes candidatos de preniltransferases PT1 e

PT2 de C. sinensis e C. limonia em E. coli

Os genes isolados foram inseridos no vetor de clonagem
pCR™8/GW/TOPO™ e clonados em células estoque de E. coli eletrocompetentes.
Apo6s 18h de cultura de célula de bactéria em meio sélido LB + spectina a 35°C,
foram selecionadas pelo menos 20 colbnias de bactéria para PT1 e PT2 extraidos de
raizes C. sinensis e C limonia. Estas colonias foram isoladas em uma outra placa de

petri com meio LB + Spectina (Figura 2.17).
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Figura 2.17. Colbnias de E. coli clonadas com os genes PT1 e PT2, extraidos de

raizes de C. sinensis e C. limonia.

A presenca do inserto foi confirmada usando o SaphireAmp Fast PCR
(Figura 2.18) e em seguida, selecionou-se as colonias que foram confirmadas com a
presenca do inserto (CSR PT1 - 18, CSR PT2 - 15, CLR PT1 -11 e CLR PT2 - 3).
Estas foram cultivados por 12h a 35° C com agitacdo em meio LB + spectina e o
DNA plasmidial foi entdo purificado de acordo com o protocolo descrito na secéo
2.3.6. Os resultados do sequenciamento para os insertos Figura 2.19 e 2.20, mostra
o alinhamento da sequéncia peptidica para as proteinas PT1 de CSR e CLR com a
PT1 de citros (XP_006483446 LOC102619418 mRNA) e as sequéncias (KM017083,
KM017084 e AB825956) (Anexo II) e de PT2 de CSR e CLR com o gene PT2 de
citros (XP_006483444 LOC102618825 mRNA) e as sequéncias para KM017083,
KM017084 e AB825956 (Anexo Il), respectivamente.

CSRPT1 CSRPT1 CLRPT1
| t |

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19) 20 ll 2 3 4 5 6 7 8 9 10 ll 12 13 14 15 15 17 18‘
= R~ =3 —T
=% — -

A e e G G G G beed REY ted [ R N ]

QR PT2
o aRPT2 )
1

’—l—\
67391011121314151517181911345 6 7 8 9 101 1213 19415 16 17 18 19 20!

Figura 2.18. Foto da revelacdo do gel de agarose em camara de UV dos produtos de
PCR utilizando Saphire Amp apoés a clonagem de CSR PT1, CLR PT1, CSR PT2 e
CLR PT2 em E. coli.
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Figura 2.19. Alinhamento das sequéncias peptidicas: PT1 de CSR e CLR, PT1 de
citros (XP_006483446 LOC102619418 mRNA) e de KM017083, KM017084 e
AB825956.

identidade de 91,96%

XP_006483446 encontrado no genoma de C. sinensis na andlise in silico e a
sequéncia consenso isolada de CSR PT1 — 18 com alta similaridade até a regido de
1170pb (Figura 2.19). Para CLR PT1 — 11, apesar da baixa identidade 51,21% com
XP_006483446, esta apresentou um alto percentual de identidade para todas as

sequéncias isoladas, purificadas e clonadas em diferentes colénias de E. coli (Anexo
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Figura 2. 20. Alinhamento da sequéncias peptidicas: PT2 de CSR e CLR, PT2 de
citros (XP_006483444 L0OC102618825 mRNA) e de KM017083, KM017084 e

AB825956.

Observa-se uma

identidade de 75,33% entre o gene PT2

XP_006483444 encontrado no genoma de C. sinensis na analise in silico e a

sequéncia consenso isolada de CSR PT2 — 15 com alta similaridade até a regido de
630pb. Para CLR PT2 — 3, ha uma identidade de 93,36% com XP_006483444, com
alta similaridade até a regido de 1140pb (Figura 2.20). A partir da obtencéo dos

dados de sequenciamento e alinhamento das sequéncias referentes aos genes
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isolados e purificados foi possivel seguir com as andlises de expressao heteréloga.
Além das sequéncias PT1 e PT2 de CS e CL, também foram isolados, purificados e
sequenciadas em ambas espécies de citros mais 4 sequéncias nao testadas para
PT: NT1, NT2, NT3 e NT4. Estas encontram-se armazenadas no banco de
sequéncias do Laboratoire Agronomie et Enviro (LAE), para estudos futuros.

Através dos experimentos realizados foi possivel obter varias
sequéncias de PT isoladas de CSR e CLR. Foi possivel ainda clonar estas utilizando

o vetor PCR8, em E. coli e posteriormente em A. tumefaciens.

2.4.6 Expressdo heterdloga dos genes candidatos de
preniltransferases de C. sinensis e C. [imonia por agroinfiltragcdo em

N. benthamiana

As anadlises de microscopia eletrbnica por UV; comprovam que 0
processo de agroinfiltracdo de A. tumefaciens contendo as sequéncias de PT1 e PT2
de CS e CL foi eficiente. Na Figura 2.21 observa-se em 354 nm os pontos em verde
fluorescente referente a proteina verde fluorescente - GFP e a clorofila e demais
pigmentos de plantas em vermelho. Para 395 nm; observa-se a GFP como pontos
verdes fluorescentes mais intensos e a clorofila e outros pigmentos em um tom verde
escuro.

A proteina GFP, foi isolada pela primera vez do cnidario Aequorea
victoria. Ela fluoresce devido a sua estrutura terciaria, chamada de beta-can; é
composta por 238 aminoacidos e tem uma massa molecular de aproximadamente 27
kDa. Por estas caracteristicas mencionadas, sua facil manipulacdo genética devido a
possibilidade de clonagem e diversos vetores e plasmideos; a GFP tem sido
amplamente utilizada em pesquisas biolégicas como uma ferramenta para marcar e
rastrear proteinas e células em organismos vivos. Isso & possivel porque a proteina
pode ser geneticamente modificada para produzir a fluorescéncia permitindo a
visualizacdo em processos bioldgicos em tempo real®L.

Portanto, a partir dos dados de microscopia em UV observa-se que foi
possivel realizar expresséao transiente dos da GFP e dos genes candidatos a PT por
agroinfiltracdo em N. benthamiana.
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Figura 2.21. Resultados do procedimento de agroinfiltracdo em N. benthamiana.

Os dados de LC/MS mostram os resultados dos produtos da reacéo na
fracdo microssomal para PT1 e PT2 em CSR e CLR . Utilizando DMAPP para todos
0S substratos testados: umbeliferona [M + H]* 163,00 (Figura 2.22), herniarina
(Figura 2.23) [M + HJ* 177,08, 3-metil-umbeliferona [M + H]* 177,08 (Figura 2.24),
escopoletina [M + H]* 193,00 (Figura 2.25), esquimina [M + H]* 325,08 (Figura 2.26);
em nenhuma das proteinas ensaiadas, extraidas das duas espécias de citros; houve
atividade confirmada. Analisando os cromatogramas observa-se somente sinais para
os ions referentes aos substratos testados; ndo ha nenhum outro sinal que

corresponda aos ions dos produtos da reacao de prenilacdo esperados.
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Figura 2.22. Espectro de massas para o produto da reag¢ao na fragdo microssomal
utilizando umbeliferona + DMAPP.
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Figura 2. 23. Espectro de massas para o produto da reacdo na fracdo microssomal

utilizando herniarina + DMAPP.
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Figura 2. 24. Espectro de massas para o produto da reagcdo na fragcdo microssomal

utilizando 4-metil-umbeliferona + DMAPP.
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Figura 2. 25. Espectro de massas para o produto da reacdo na fragcdo microssomal

utilizando escopoletina + DMAPP.
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Figura 2. 26. Espectro de massas para o produto da reacdo na fracdo microssomal

utilizando esquimina + DMAPP.

Ha algumas justificativas que suportam a auséncia de atividade para as
preniltransferases PT1 e PT2 de CSR e CLR. Uma delas é a necessidade de
otimizacdo da concentracdo dos substratos testados, de microssomas, catalisador e
do tempo e condicfes de incubacéo para que a reacdo ocorra. Um controle positivo,
eliminaria as duvidas com relacdo a execucdo do ensaio; porém ndo houve a
possibilidade de obtencdo do mesmo.

Pode ser também que as sequéncias PT1 e PT2 isoladas de CSR e
CLR nao estejam envolvidas na biossintese de piranocumarinas, e as enzimas
codificadas por estas ndo estejam envolvidas na reacdo de prenilacdo da
umbeliferona. A presenca de um controle positivo, também auxiliaria nesta
investigacao.

Uma outra justificativa € com relacdo aos substratos testados. A
maioria dos relatos de biogénese de piranocumarinas € que estas substancias tem
como intermediarios a demetilsuberosina e o ostenol; porém ha especulacbes de
gue a biossintese da piranocumarinas possa ocorrer através da umbeliferona
geranilada por intermédio de uma geraniltransferase (Figura 2.27). Para suportar
esta sugestéo; foi proposto o0 mecanismo para a biossintese de piranocumarinas via
intermediario geranilado. Para a obtencdo do produto final desejado; ha um
envolvimento de duas enzimas P-450 para promover a ciclizacdo do anel pirano e
posteriormente a eliminacdo de uma unidade CsHsO (Anexo V), levando as
piranocumarinas xantiletina e seselina. Diante dos resultados obtidos, ha a
necessidade de uma maior investigacdo quanto as enzimas envolvidas na

biossintese de piranocumarinas. Os estudos para obtencdo dos resultados
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esperados estdo bem avancados. As proximas etapas serdo: a investigagdo quanto
ao processo de ciclizacao que leva a formacao do anel pirano e elucidacéo sobre os

mecanismos de reacdo envolvidos na atividade de uma ou duas enzimas P-450.
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Figura 2.27. Via biossintética parcial de furano- e piranocumarinas. Nota: Em verde, as

etapas que foram caracterizadas pelo grupo do pesquisador Hehn A. Em vermelho, as etapas para as quais ainda nao ha
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Capitulo 2

2.5 Conclusdes

Através das analises de quantificacdo da expressdo dos genes
envolvidos na biossintese de piranocumarinas por gPCR; foi possivel observar que
h& diferencas significativas na expressdo dos mesmos entre plantas de C. sinensis x
C.limonia sadias e infectadas sintomaticas com CLas.

Utilizando abordagens de bioinformética e de isolamento e purificacdo
de produtos de PCR dos genes referentes a preniltransferases encontradas no
genoma de C. sinensis, foi possivel obter possiveis sequéncias que sejam
responsaveis pela producdo dos intermediarios da biossintese de piranocumarinas:
demetilsuberosina e ostenol.

Este estudo de identificagdo de enzimas e genes envolvidos na
biossintese de cumarinas hemiterpenoides em citros fornecerdo informacdes
importantes para a engenharia genética a fim de aumentar os niveis desses
compostos e, assim, melhorar resisténcia contra fitopatbgenos além de gerar
condi¢cBes para produzir novos bactericidas para protecdo de citros. Portanto ainda &
necessario confirmar a atividade dos genes envolvidos na prenilagdo da
umbeliferona, para validar com precisdo as suas respectivas atividades em citros e
com isso tentar induzir a producdo de piranocumarinas através de manipulacao

genética.
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Anexos

Anexo | - Alinhamento das sequéncias para DXS, DXR e PT
encontradas no genoma de C. sinensis com aquelas utilizadas nas

analises in silico

DXR -
At NM25674.3_Arabidopsis thali E SRFNPIP- G VEVQQOQ!
At. MM 001203671.1_ Arabidopsis 5 SRFNPIP- LEG VEVQQOQ!
G'b AY404186.1 _Ginkgo bilcba ? ) S3GLASSESS

Rd JX518618.1 Rosa x damascena
Rr_JX518616.1 Rosa rugosa

Re JX518617.1 Rosa x centifoli
Gm_HQ340242.1 Glycine max
Gm_HQ340241.1 Glycine max
59-1483_Salvia miltiorrhiza
Sm_FJ476255.1_ Salvia miltiorrh
Gb_EF051345.1 Gossypium barbad g £ —-335F3K
Nt _NM 001326035.1 Nicotiana ta g E SYNLNHL

DXR

At NM25674.3_Arabidopsis thali
At. MM 001203671.1_ Arabidopsis
f.v"b AY494186.1 _Ginkgo biloba
Rd JX518618.1 Rosa x damascena
Rr JX518616.1 Rosa rugosa

Re JX518617.1 Rosa x centifoli
Gm_HQ340242.1 Glycine max

Gm HQ340241.1 Glycine max
55-1483_Salvia miltiorrhiza
Sm_FJ476255.1 Salvia miltiorrh v b

Gb_EF051345.1 Gossypium barbad G 1TV DR v 10 ' ] B ) GEEI?'.‘IE AR
Nt NM 001326035.1 Nicotiana ta

DXR

At NM25674.3 Arabidopsis thali
At NM 001203671.1 Arabidopsis
G‘b AY494186.1 _Ginkgo biloba
Rd_JXSlSEIB 1 Rosa x damascena
Rr JX518616.1 Rosa rugosa

Rc JX518617.1 Rosa x centifoli
Gm_HQ340242.1 Glycine max
Gm_HQ340241.1 Glycine max
59-1483_Salvia miltiorrhiza
Sm_FJ476255.1 Salvia miltiorrh
Gb_EF051345.1_ Gossypium barbad
Nt_NM 001326035.1 Nicotiana ta

DXR E v 3
At _NM25674.3 Arabidopsis thali 3 LTLENE g s HFQ : S55% 3 RLE s EVIWFRL
At NM 001203671.1 Arabidopsis E g JSATLENEGLQEV (| E HSM MR {TM EVIWFRL
Gb_A¥494186.1 Ginkgo bilcba ‘ 3 ATILFNEGL

Rd JX518618.1 Rosa x damascena EHP| M DSATLFNEGL
Rr JX518616.1 Rosa rugosa 3
Rc JX518617.1 Rosa x centifoli
Gm_HQ340242.1 Glycine max
Gm_HQ340241.1 Glycine max
59-1483 Salvia miltiorrhiza
Sm_FJ476255.1 Salvia miltiorrh
Gb_EF051345.1 Gossypium barbad
Nt_NM 001326035.1 Nicotiana ta

DXR

At WNM25674.3_Arabidopsis thali
At NM 001203671.1 Arabidopsis
Gb A¥494186.1_Ginkgo biloba

Rd JX518618.1 Rosa x damascena
Rr_JX518616.1 Rosa rugosa

Ro JX518617.1 Rosa x centifoli
Gm_HQ340242.1 Glycine max
Gm_HQ340241.1 Glycine max
59-1483_Salvia miltiorrhiza

Sm FJ476255.1 Salvia miltiorrh
Gb EF051345.1 Gossypium barbad
Nt _NM 001326035.1 Nicotiana ta

DXR

At NM25674.3_Arabidopsis thali
At NM 001203671.1 Arabidopsis
Gb AY¥494186.1 Ginkgo biloba

Rd JX518618.1 Rosa x damascena
Rr_JX518616.1 Rosa rugosa

Re JX518617.1 Rosa x centifoli
Gm HQ340242.1 Glycine max
Gm_HQ340241.1 Glycine max
59-1483_Salvia miltiorrhiza
Sm_FJA476255.1_ Salvia miltiorrh
Gb EF051345.1 Gossypium barbad
Nt _NM 001326035.1 Nicotiana ta
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Sr ATizsnss.2 _Stevia rebandian
Nt_AJ291721.1 Nicotiana tabacu
1-2184_Dendrobium officinale
AS_RCH18616.1_Aquilaria sinens
Zn_HQ113384.1 Zea mays
#m_00229860.1_Zea mays

MNMSWEIGS PPVRGPHSPS RESYYRNTSL VITQRRHYII STASLSVS

Ap_AY254390.1 phis pan
Sm_EU670744.1 Salvia miltiorrh
Gb_EFD51346.1_Gossypium barbad
NE_FR423579.1 Nicotiana tabacn
©a_AB354576.1_Croton stellatop
Zn EFS07249.1 Zea mays

Zn_EFS07248.1 Zea mays

Ap_AY254391.2 is pan

Ca_RM513578.1 Camellia sinensi
On_K0123647.1_Oossypinm hirsnt

bXs1
Dxsz
oxs3
Sr_AJ429232.2_Stevia rebandian
NE_AJ291721.1 Nicotiana tabacu
1-2184_Dendrobium officinale

As_FCB18616.1 Aquilaria sinens
Zn_FQ113384.1 Zea mays

Sr_AJ429232.7_Stevia rebandian
NtTAT251721.1 Nicotiana tabaem
1-2184_Dendrobiam officinale
As_FCA18616.1 Aquilaria sisens
Zm_H(113384.1 Zea mays
Zn_0Qaz9460,1_zea mays
Ap_AY234350.1 Andrographis pan
Sm_EU670744.1_Salvia miltiorrh
Gi_EF051346.1 Gossypium barbad

Sr_AJ429232.2_SteVvia rebavdian
Nt_AJ251721.1 Nicotiana tabacn
1-2184_Dendrobinm officinale
As_RCH1B616.1 Aquilaria sinens
Zm_BQ113384.1_Zea mays
In_GQ229460.1 Zea mays
Ap_AY254390.1 Andrographis pan
Sm_EU670744.1_Salvia miltiorrh
Gb_EFD51346.1 Gossypium barbad
Nt_FN420575.1 Nicotiana tabaen
€s_AB3I54578.1 Croton stellatop
Zn_EF507249.1 Zea mays
Zn_EFS07248.1_zea mays
Ap_AY254391.3 Andrographis pan
Cx_KM518576.1 Camellia sinensi
Gh_KJ123647.1 Gossypium hirsat

oxs1
oxsz

DxXs3

Sr_AJ429232.2_Stevia rebavdian
Nt_AJ291721.1 Nicotiana tabacn
1-2184_Dendrobium officinale
As_KCE18616.1 Aquilaria sinens
Zm_HQ113364.1_Zea mays
Zn_GQ229460.1 Zes mays
Ap_AY254390.1 Andrographis pan
Sm_EU670744.1_Salvia mi1tiorTh
Gb_EFD31346.1 Gossypium barbad
Nt_FN428579.1 Nicotiana tamacn
Cs_ABI54578.1 Croton stellatop
Zn_EF507249.1 Zea mays
Zn_EF507249.1 Zea mays
Ap_AY234391.2 Andrographis pan
Ca_04319978.1_Camell1a sinensi
Gh_K3123647.1 Gossypium hirsat

bxss
Sr_AJ429232.2 Stevia rebasdian
Nt_AJ281721.1 Nicetiana tabaen
1-7184_Denarobium orricinale
As_KCB18616.1 Aquilaria sinens
#m_BQ113384.1_Zea mays
Zm_GQI29460.1 Zea mays
Ap_AY254390.1_Andrographis pan
Sm_EU670744.1_Salvia miltiorrh
Ob_EFD51346.1 Gossypium barbad
NE_FN429979.1_Nicotiana tapacn
Cs_AB354578.1 Croton stellatop
2m_EF507249.1 Zea mays
Zn_EFS507248.1 Zea mavs
Ap_AX234391.2 Andrographis pan
Ca_RM519978.1_Camellia ine
Gh_KJ123647.1 Gossypium hirsat

Y  Stevia rebacdian
Nt_AJ281721.1 Nicetiana tabaen
1-7184_Dendrobium officinale
As_FCB18616.1 Aquilaria sinens
Ia_po113304.1 sen mavs

Zm 0Q229460.1 Zea ma
Ap_AY254350.1 nndrnuraprus pan
Sm_EU670744.1 Salvia miltiorrh
Gb_EF051346.1_Gossypium barbad
NE_FR429979.1_Nicotiana tapacn
Cs_AB334578.1 Croton stellatop
Zm_EFS07249.1_Zea mays

Za EFS07248.1 Zea mays
Ap_AY254391.2_Andrographis pan
Cs_RM519978.1_Camellia sinensi
Oh_K7123647.1 Gossypium hirsnt

Dxs1
DXs2

oxs3

Sr_AJ429232.3 Stevia rebandian
NE_AJ281721.1 Nicotiana tabacn
1-7184_Dendrobium officinale
As_FCB18616.1 Aquilaria sinens
Zn_HQ113394.1_Zea mays
Zm_0Q729460.1 Zea mays
Ap_AY254350.1_Andrographis pan
Sm_EU670744.1 Salvia miltiorrh
Gb_EF051346.1_Gossypium barbad
NE_FN429979.1_Nicotiana tabacn
Cs_AB334578.1 Croton stellatop
Zm_EFR07249.1_tea mays

2Zm EFS07248.1 Zea mays
Ap_AY254391.2 Andrographis pan
Cs_KM519978.1 Camellia sinensi
Gh_K7123647.1_Gossypium hirsnt
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Anexos

Anexo Il — Sequéncias das PT KM017083, KM017084, AB825956,
XM_006483446, XM_006483444, CSR PT1-18, CLR PT1-11, CSR PT2-
15e CLR PT2-3

KMO017083

>KM017083.1 Pastinaca sativa umbelliferone dimethylallyl transferase (PT1)
mRNA, complete cds
MAQTIMHSRLSSGFLHLQRDKGFRTLPTQRRHAKVVNGDQEFAFRVVSCDKNLDSTKNEFSGSCEKPIRTHTNKLL
QTISATSDREAIIQPKDDYEAPWONTLRRKWDAFCTFGRPYSAICTIIGISSVSLLPLTSVKDESAPYFVGLLQA
LIPFLCANIYTSGINQLVDVDIDKINKPYLPLVSGEFSLGEGRAIVSALAFMCLAVGILSHSTPLFVGVLVYFLI
GTAYSVELPLLRWKTKPAMAAFSMAGLMGLTIQPAVFYHIQONALGKPMVEFSKTVAFATIFFSVFAAVLGAIKDVP
DVEGDTAFGNRTFSVRYGQEKVEFSVCLNILLLAYGFAVVVGASSSFLLCKIVSVMGHTTLASLLLLRAKSTNPKD
PESTQSFYMFLFKLLYAEYVLIHFMR

>KM017083.1 Pastinaca sativa umbelliferone dimethylallyl transferase (PT1)
mRNA, complete cds
ATGGCTCAAACAATTATGCATTCACGATTATCGTCCGGTTTCTTACATCTTCAACGAGACAAAGGCTTTCGTACA
CTTCCAACGCAAAGAAGACATGCTAAAGTAGTGAACGGAGACCAAGAATTTGCTTTCAGGGTGGTTTCATGCGAT
AAAAATTTAGATTCAACAAAGAATTTTAGCGGCAGTTGTGAAAAGCCAATTAGAACACACACAAACAAACTTTTA
CAAACAATTAGTGCCACATCAGACAGAGAGGCTATTATACAGCCCAAAGATGATTACGAAGCACCATGGCAGAAT
ACTTTACGGAGAAAATGGGATGCATTTTGCACGTTTGGTCGTCCATACTCTGCCATCTGCACAATTATTGGAATA
AGTTCGGTTTCTCTGCTGCCCTTAACTTCCGTTAAAGATTTCTCGGCTCCATATTTTGTGGGATTACTACAGGCA
TTGATCCCATTTCTTTGTGCCAACATCTATACCTCGGGGATAAATCAACTTGTTGATGTGGACATAGACAAAATA
AACAAGCCTTACCTGCCACTGGTTTCGGGAGAATTTTCCTTGGGCGAAGGGAGAGCAATTGTCTCAGCACTGGCT
TTTATGTGCCTGGCCGTGGGAATCCTATCTCATTCTACACCATTGTTTGTCGGGGTTCTTGTCTATTTTTTAATT
GGAACCGCATATTCTGTTGAGCTACCTCTACTTAGATGGAAAACAAAACCGGCCATGGCTGCATTTTCTATGGCC
GGCCTAATGGGACTCACGATCCAGCCTGCTGTCTTCTATCACATCCAGAATGCACTCGGTAAACCAATGGTATTT
TCAAAGACAGTGGCCTTTGCTACCATTTTCTTCAGTGTCTTTGCAGCTGTTCTTGGAGCGATCAAGGACGTACCT
GATGTTGAAGGAGACACAGCGTTCGGCAACCGAACATTCAGTGTGAGATATGGCCAAGAGAAAGTCTTTTCTGTC
TGTCTAAATATCCTGCTGCTTGCCTACGGGTTTGCTGTGGTGGTAGGAGCTTCATCCTCGTTCCTATTATGCAAG
ATTGTATCTGTGATGGGTCACACTACACTTGCCTCCCTACTTTTGCTTCGAGCAAAATCTACTAATCCGAAAGAT
CCTGAATCAACGCAGTCCTTTTACATGTTTTTATTTAAGCTATTGTACGCGGAGTATGTGCTAATTCATTTCATG
CGCTGA

KM017084

>KM017084.1 Pastinaca sativa umbelliferone dimethylallyl transferase (PT2)
mRNA, complete cds
MTQTLMHSREFSSGFLHLORRERSGFLTSFPTRRRHATILNKDKELTVRVVSCDKILDSTNNSSRSCEKPINRTNT
STLLOTLGASSEGEVIIQPKAEYEETWDSIFWRKWDAFVTFGRPYSVLGSIIGISSVSLLPLTSVGDEFSLAVEVG
FVOALIPFVCANIYASGINQVVDVEIDKINKPYLPLVSGDFSMGEGKAVVSATGFLCLAMTIMFGSLPLFLGVLG
YFLYATAYSVELPFLRWKTKPFMAAFSMAGLMGLTIQPSVYYHIQONVLGRPMVLTKPVVFATSFISVESAVLAMI
KDLPDVEGDRALGNLTEFSVRYGQEKVENICVGIMLAAYASAVVTGSFSSLLICKLVSVIGHTALAFLLMLRAKSTI
DVNDPESTQSFYMFAFQLLYAEYVLIHFIR

>KM017084.1 Pastinaca sativa umbelliferone dimethylallyl transferase (PT2)
mRNA, complete cds
ATGACTCAGACACTTATGCATTCACGCTTCTCCTCCGGTTTCTTACATCTTCAACGACGAGAAAGATCAGGCTTT
CTTACATCATTTCCAACCCGGAGAAGACATGCTACAATATTGAATAAAGACAAAGAATTGACTGTCAGGGTGGTT
TCTTGCGATAAAATTTTGGATTCAACAAACAATTCTAGCAGAAGTTGTGAAAAGCCAATTAATAGAACAAACACA
AGCACGCTTTTACAAACACTTGGTGCCTCATCAGAGGGTGAGGTTATTATACAACCCAAAGCTGAATACGAAGAA
ACATGGGATAGTATTTTCTGGAGAAAATGGGATGCCTTTGTGACGTTTGGTCGACCATATTCTGTCCTTGGCTCA
ATTATTGGAATAAGTTCAGTTTCTCTACTGCCCTTAACCTCAGTCGGAGATTTCTCACTTGCAGTTTTTGTGGGA
TTCGTACAGGCATTGATCCCGTTTGTTTGTGCGAACATTTATGCCTCAGGAATAAATCAAGTGGTTGATGTGGAA
ATAGACAAAATTAACAAGCCCTATCTTCCACTGGTTTCTGGAGATTTTTCTATGGGGGAAGGGAAAGCAGTTGTC
TCAGCTACGGGCTTTTTGTGCTTGGCCATGACAATCATGTTTGGGTCTCTACCATTGTTTCTGGGAGTTCTTGGA
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TATTTTCTTTATGCAACTGCATATTCTGTGGAGCTACCTTTCCTTAGATGGAAAACAAAACCGTTTATGGCTGCA
TTCAGTATGGCTGGTCTAATGGGACTCACCATTCAGCCTTCTGTCTACTATCACATCCAAAACGTGCTTGGTAGA
CCAATGGTTTTGACAAAGCCAGTGGTCTTCGCTACCAGTTTCATCAGTGTCTTTTCAGCTGTTCTTGCAATGATC
AAGGACTTACCTGATGTTGAAGGAGACAGAGCGTTGGGCAACCTAACATTCAGTGTTAGATATGGCCAAGAGAAA
GTCTTTAATATCTGTGTAGGTATCATGCTGGCTGCCTATGCATCTGCTGTGGTGACAGGATCTTTCTCCTCGCTT
CTAATATGCAAGCTTGTTTCTGTGATTGGTCACACTGCACTTGCCTTCCTCCTTATGCTTCGAGCAAAATCTATT
GATGTAAATGATCCTGAATCAACGCAGTCCTTTTACATGTTTGCTTTTCAGCTATTATATGCAGAGTATGTGCTT
ATTCATTTCATACGCTGA

AB825956

>AB825956.1 Petroselinum crispum PcPT mRNA for umbelliferone 6-
dimethylallyltransferase, complete cds
MSQTLMHSREFSSGFLHHOPEKGFLTLOTQRRHAKTLKGEKEFPSRVVSCHKNVDSSKNEFSSSCEKSKTQEKILAQ
TLGATSDGEAIVOPNNDFEVTWONTLRRKWDAFSIFSRPYSAICTIIGISSVSLLPLTSVADFSPAYFVGLLOAL
IPFLCANIYTSAINQLVDVDIDKINKPYLPLVSGEFSMGEGRAIVSALTFTCFAMAIMSHSVPLEFVGVLVYFLIG
TAYSVEHPLLRWKTKPAMAAFSMAGLMGLTIQPTVEFYHIQNVLGKPMVESRSVAFATMFFSIFAACLGAIKDIPD
VEGDREFGNLTFSVRYGQEKVFSFCLNVLLLAYGSAVVVGASSSSLLCKTVSVIGHTVLASLLVLRAKSTNPKDP
ESTOSFYMFLFKLLYAEYVLIHFMR

>AB825956.1:70-1272 Petroselinum crispum PcPT mRNA for umbelliferone 6-
dimethylallyltransferase, complete cds
ATGTCTCAAACACTTATGCATTCACGATTCTCCTCCGGTTTCTTACATCATCAACCAGAAAAAGGCTTTCTTACT
CTTCAAACGCAAAGAAGACATGCTAAAACATTGAAGGGAGAAAAAGAATTTCCTTCCAGGGTGGTTTCTTGCCAC
AAAAATGTAGATTCATCCAAGAATTTCAGCAGCAGTTGTGAAAAGTCAAAAACACAAGAAAAGATACTTGCACAA
ACACTTGGTGCTACATCAGACGGCGAGGCTATTGTACAGCCAAATAATGATTTCGAAGTCACATGGCAGAATACT
TTACGGAGAAAATGGGATGCATTTTCCATTTTTAGTCGTCCATACTCTGCCATCTGCACTATTATTGGAATAAGT
TCAGTTTCTCTACTGCCCTTGACTTCCGTTGCTGATTTCTCACCTGCATATTTTGTGGGATTACTACAGGCATTG
ATCCCATTTCTTTGTGCAAACATCTATACATCCGCAATAAATCAACTGGTTGATGTGGACATAGACAAAATAAAC
AAGCCTTATCTTCCACTGGTTTCTGGAGAATTTTCCATGGGTGAAGGGAGAGCAATTGTCTCTGCATTGACATTT
ACGTGCTTCGCCATGGCTATCATGTCTCATTCTGTACCATTGTTTGTTGGGGTTCTTGTTTATTTTTTGATTGGA
ACCGCATATTCTGTTGAGCATCCTTTACTTAGATGGAAAACAAAACCGGCAATGGCTGCATTTTCTATGGCCGGA
CTAATGGGACTCACGATTCAGCCTACTGTCTTCTACCACATACAGAATGTTCTCGGTAAACCAATGGTTTTCTCA
AGGTCAGTGGCCTTTGCTACCATGTTCTTCAGCATCTTTGCAGCTTGTCTTGGAGCGATCAAGGACATACCTGAT
GTTGAAGGAGACAGAGAGTTCGGCAACCTAACGTTCAGTGTCAGATATGGCCAAGAGAAAGTCTTTTCTTTCTGT
CTAAATGTCCTGCTGTTGGCCTATGGGTCTGCAGTGGTGGTAGGAGCTTCATCCTCGTCTCTATTATGCAAGACT
GTATCTGTGATAGGTCACACTGTACTTGCCTCCCTCCTTGTGCTTCGAGCAAAATCTACTAATCCCAAGGATCCT
GAATCAACCCAGTCCTTTTACATGTTTTTATTCAAGCTACTGTATGCAGAGTATGTGCTAATTCATTTCATGCGC
TGA

PT1 XM 006483446

>XP 006483446 coumarin 8-geranyltransferase 1lb, chloroplastic [Citrus
sinensis]
MLOMHLSSSEFSLKYHPLQKAGCIKTLESPVTHIHGVLNRSQEKKYATIKCSQSNSEFYNLTNKIASSRNCKPENSHR
APVTLODGYASKSEDDDHSNSFLNVFLKKFHALYRFMRAYACAGVIIATTSNSLLPVQTLADLTPAYFTGLMEAL
VPAVLMHIYVVAINQLSDVEVDKVNKPYLPLASGEISMGTGIAITLASALMSLAYAVMIRSPPFIWAVIAWIFVG
TAYSVQLPLLRWKGNSFLAAFCMVSLNGLLTQFPVYVHIQKYVLGRPLEIFTRPLMFATAFISCFCVVIAFIKDL
HDVDGDKKFGIKTLSVMLGKERVFRLSVSMLSIAYGAAVVVGASSPFLANKLITIIGHGILASIFWLRVRAVDLS
DNASILSFYMFIWKLYYAEYLLIPFVR

>XM 006483446 PREDICTED: Citrus sinensis coumarin 8-geranyltransferase 1b,
chloroplastic (LOC102619418), mRNA
ATGCTTCAAATGCACTTGAGTTCGAGCTTCTCTCTAAAATACCATCCTTTACAAAAGGCTGGTTGCATTAAAACA
CTCGAATCGCCAGTGACACATATACATGGCGTCCTGAACAGAAGTCAAGAAAAGAAGTACGCCATCAAGTGCTCC
CAAAGTAATTCATTTTATAATTTGACCAATAAAATTGCAAGCAGCAGAAACTGTAAACCATTCAACAGTCACCGG
GCTCCTGTCACGTTACAAGATGGTTATGCATCAAAATCTGAGGATGATGATCACTCCAACAGCTTTCTGAATGTT
TTTCTCAAGAAATTTCATGCACTATACCGTTTTATGCGTGCTTATGCTTGTGCCGGCGTTATTATAGCAACAACA
TCGAATTCTCTTCTACCTGTACAAACACTCGCCGACTTGACTCCCGCATATTTCACTGGATTAATGGAGGCTTTG
GTGCCTGCAGTATTGATGCACATTTATGTCGTGGCCATAAACCAGTTGTCTGATGTTGAAGTAGACAAGGTTAAC
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AAGCCTTATCTGCCACTTGCTTCCGGTGAAATTTCAATGGGTACTGGAATTGCAATTACTTTAGCATCTGCATTG
ATGAGCCTGGCTTACGCAGTTATGATTCGATCTCCACCGTTTATTTGGGCCGTCATTGCATGGATTTTTGTTGGA
ACCGCCTACTCCGTCCAACTTCCCCTTCTCAGATGGAAGGGAAATTCATTTCTAGCTGCTTTCTGCATGGTGTCA
CTAAACGGACTTCTAACACAATTTCCTGTCTACGTACACATCCAGAAATACGTGCTTGGTAGACCTCTAGAAATA
TTTACAAGACCACTGATGTTTGCAACTGCTTTCATTTCCTGCTTCTGCGTTGTGATTGCATTTATCAAGGATTTA
CACGATGTGGATGGCGATAAAAAATTTGGCATTAAAACCCTCAGTGTCATGCTTGGGAAAGAACGAGTATTTCGG
CTTAGTGTTTCTATGCTTTCAATTGCTTATGGCGCTGCGGTAGTAGTTGGAGCTTCTTCACCTTTCCTGGCAAAC
AAGCTTATCACGATAATAGGCCACGGCATACTTGCTTCCATTTTTTGGCTTCGAGTCCGAGCTGTTGATCTCTCT
GATAATGCATCAATACTTTCTTTCTACATGTTCATTTGGAAGTTATACTATGCTGAATACCTCCTTATCCCATTT
GTACGCTGA

PT2 XM 006483444

>XM 006483444 :102-1328 PREDICTED: Citrus sinensis coumarin 8-
gergnyltransferase 1b, chloroplastic (LOC102618825), mRNA
MMLOMHSSSSEFSPKYYYPLOHAGCDKTLQLPLTKVHGGLNRSESKNYATKCTQSDSFYSTNKIKNNENTSSRNCK
PEFNKYRVAVTLQQOQGCASNNEDDINSTSFWDVLLKKLHALYVFTRPFAMIGTIVGITSIAILPLOSFADLTPKYF
MEFLKALLSAVLMNNYVGTVNQVADVEIDKVNKPDLPLASGDLSMGTGLAITLTLSLTSLATALSLOSPPLIFGL
IVWFLLGTAYSVDLPFLRWKTKPFLAGMCMVTVEFGLVYQFSFFIHFQKYVLGRPVVITRPLIFAAAIISTISAVM
SLLKDIPDEDGDKQFGFQSISSKLGKENVLRLCVYALFFAYGVSVIVGASSSFQLVKLVSIIGHSTLAFLLWLRA
QTVDLSNNASTYSFYMFIWKLEFYAEYLLIHFLR

>XM 006483381.4:102-1328 PREDICTED: Citrus sinensis coumarin 8-
geranyltransferase 1b, chloroplastic (LOC102618825), mRNA
ATGATGCTTCAAATGCATTCGAGTTCAAGCTTCTCTCCAAAGTACTACTATCCTTTGCAACATGCTGGTTGCGAC
AAAACACTTCAATTACCGTTGACAAAAGTGCATGGCGGCTTGAACAGAAGTGAAAGCAAGAATTACGCTATCAAA
TGCACACAAAGTGATTCGTTTTATTCGACCAATAAAATCAAAAACAATGAAAACACAAGCAGCAGAAATTGTAAA
CCGTTCAACAAATACCGCGTTGCTGTCACATTACAACAACAAGGTTGTGCATCAAACAATGAGGATGATATTAAC
TCGACGAGCTTTTGGGATGTTCTCCTGAAGAAATTACATGCATTATATGTTTTTACTCGTCCCTTCGCTATGATT
GGCACTATTGTTGGGATAACATCAATTGCCATTCTGCCACTGCAAAGCTTTGCTGATTTGACTCCAAAATATTTC
ATGGAATTCTTAAAGGCCCTGTTGTCCGCAGTACTGATGAACAATTATGTAGGGACTGTAAATCAGGTGGCCGAT
GTTGAAATTGACAAGGTTAACAAGCCCGACCTCCCACTAGCTTCCGGTGACTTATCAATGGGAACTGGACTCGCA
ATCACTTTAACATTGTCTTTGACGAGCCTGGCTATCGCACTTAGCCTTCAATCTCCACCACTTATCTTTGGCCTC
ATTGTATGGTTTCTACTTGGAACTGCTTATTCCGTCGACCTTCCCTTTCTTAGATGGAAGACAAAACCATTTCTA
GCCGGAATGTGCATGGTTACTGTGTTCGGACTTGTATACCAATTTTCTTTCTTCATACACTTCCAGAAATATGTG
CTTGGTAGACCGGTCGTAATTACGAGACCATTGATATTTGCGGCCGCTATCATCAGTACCATTTCTGCTGTAATG
TCACTCCTCAAGGATATACCCGACGAGGATGGCGATAAACAATTTGGCTTTCAGTCAATATCTTCCAAGTTAGGG
AAAGAAAATGTACTTCGGCTTTGTGTTTATGCGCTGTTTTTTGCATATGGAGTTTCTGTCATAGTTGGAGCTTCT
TCGTCTTTCCAGTTAGTCAAGCTTGTCAGTATAATTGGCCACTCCACACTTGCTTTCTTATTGTGGCTTCGAGCT
CAGACTGTGGATCTCTCCAATAATGCATCTACATATTCTTTTTACATGTTCATTTGGAAGTTGTTCTATGCTGAA
TATCTCCTTATTCACTTCTTACGATGA

CSR PT1 18

>CSR PT1 18
MLOMHLSSSEFSLKYHPLOKAGCIKTLESPVTHIHGVLNRSQEKKYATKCSQSNSEFYNLTNKIASSRNCKPENSHR
APVTLODGYASKSEDDDNSNSEFLNVFLKKFHALYRFMRAYACAGVIIATTSNSLLPVQTLADLTPAYFTGLMEAL
VPAVLMHIYVVAINQLSDVEVDKVNKPYLPLASGEISMGTGIAITLASALMSLAYAVMIRSPPFIWAVIAWIEFVG
TAYSVQLPLLRWKGNSFLAAFCMVSLNGLLTQFPVYVHIRKYVLGRPLEIFTRPLMFATAFISCFCVVIAFIKDL
HDVDAKKNWHKNPHVSLGRKKYFG*VVLGFIGRGCGKSLELFPFPENNL*DKRHGYVVPFWVQKRSFDSAKGKNF
F*SSYGNKKGKTLSPMKRRRVCNRAR

>CSR PT1 18

ATGCTTCAAATGCACTTGAGTTCGAGCTTCTCTCTAAAATACCATCCTTTACAAAAGGCTGGTTGCATTAAAACA
CTCGAATCGCCAGTGACACATATACATGGCGTCCTGAACAGAAGTCAAGAAAAGAAGTACGCCATCAAGTGCTCC
CAAAGTAATTCATTTTATAATTTGACCAATAAAATTGCAAGCAGCAGAAACTGTAAACCATTCAACAGTCACCGG
GCTCCTGTCACGTTACAAGATGGTTATGCATCAAAATCTGAGGATGATGATAACTCCAACAGCTTTCTGAATGTT
TTTCTCAAGAAATTTCATGCACTATACCGTTTTATGCGTGCTTATGCTTGTGCCGGCGTTATTATAGCAACAACA
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TCGAATTCTCTTCTACCTGTACAAACACTCGCCGACTTGACTCCCGCATATTTCACTGGATTAATGGAGGCTTTG
GTGCCTGCAGTATTGATGCACATTTATGTCGTGGCCATAAACCAGTTGTCTGATGTTGAAGTAGACAAGGTTAAC
AAGCCTTATCTGCCACTTGCTTCCGGTGAAATTTCAATGGGTACTGGAATTGCAATTACTTTAGCATCTGCATTG
ATGAGCCTGGCTTACGCAGTTATGATTCGATCTCCACCGTTTATTTGGGCCGTCATTGCATGGATTTTTGTTGGA
ACCGCCTACTCCGTCCAACTTCCCCTTCTCAGATGGAAGGGAAATTCATTTCTAGCTGCTTTCTGCATGGTGTCA
CTAAACGGACTTCTAACACAATTTCCTGTCTACGTACACATCCGGAAATACGTGCTTGGTAGACCTCTAGAAATA
TTTACAAGACCACTGATGTTTGCAACTGCTTTCATTTCCTGCTTCTGCGTTGTGATTGCATTTATCAAGGATTTA
CACGATGTGGATGCGAAAAAAAATTGGCATAAAAACCCTCATGTCAGCCTGGGAAGAAAGAAGTATTTCGGCTAA
GTGGTTCTAGGCTTCATTGGTAGGGGCTGCGGGAAAAGTTTGGAGCTTTTTCCTTTCCCGGAAAACAACCTATAA
GATAAAAGGCACGGGTACGTGGTTCCTTTTTGGGTTCAAAAGCGAAGCTTTGATTCCGCGAAAGGCAAAAACTTT
TTTTAAAGTTCATATGGAAATAAGAAAGGGAAAACCCTTTCCCCTATGAAGAGAAGGAGGGTATGCAACCGAGCG
AGA

CLRPT111

>CLR PT1 11
MILF*LIVTCSLQOX**AMLEFYNANFVQKSRLRIRPSAYKWDKEVFSIV*LPNEHVERKY*CIIREINSSDSKPK
NGSKYAVAYYRDKLVXPGKVKKLQLLPQRHKQX~XKHRNTKPKYSFFPKHDTEGFNAXIFYRHPHRVNP* *MQSQ
RKSRXNESSCKHOWSCKYF*RSXXKHVFLDMYVDGKLC*KSV* *HHAESS*KXNEFPSI*EGEVGQONXXGSNKNPC
DDGPNKRWRSNHXLRKPGSSMOMLK*LOFQYP*NFTGSKGQIS**TC*LNINTG*GPTKMCIKTTASKPA*NPVN
SGTKIV*GVILNERHVGPTYSTILLEVQS*VLYRNLLITIIKR*EVKLDLTVSNFRKOQHDDER*KK*ALHVM* *Q
G*DHIHKQENSEITNLTIP**QI*TELPQSSDVPKCCLTPMNYK*KK*NCPR

>CLR PT1 11
ATGATTTTATTTTGACTGATAGTGACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACT
TTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGAATTCGCCCTTCAGCGTACAAATGGGATAAGGAGGTATTCAGCATAGTATAAC
TTCCAAATGAACATGTAGAAAGAAAGTATTGATGCATTATCAGAGAGATCAACAGCTCGGACTCGAAGCCAAAAA
ATGGAAGCAAGTATGCAGTGGCCTATTATCGTGATAAGCTTGTTTGCCAGGAAAGGTGAAGAAGCTCCAACTACT
ACCGCAGCGCCATAAGCAATT~~GAAAGCATAGAAACACTAAGCCGAAATACTCGTTCTTTCCCAAGCATGACAC
TGAGGGTTTTAATGCCAAATTTTTTATCGCCATCCACATCGTGTAAATCCTTGATAAATGCAATCACAACGCAAA
AGCAGGAAATGAAAGCAGTTGCAAACATCAGTGGTCTTGTAAATATTTCTAGAGGTCTTCCAAGCACGTATTTCT
GGATATGTACGTAGACGGGAAATTGTGTTAGAAGTCCGTTTAGTGACACCATGCAGAAAGCAGCTAGAAATGAAT
TTCCCTTCCATCTGAGAAGGGGAAGTTGGACAGAATAAACGGTTCCAACAAAAATCCATGCGATGACGGCCCAAA
TAAACGGTGGAGATCGAATCATCACTGCGTAAACCAGGCTCATCAATGCAGATGCTAAAGTAATTGCAATTCCAG
TACCCATGAAATTTCACCGGAAGCAAGGGGCAGATAAGCTAGTAAACATGTTAACTTAACATCAACACGGGTTAG
GGACCGACAAAAATGTGCATAAAAACGACTGCATCAAAACCAGCATAAAACCCTGTGAATAGCGGAACCAAGATT
GTCTAAGGTGTAATTCTAAATGAACGCCACGTTGGACCTACATACTCGACAATACTACTAGAGGTACAATCGTGA
GTATTATACAGGAACCTCCTTATAACAATTATTAAACGATGAGAAGTAAAGCTAGATCTAACTGTATCAAATTTC
CGAAAGCAGCACGATGACGAAAGGTAAAAGAAATAAGCACTCCACGTCATGTAATGACAAGGATGAGATCATATA
CACAAACAGGAAAATAGTGAGATCACTAACCTAACTATACCCTAATAACAGATATAAACGGAACTACCTCAGTCG
AGTGACGTTCCAAAATGTTGTTTAACTCCGATGAATTATAAATAGAAAAAATAAAATTGCCCTAGG

CSRPT2 15

>CSRPT2_15
MMLOMHSSSSESPKYYYPLOHAGCVKTLQLPLTKVHGGLNRSESKNYAIKCTQSDSEFYSTNKIRNNENSSSRNCK
PENKYRVAVTLOQEGCASNNEDDINSTSFRDVLLKKLHALYVFTRPFAMIGTVVGITSIAILPLOSFADLTPKYF
MEFLKALLSAVLMNNYVRTVNQVTDVEIEKVNKPVLPLAYTDLSMRDVLLIYLIL*LTRLARMTEAITTTTYLCP
HMVGYLVAAYYFRSSPSSMKREKTPNWLQ*PSSEF*MDIYFSFLTLQTSRNMCLAYL*YPKTNGC*LPLSCPIFKG
GNCIFPRIYRVGRRRTKNLPLENPPTPGGGKEKKE*WWGKSSVRIYVRCGGGGRGRRDSRGVP*ELLEV*KRQRL
ONRATCCGGGTEQKSERTEIPPTKKRMEFSTRENATAVR

>CSRPT2_15

ATGATGCTTCAAATGCATTCGAGTTCAAGCTTCTCTCCAAAGTACTACTATCCTTTGCAACATGCTGGTTGCGTC
AAAACACTTCAATTGCCGTTGACAAAAGTGCATGGCGGCTTGAACAGAAGTGAAAGCAAGAATTACGCTATCAAA
TGCACACAAAGTGATTCGTTTTATTCGACCAATAAAATCAGAAACAATGAAAACTCAAGCAGCAGAAATTGTAAA
CCGTTCAACAAATACCGCGTTGCTGTCACATTACAACAAGAAGGTTGTGCATCAAACAATGAGGATGATATTAAC
TCGACGAGCTTTCGGGACGTTCTCCTGAAGAAATTACATGCATTATATGTTTTTACTCGTCCCTTCGCTATGATT
GGCACTGTTGTTGGGATAACATCAATTGCCATTCTGCCACTGCAAAGCTTTGCTGATTTGACTCCAAAATATTTC
ATGGAATTCTTAAAGGCCCTGTTGTCCGCAGTACTGATGAACAATTATGTACGGACTGTAAATCAGGTGACCGAT
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GTTGAAATTGAAAAGGTTAACAAGCCTGTACTCCCACTAGCTTACACTGACTTATCAATGAGAGATGTACTCTTG
ATCTATTTAATATTGTGATTGACGAGGCTAGCTAGAATGACTGAAGCGATCACCACCACCACTTATCTGTGTCCT
CATATGGTTGGATACTTGGTAGCCGCTTATTACTTTAGATCATCCCCTTCTTCGATGAAAAGGGAGAAGACCCCT
AATTGGCTGCAGTAACCATCATCATTCTGAATGGACATCTACTTCAGTTTCCTTACTTTGCAGACTTCCAGAAAT
ATGTGCTTGGCATACCTGTAGTATCCCAAGACAAATGGTTGTTAGCTGCCGCTATCCTGCCCAATTTTCAAAGGT
GGCAATTGCATTTTCCCAAGGATTTACCGGGTTGGACGACGCCGAACAAAAAATTTGCCCCTCGAAAACCCCCCT
ACTCCCGGGGGGGGAAAAGAAAAGAAGTTTTAATGGTGGGGAAAAAGCTCGGTTAGGATTTATGTGAGGTGCGGA
GGAGGGGGTCGGGGGAGGAGAGATTCGCGGGGCGTCCCCTGAGAATTATTGGAGGTATAGAAAAGGCAACGCTTG
CAAAATCGGGCCACCTGTTGTGGGGGGGGAACAGAACAAAAGAGTGAAAGAACCGAGATACCACCCACAAAAAAG
AGAATGTTTAGTACGAGAGAGAACGCCACAGCAGTGAGG

CLRPT23

>CLRPT2_3
MMLOMHSSSSEFSPKYYYPLOQHAGCDKTLQLPLTKVHGGLNRSESKNYAIKCTQSDSEFYSTNKIKNNENTSSRNCK
PENKYRVAVTLOQQOGCASNNEDDINSTSFWDVLLKKLHALYVFTRPFAMIGTIVGITSIAILPLOSFADLTPKYF
MEFLKALLSAVLMNNYVGTVNQVADVEIDKVNKPDLPLASGDLSMGTGLAITLTLSLTSLAIXT*PSISTTYLWP
HCMVSTWNCLFRRPSLS*MEEKTISSRNVHGYCVRTCIPIFFLHTLPEICAW*TGRNYETIDICGRYHQYHFCCN
VIPOGYTRRGWR*TIWLSVISSS*ERKCTSALVMRCEFCKGVSANWSSSSSINQLGSKLPLTLLFMGENPNGDLPN
APHSFKVIGIVQVKPLEFF*RKGIHPF*KV*X

>CLRPT2_3
ATGATGCTTCAAATGCATTCGAGTTCAAGCTTCTCTCCAAAGTACTACTATCCTTTGCAACATGCTGGTTGCGAC
AAAACACTTCAATTACCGTTGACAAAAGTGCATGGCGGCTTGAACAGAAGTGAAAGCAAGAATTACGCTATCAAA
TGCACACAAAGTGATTCGTTTTATTCGACCAATAAAATCAAAAACAATGAAAACACAAGCAGCAGAAATTGTAAA
CCGTTCAACAAATACCGCGTTGCTGTCACATTACAACAACAAGGTTGTGCATCAAACAATGAGGATGATATTAAC
TCGACGAGCTTTTGGGATGTTCTCCTGAAGAAATTACATGCATTATATGTTTTTACTCGTCCCTTCGCTATGATT
GGCACTATTGTTGGGATAACATCAATTGCCATTCTGCCACTGCAAAGCTTTGCTGATTTGACTCCAAAATATTTC
ATGGAATTCTTAAAGGCCCTGTTGTCCGCAGTACTGATGAACAATTATGTAGGGACTGTAAATCAGGTGGCCGAT
GTTGAAATTGACAAGGTTAACAAGCCCGACCTCCCACTAGCTTCCGGTGACTTATCAATGGGAACTGGACTCGCA
ATCACTTTAACATTGTCTTTGACGAGCCTGGCTATCGCACTTAGCCTTCAATCTCCACCACTTATCTTTGGCCTC
ATTGTATGGTTTCTACTTGGAACTGCTTATTCCGTCGACCTTCCCTTTCTTAGATGGAAGAAAAAACCATTTCTA
GCCGGAATGTGCATGGTTACTGTGTTCGGACTTGTATACCAATTTTCTTTCTTCATACACTTCCAGAAATATGTG
CTTGGTAGACCGGTCGTAATTACGAGACCATTGATATTTGCGGCCGCTATCATCAGTACCATTTCTGCTGTAATG
TCACTCCTCAAGGATATACCCGACGAGGATGGCGATAAACAATTTGGCTTTCAGTCATATCTTCCAGTTAGGAAA
GAAAATGTACTTCGGCTTTGGTTATGCGCTGTTTTTGCAAAGGAGTTTCGGCAAATTGGAGCTCCTCGTCTTCCA
TTAATCAACTTGGCAGTAAATTGCCACTCACCTTGCTTTTTATGGGCTTCAACCCAAATGGGGATCTCCCAAATG
CCCCACATTCTTTTAAGGTCATTGGAATTGTCCAGGTAAAACCCCTATTCTTTTAAAGAAAGGGAATTCACCCCT
TTTGAAAAGTGTGA
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Anexo lll - Primers desenhados para os genes PT1 e PT2 para a

caracterizagcdo molecular

Primers Fw Sequence pb | Tm (°C)
PT1 Fw ATGCTTCAAATGCACTTGAGTTCGAGCTTCTC 32 61.8
PT2 Fw ATGATGCTTCAAATGCATTCGAGTTCAAGCTTCTCTCC 38 64.5

Primers Rv Sequence pb | Tm (°C)

PT1Rv TCAGCGTACAAATGGGATAAGGAGGTATTCAGC 33 63.2
PT2 Rv TCATCGTAAGAAGTGAATAAGGAGATATTCAGCATAGAAC | 40 62.4
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Anexo IV — Alinhamento para as sequéncias para PT1, isoladas das

raizes de C. limonia, clonadas e extraidas de diferentes coldnias de

E. coli

20B7KAA192
20B7KAA193
20B7KAA194

20B7KAA192
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20B7KAA194

20B7KAA192
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20B7KAA194
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20B7KAA194

20B7KAA192
20B7KAA193
20B7KAA194
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
R T T e T O T T T T R B L T e I I I

TAG TGACCTGTTCGTTGCAACAAATTGATGAGCAATGCTTTTTTATAATGCCAACTTTGTACAAAAAAGCAGGCTCCGAATTCGCCCTTCA CGTACAA

710 720 730 740 750 760 770 780 790 800

.................................................................... C.AG...A.A...TA.--C.T.......

810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

...A..A..GA.T

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000
B T T T T T T T e e T T e e T I |

GTTTGTACAGGTAGAAGA GAATTCGATGTTGTTGCTATAATAACG CCGGCACAAGCCATAAGCACGCATAAAACGGTATA GTGCATGAAATTTCTTG

...ATTC. .A.T.. .CG.C.C....GAC...C. TACT..A..AT.CTAC..GAGGTA. .ATCGTGA....T-A.A..G...CC.C...A
G A....C.A.G....... T...ooo... A.G....G..C... .AC....A..G.T..G...A.G...G....G....A.

1010 1020 1030 1040 1050 1060 1070 1080 1090 1100

AGAAA-AACTT CAAAAGCTGGTGGAG- - TAATATCATCCT C-AGATTTGG GGCAAACCATCTGGAACGGGACGGA CCCGGGGACGGTGGATGGT

TA.C.ATTA..AAA.G.TGAGAA. .AA..CTAG..C.A.CTG.ATC.A....CC G...G..G.AC..TGAC. .AA.G TAAAA..AATAA.CACTC

..... C..A.C .....AGC.T.T..ACT..CCT.......~.C.A......A..G.....TGA.....GAT. .A...A..TC....A...A..AA.G
1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

T T e T T T T T T T I |

TAA-  GTTTCGGCGGCTGGAATTTTAT GGTCAAATAAA - AAAGAATACTTTGGGACCATGAAGGG AAC TTTTTTCGGGCTTGGACGGAGCA

C.CGTCA.GTAAT.A.AA.G..GAG..CATAT.C.C... -C.G...A.TAG..A..T..CT..CCTAACT.TACCC.AA.AA.A.ATA.AA..... A.T

A..AA.G.ARA.G..T.A...G.AAC.A..A...GC...GG..G...A.A...... GAA.AA.GA..GAG..T .GC.GA.CA.G..A.GT..G.G.
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270

O T T T T T I I
AGGAAAGTGTAGCGGGGATCCAAGGAGAAAGAAGAGGCATTGAAAGGAGAATTTATGAGAATCCGACACGGGGTGA
.CCTC...CG..T.AC.T..... AAT.TTGTTTA.CT.CGATG. .TT.T..A.AGAA.A...A-A.ATT.CCC...
.A...GA.AA .ATT.AAG. . .TGGTCGG. .. .. TAAC...AC.C..A..TG.T....GG.GGC.T.A. .A.
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Anexos

Anexo V - Mecanismo para a biossintese de piranocumarinas via
intermediéario geranilado

a a

S

N— N
/ FeV / / F‘e'V/
XN 3N N N N N
HO 0~ "0 HO (6]
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