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RESUMO

ESTUDO QUIMICO DE Xanthomonas axonopodis pv. citri E SUA INFLUENCIA
NO PERFIL QUIMICO DE Citrus sinensis — O cancro citrico, causado pela
bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), € uma doenca que provoca
sérios problemas a citricultura mundial, principalmente a cultura da laranjeira,
Citrus sinensis. Neste sentido, esta tese descreveu o desenvolvimento de novas
metodologias para a diagnose do cancro citrico por meio de biomarcadores
volateis ou macromoléculas produzidas por associacdo C. sinensis-Xac, bem
como, realizou o estudo quimico da linhagem selvagem da bactéria Xac buscando
isolar e/ou identificar compostos quimicos que de algum modo podem estar
associados ao mecanismo de patogenicidade. As metodologias para diagndstico
do cancro citrico envolveram: “headspace” dindmico-GC-MS, HS-SPME/GC-MS e
MALDI-TOF/MS. O principal biomarcador volatil identificado por “headspace”
dindmico-GC-MS foi o benzoato de isoamila e por HS-SPME/GC-MS foram
identificados uma série de compostos aromaticos (benzaldeido, fenilmetanol,
benzoato de metila, 2-feniletanol, acetato de benzila e benzoato de etila), quando
utilizado N2 no preparo de amostra, enquanto que sem N2, benzotiazol e benzoato
de 2-etilexila foram os principais biomarcadores identificados. A técnica MALDI-
TOF/MS foi eficiente para diferenciar estatisticamente macromoléculas produzidas
por folhas de C. sinensis sadias de folhas sintoméaticas com cancro citrico tanto de
plantas em que o processo de infeccdo ocorreu artificialmente quanto
naturalmente. O estudo quimico de Xac levou ao isolamento e/ou identificacdo de
15 substancias, algumas delas sinalizadoras em outras bactérias com
similaridade gendmica. Entre estas substancias destacam-se: ciclo (Pro-Leu),
ciclo (Pro-Val), dois diastereoisdbmeros de ciclo (Pro-Phe), as quais as
configuracbes relativas foram determinadas, ciclo (Phe-Phe), quinolina-4-
carboxaldeido, amidas de acidos graxos (octadecanamida, cis-9-octadecenamida,
cis-13-docosenamida) e o acido 11-metil-cis-2-dodecendico (sinalizador em X.
campestris pv. campestris). De acordo com varios estudos existentes na literatura,
alguns desses compostos sao envolvidos na comunicacdo celular de diferentes

micro-organismos ou podem ser fitotoxinas lancadas pela bactéria na planta.
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ABSTRACT
CHEMICAL STUDY OF Xanthomonas axonopodis pv. citri AND ITS INFLUENCE
ON THE CHEMICAL PROFILE IN Citrus sinensis — Citrus canker, caused by the
bacteria Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), is a disease that causes serious
problems to the global citrus industry, especially to orange(Citrus sinensis). In this
regard, this thesis describes the development of new methodologies for the
diagnosis of citrus canker by volatile biomarkers or macromolecules produced by
the C. sinensis-Xac association, as well, performed the chemical study of the wild
strain of bacteria Xac searching to isolate and/or identify chemical compounds that
may be associated to pathogenicity. The methods for diagnosis of citrus canker
involved: dynamic headspace-GC-MS, HS-SPME/GC-MS and MALDI-TOF/MS.
The main volatile biomarker identified by dynamic headspace-GC-MS was isoamyl
benzoate and by HS-SPME/GC-MS aromatic compounds (benzaldehyde, phenyl
methanol, methyl benzoate, 2-phenyl ethanol, benzyl acetate and ethyl benzoate)
when N2 was used in the sample preparation, while without N2, benzothiazole and
2-ethylhexyl benzoate were the main biomarkers. The MALDI-TOF/MS technique
was effective to differentiate statistically macromolecules produced by the healthy
leaves of C. sinensis when in comparation to symptomatic leaves of citrus canker.
The chemical study of Xac allowed the isolation or identification of 15 substances,
some of them acting as signaling molecules in other bacteria with genomic
similarity. Among the substances are: cyclo (Pro-Leu), cyclo (Pro-Val) and two
diastereoisomers of cyclo (Pro-Phe), for which the relative configurations were
determined, cyclo (Phe-Phe), quinolin-4-carboxaldehyde, fatty acid amides
(octadecanamide, cis-9-octadecenamide, cis-13-docosenamide) and cis-11-
methyl-2-dodecenoic acid (signaling molecule in X. campestris pv. campestris).
According to several studies in literature, some of these compounds are involved
in cell communication of some microorganisms or can be phytoxins released by

the bacteria into the plant.
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1 - Introducéao
1.1 - Importancia econdmica dos citros e da doencga cancro

citrico

O Brasil € o maior produtor mundial de citros, tendo correspondico
com cerca de 20,0% (23 milhdes de toneladas) da producdo mundial entre 2010-
2011, seguido pelos Estados Unidos, com 9,0% (FAO, 2011), sendo também
responsavel por cerca de 84% da exportacdo de suco de laranja, o qual possui
como maior exportador, o estado de S&o Paulo, seguido por Sergipe, Bahia e
Minas Gerais (FIGURA 1.1). No estado de S&o Paulo, a citricultura gera mais de
400 mil empregos e € responsavel pela circulacdo de R$ 9 bilhdes de reais
(BELASQUE et al., 2009). No entanto, a cada ano o numero de plantas afetadas
por fitopatbgenos vem aumentando, pondo em risco empregos e prejudicando a
economia do Pais. As doencas ja estabelecidas acarretam maiores gastos de
producao, tornando-se parte do manejo da cultura. A introducdo ou o surgimento
de novas doencas levam a uma quebra da estabilidade das praticas culturais e
ocasionam prejuizos no mercado externo em decorréncia das barreiras
fitossanitarias impostas pelos paises como os EUA e a Comunidade Européia
(SASSERON, 2008).

Suco de laranja - Exportagao

USA. 6%

Brazil 84%

FIGURA 1.1 - Exportagdo mundial de suco de laranja.

Fonte: http://www.fao.org/DOCREP/006/Y4343E/y4343e06.htm e
http://www.fao.org/fileadmin/templates/est COMM_MARKETS_MONITORING/Citr
us/Documents/CITRUS_BULLETIN_2012.pdf. Consultado em 08 de Novembro de
2014.
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O cancro citrico é uma doenca causada pela bactéria Xanthomonas
axonopodis pv. citri (Xac), classificada em 2005 e 2006 como Xanthomonas citri
subsp. citri (SCHAAD et al., 2005; SCHAAD et al., 2006), que provoca Serios
problemas na citricultura mundial. A doenca teve sua origem na Asia tropical no
século XVII. Evidéncias convincentes sdo relatadas por LEE (1918), que
encontrou a bactéria em Fortunela hindsii (Champ. Ex. Brenth) Swingle, uma
espécie de Citrus comum no Japao, e no topo das montanhas no sul da China.
FAWCETT e JENKINS (1932) observaram lesbes do cancro citrico em espécies
de Citrus medica L. coletadas na india entre 1827-1831, e em espécies de Citrus
aurantifolia (Chrism. et Panz) coletadas na Indonésia entre 1842-1844. O primeiro
relato no continente americano foi em 1910 nos Estados Unidos da América, onde
a doenca foi introduzida através de mudas trazidas do Japao. No Brasil, foi
constatado pela primeira vez em 1957, na regido de Presidente Prudente (SP).

Embora tenham sido tomadas medidas para a erradicacdo da
doenca, com a criacdo da Campanha Nacional de Erradicacdo do Cancro Citrico
(CANECC), pelo Ministério da Agricultura, em 1975, e do Fundo Paulista de
Defesa da Citricultura (FUNDECITRUS) em 1977, a doenga se disseminou por
varias regides citricolas e nao citricolas brasileiras, atingindo plantas nos Estados
do Parana, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Rio Grande do Sul, Santa Catarina,
Minas Gerais e Goias (LOPES et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2008). Uma
alternativa para reducdo da quantidade de inéculo da bactéria, muito empregada
no Rio Grande do Sul, € o emprego de pulverizacbes a base de cobre (OLIVEIRA
et al., 2008), porém ainda ndo ha meios eficientes para o controle da doenca.

Ha trés tipos distintos de cancro citrico causado por varios patovares
e variantes da bactéria Xanthomonas axonopodis. A cancro tipo A, causada pela
linhagem asiatica Xanthomonas axonopodis pv. citri (classificada recentemente
como Xanthomonas citri subsp. citri) € a mais severa de todas, sendo largamente
distribuida no mundo, tendo sido encontrada em mais de 30 paises da Asia, ilhas
dos oceanos indico e Pacifico, Estados Unidos e América do Sul, inclusive no
Brasil, primeiramente na regido de Presidente Prudente (SP) (GRAHAM et al.,
2004; OLIVEIRA et al., 2008). A cancro tipo B ou Sul Americana, causada pela
linhagem, Xanthomonas axonopodis pv. aurantifolii (classificada recentemente
como X. fuscans subsp. aurantifolii tipo B) € de menor ocorréncia no mundo,

tendo sido encontrada na Argentina, Paraguai e Uruguai, porém nao foi relatada
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no Brasil. A cancro tipo C, cancrose ou “cancro do limdo galego”, também
causada pela bactéria X. axonopodis pv. aurantifolii (classificada recentemente
como X. fuscans subsp. aurantifolii tipo C) é raramente encontrada e é especifica
na limeira acida ‘Galego’, tendo sido encontrado no Brasil na década de 60
(GRAHAM et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2008).

As lesdes do cancro citrico podem ocorrer em folhas, frutos, ramos e
raizes, com menor ocorréncia para esta Ultima regido da planta. Os sintomas nas
folhas e frutos sdo caracterizados por lesdo necrotica que penetram na superficie,
cercada por uma regido oleosa (biofilme) circundada por um halo amarelo
caracteristico (BRUNINGS e GABRIEL, 2003) (FIGURA 1.2 a-d). Nos ramos, as
lesBes sao semelhantes aos das folhas com tendéncia a apresentar coalescéncia,
ou seja, agrupam-se formando lesdes de formato irregular e com maior extensao.
Como muitas outras doencas bacterianas, o patdégeno X. axonopodis pv. citri
penetra nos tecidos do hospedeiro, como em citros, através dos estdmatos. A
bactéria se multiplica entre 3 a 4 unidades de log por lesdo sob condi¢cdes 6timas,
por exemplo, temperaturas entre 20 a 30°C, sendo que as células podem emergir

das aberturas dos estdbmatos em pouco menos de 5 dias, fornecendo o inéculo

para posterior desenvolvimento da doenca. O ciclo da doenca esta ilustrado na
(FIGURA 1.3)

FIGURA 1.2 - Leséao de cancro citrico em folha (a), frutos (c) e ramos (d) de Citrus
sp causada por X. axonopodis pv. citri. Microscopia eletronica de varredura da
superficie abaxial em folha de grapefruit (Citrus paradisi) (b). Fonte: (a) VOIJNOV
et al., 2010; (b) GRAHAM et al., 2004, (c)
http://www.unicamp.br/unicamp/unicamp_hoje/ju/agosto2005/ju297pag03.html; (d)
http://www.ufrgs.br/agrofitossan/galeria/tipos_doencas.asp?id_doenca=303.
Acessos em 16 de novembro de 2012
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Chuvas com ventos disseminam
a bactéria para plantas
nédo infectadas

Chuvas associadas a ventos
podem causar congestéo de
agua no tecido, permitindo a
formacao de uma coluna de
agua através do estémato
entre a superficie da planta e
o mesdfilo. A bactéria infecta
através desta coluna de agua

{ Podas e outras atividades que
Q causam ferimentos podem

criar portas de entrada
para a infeccdo e/ou
transmissdo mecanica
da bacteria

Ferimentos nas folhas permitem
> ainfecgdo direta da bactéria

As lesdes
podem se formar
em folhas, frutos e ramos novos

As lesBes sdo salientes com aspecto

corticoso, coloragdo parda, centro
afundado e frequentemente
com halo amarelo em volta
e T 44/s
N = % 3

0

¥ Chuvas causam respingos
de agua com a bactéria que &
disseminada pelo vento

Chuva, irrigagéo ou orvalho causam o
escorrimento da bactéria para fora da lesdo e
sobre a superficie da planta

FIGURA 1.3 - Ciclo da doenca do cancro citrico. Adaptada de GOTTWALD, T.,
2002.

A disseminacdo do patdgeno ocorre principalmente por meio de trés
agentes: 1) O proprio homem por meio de roupas ou materiais contaminados; 2)
Chuvas com ventos (geralmente com velocidades = 18 mph, ou seja, 29 km/h), as
quais sdo responsaveis pela disseminacdo em curtas distancias; 3) A larva
minador dos citros, também conhecida como bicho minador (Phyllocnistis citrella

Stainton), que causa ferimentos nas folhas, por meio das “galerias”, a qual facilita

a entrada da bactéria na planta através dos estdmatos (FUNDECITRUS, 2008)
(FIGURA 1.3 e 1.4).

g Ui ssAsRYy)

FIGURA 1.4 - Larva minador dos citros provocando ferimentos em folhas de

liméo Tahiti por meio de “galerias”. Seta indica larva.
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1.2 - Xanthomonas axonopodis pv. citri: Aspectos biolégicos

X. axonopodis pv. citri (Hasse) Vauterin et al. [sinonimia X.
campestris pv. citri, Vauterin et al. (1995)] ou Xanthomonas citri subsp. citri
(reclassificacao feita por SCHAAD et al., 2005; SCHAAD et al., 2006), é uma
espécie de bactéria Gram-negativa, pertencente ao dominio Bactéria, filo
Proteobactéria, classe Gammaproteobactéria, ordem Xanthomonadales, familia,
Xanthomonadaceae e género Xanthomonas (BRUNINGS e GABRIEL, 2003;
GRAHAM et al., 2004). Membros do género Xanthomonas sao caracterizados por
estarem associados as plantas, embora nem sempre patogénico, compreendendo
68 familias e mais de 240 géneros de plantas, sendo composto por 140 patovares
diferentes (HAYWARD, 1993).

X. axonopodis pv. citri € um tipo de bactéria baciliforme, aerdbica
obrigatéria, que apresenta formato de bastonete com presenca de um Unico
flagelo polar e ndo forma esporo (GRAHAM et al., 2004). Esta bactéria sobrevive
sob condicdes ideais em alta umidade e temperatura entre 25 e 30°C (OLIVEIRA
et al.,, 2001), se multiplicando nestas condicdes (NAMEKATA, 1991). Sob
temperaturas inferiores a 12°C e superiores a 50°C, a bactéria mantém-se viva,
porém de forma inativa (OLIVEIRA et al., 2008). A bactéria é caracterizada por
formar coldonias amarelo-alaranjadas de aspecto gorduroso em nutriente agar
(NA), sendo esta uma das caracteristicas para diagnosticar a presenca do micro-
organismo na planta (FIGURA 1.5).

FIGURA 1.5 — Aspecto da col6nia da bactéria X. axonopodis pv. citri ap6és 48
horas de cultivo em meio Nutrient Broth Yeast (NBY,) enriqguecido com éagar

nutriente.
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1.3 - Comunicacédo celular em bactérias por meio de moléculas

sinalizadoras: “Quorum-sensing molecules”

Muitas bactérias fitopatogénicas, gram-negativas ou gram-positivas,
utilizam sinalizacdo celular, comunicacéo celular, para regular a expressao de
fatores de viruléncia (aumentar ou diminuir o desenvolvimento dos sintomas de
determinadas doencas em plantas).

O processo de comunicacdo celular bactéria-bactéria denomina-se
‘quorum-sensing”, e este envolve a produgdo e deteccdo de moléculas
sinalizadoras difusiveis chamadas de autoindutoras. Estas moléculas tém sido
referidas como “feromdnios bacterianos”, ou seja, elas coordenam o mecanismo
de sensoriamento do tamanho de populacBes de bactérias no ambiente. Em
alguns patossistemas, essas moléculas (quorum-sensing molecules) atuam
somente ap6s um numero de bactérias terem se agregado (LAZDUNSKI et al.,
2004). Este processo envolve a producdo e deteccdo de moléculas sinalizadoras
difusiveis chamadas de autoindutoras as quais apés alta densidade celular de
bactéria, se ligam a proteina R especifica ativando o sistema “quorum-sensing” e
expressando genes-alvos que, por exemplo, podem estar relacionados ao fator de
viruléncia e a resisténcia a compostos antimicrobianos (ANTUNES, 2003).

O mecanismo de sensoriamento “quorum-sensing” (QS) foi
descoberto h4 mais de 20 anos na bactéria Vibrio fischeri, também conhecida
como Photobacterium fischeri. Este € um exemplo classico de regulacdo da
expressdo génica por moléculas “quorum-sensing” na presenca da
bioluminescéncia, através de uma molécula do tipo acil homoserina lactona
(AHL), N-(3-oxohexanoil)-L-homoserina lactona (EBERHARD et al.,, 1981)
(TABELA 1.1 e FIGURA 1.6). As acil homoserina lactonas (AHLS) sdo compostos
de baixo peso molecular produzidos por diversas bactérias gram-negativas e,
frequentemente, sdo as moléculas sinalizadoras neste grupo de bactéria. Estes
compostos apresentam o potencial para atuarem na comunicagéo celular
bactéria-bactéria, regulando a expressdo génica responsavel por diferentes
fendtipos (GRAM et al., 1999; LAZDUNSKI et al., 2004; SHAPIRO et al., 1998).

Desde entdo, as pesquisas envolvendo QS progrediram rapidamente,
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principalmente em estudos ao nivel molecular e, hoje, é considerado como um
sistema geral entre as bactérias Gram-negativas (LAZDUNSKI et al., 2004).

O papel da comunicacdo intercelular na regulacdo do
comportamento multicelular bacteriano recebeu ampla atencdo, e uma variedade
de moléculas envolvidas nesta interacdo foi descoberta. Além das N-acil
homoserina lactonas, também foram descobertas a 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona
(HAQ) e algumas dicetopiperazinas (TABELA 1.1 e FIGURA 1.6). Recentemente,
com a utilizacdo da LC/electrospray MS um nimero maior destas moléculas esta
sendo descoberto, incluindo principalmente uma série de 2-alquilquinolinas
(HAQSs), 2-heptil (HHQ) e 2-nonil quinolinas (HNQs). Estudos relatam que 2-
heptilquinolinas (HHQ) e 2-heptilquinolonas funcionam como um mensageiro
intercelular, participando na comunicacdo de célula para célula, coordenando a
populacdo das comunidades bacterianas (PESCI et al.,, 1999; MICHAEL, 2005)
(TABELA 1.1 e FIGURA 1.6). Este fato fez com que muitos alcal6ides do tipo 2-
alquilquinolina e 2-alquil-4-quinolonas recebessem 0s nomes triviais de
"Pseudans”, por causa da ocorréncia destes em bactérias do género
Pseudomonas (MICHAEL, 1997). As dicetopiperazinas ciclo (L-Pro-L-Phe), ciclo
(L-Pro-L-Tyr), ciclo (A-Ala-L-val) e ciclo (L-Pro-L-Leu) foram descritas por
participarem no “quorum-sensing” em diversos micro-organismos (BORTHWICK,
2012; HOLDEN et al., 1999), sendo que as trés primeiras também ativaram ou
antagonizaram sistemas baseados em LuxR. Assim, a comunicagdo célula-célula

nao esta restringida somente as acil homoserina lactonas.
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TABELA 1.1 - Moléculas sinalizadoras isoladas e/ou identificadas em bactérias

gram-negativas.

Metabdlito Espécie de Classe de Referéncias
bactéria composto

N-butanoil-L-homoserina lactona Pseudomonas Lactona Ochsner et al.,
aeruginosa 1994

N-(3-hidroxibutanoil)-L-homoserina lactona  Vibrio harveyi Lactona Bassler et al.,

1993

N-hexanoil-L-homoserina lactona Pseudomonas Lactona Pierson et al.,
aureofaciens 1994

N-(3-oxohexanoil)-L-homoserina lactona Vibrio fisheri Lactona Eberhard,

1981

ciclo (L-Pro-L-Tyr) Pseudomonas Dicetopiperazina Holden et al.,
aeruginosa 1999

ciclo (A-Ala-L-Val) Pseudomonas Dicetopiperazina Holden et al.,
aeruginosa 1999

2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona Pseudomonas Alcaléide Pesci et al.,
aeruginosa 1999

acido 11-metil-cis-2-dodecendico Xanthomonas Acido graxo Wang et al.,
campestres pv. 2004
campestris

o
Oé’NH\/v Oé’NHVY o : NH\/\/\/
! Il !

N-butanoil-L-homoserina lactona N-(3-hidroxibutanoil)-L-homoserina lactona

O
|
NH
19 0 0

N-(3-oxohexanoil)-L-homoserina lactona

2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona

ciclo (L-Pro-L-Tyr)

o
OH HN/ﬁ/

=
o~

N-hexanoil-L-homoserina lactona

NH

ciclo (A-Ala-L-Val)

- OH

(0]

acido 11-metil-cis-2-dodecenoico

FIGURA 1.6 - Estrutura quimica de algumas moléculas sinalizadoras isoladas de

bactérias gram-negativas.
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O sistema Lux de Vibrio fischeri € amplamente distribuido entre as
bactérias gram-negativas. Os principais componentes desse sistema sdo Luxl,
uma enzima responsavel pela produgéo do autoindutor N-acil homoserina lactona
(acil-HSL) e LuxR, um regulador transcripcional sensivel aos niveis de acil-HSL.
Embora baixos niveis de acil-HSLs tenham sido detectados em alguns isolados
de Xanthomonas spp. (CHA et al., 1998), até 0 momento, ndo se conhece genes
que codificam para homadlogos Luxl em qualquer espécie de Xanthomonas.

O “quorum-sensing” no patdégeno X. campestris pv. campestris &
mediado por dois diferentes autoindutores: (i) DF (fator difusivel), uma
butirolactona ainda nao caracterizada, a qual controla a producéo de pigmentos
xanthomonadinas e polissacarideos extracelulares (EPS) (POPLAWSKY et al.,
2005); (ii) DSF (fator de sinal difusivel), caracterizado como &acido 11-metil-cis-2-
dodecenodico (WANG et al., 2004) (TABELA 1.1 e FIGURA 1.6), o qual contribui
para controlar a producdo de polissacarideos extracelulares (EPS) (goma
xanthana), como também é responsavel por coordenar a sintese de enzimas
extracelulares (incluindo proteases, pectinases e celulases) (TANG et al., 1991;
BARBER et al., 1997; SLATER et al., 2000).

1.3.1 - Sistema de secrecdo em bactérias e fatores de sinais

difusiveis (DSF): Influéncia no processo de fitopatogenicidade

Os sistemas de secrecao de proteinas sdo 0os mecanismos pelos
quais as bactérias translocam estas através das membranas celulares. Em
bactérias Gram-negativas, a classificacdo depende da natureza molecular e
funcionalidade e sao classificados em tipos: SSTI, SSTII, SSTIII, SSTIV, SSTV e
SSTVI (GONZALEZ-PEDRAJO, 2003). O tipo de secrecdo mais importante para
as bactérias pertencentes ao género Xanthomonas é o sistema de secrecao tipo |l
(SSTII). Em X. campestris pv. campestris (Xcc) esse sistema é responsavel pela
secrecdo de endoglucanases, alfa amilases e poligalacturonato liases (HU et al.,
1992).

Héa dois agrupamentos génicos para o SSTII, em Xac (xps e Xcs),
gue possuem um alto grau de homologia com xps e xcs de X. campestris pv.

campestris, indicando que os mesmos sao ortélogos, ou seja, apresentam as
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mesmas origens e desempenham as mesmas fun¢des (JHA et al., 2005). Esses
genes sdo importantes durante a interacdo do patégeno com a planta, pois
mutacbes nos agrupamentos xps de X. campestris pv. campestris, X. oryzae
pv.oryzae e Xac, causaram reducdo de patogenicidade destas bactérias quando
inoculadas em plantas hospedeiras ( HU et al., 1992; SUVENDRA et al., 2000;
QIAN et al., 2005; BAPTISTA et al., 2006). Um estudo realizado por HOMEM
(2008) mostrou que o0 sistema xcs aparentemente esta mais envolvido no
processo inicial de adesao e o xps na maturacdo do biofilme em X. axonopodis
pv. citri, porém os dois sistemas, em conjunto, S0 necessarios para a formacao
de biofilme estruturado. O sistema xcs também ndo se mostrou funcional para
secrecdo de enzimas hidroliticas degradadoras de amido, carboximetilcelulose
(CMC) e proteina. Aléem dos sistemas de secrecdo, 0 sistema de tranducao de
sinal compreendido pelo dominio HD-GYP regulado pela proteina RpfG e pelo
sensor cognato RpfC, também sdo responsaveis pelo mecanismo de
patogenicidade em Xcc. O dominio HD-GYP de RpfG é uma fosfodiesterase di-
GMP ciclica que degrada um segundo mensageiro intracelular, bis-(3-5)-
monofostado de guanisina dimerica ciclica (“cyclic di-GMP”), envolvido na
regulacdo de processos bacterianos como producdo de biofilme, viruléncia e
mobilidade (RYAN et al., 2006). Em Xac, o dominio fosfodiesterase HD-GYP de
RpfG interage diretamente com ciclase de diguanilato no dominio GGDEF,
contendo proteinas codificadas pelo genoma desta bactéria.

A degradacdo da parede celular de plantas, que consiste
principalmente da hidrélise enzimética de celulose e pectina, € um mecanismo
essencial para a viruléncia de varios fitopatégenos, incluindo alguns do género
Xanthomonas. X. campestris pv. campestris causa destruicao do tecido vegetal da
planta devido a degradacéo da parede celular por meio de enzimas extracelulares
como endoglucanase, proteases e pectinases, as quais, quase sempre, estao
associadas aos compostos sinalizadores (BARBER et al., 1997; SLATER et al.,
2000; WANG et al., 2004).

Entre os diversos compostos sinalizadores que fazem parte do
processo de infeccdo nas plantas por meio do “quorum-sensing”, a nova “familia”
classificada como fator de sinal difusivel (do inglés diffusible signal factor, DFS)
merece atencdo, pois evidéncias mostram que a sinaliza¢cdo por meio de DSF é
amplamente difundida em bactérias (FIGURA 1.7) (BARBER et al., 1997; WAN et

10
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al., 2004; HE et al., 2008; DENG et al., 2011; RYAN & MAXWELL, 2011). Esses
compostos sdo acidos graxos especificos que contribuem para a comunicagéo
das bactérias fitopatogénicas por inducdo de producdo de protease e
endoglucanase, as quais degradam a parede celular da planta durante o processo
de patogenicidade (WANG et al., 2004; DENG et al.,, 2011). Merece atencédo
também o éster de &cido graxo 3-hidroxi-hexadecanoato de metila (ou
comumente nomeado como acido 3-hidroxipalmitato de metila), uma molécula
sinalizadora isolada do sobrenadante do meio de cultivo de Ralstonia
solanacearum por hidrodestilacdo, seguida de particdo liquido-liquido com
diclorometano (CH2Cl2) e fracionamento em cartuchos contendo silica (FLAVIER
et al., 1997).

(0]
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)\AAA/ \4 W OH
OH ’ - - Ve
acido 11-metil-cis-2-dodecendico acido 12-metil-tetradecandico
Xanthomonas campestris pv. campestris Xylella fastidiosa o
— (0] )L
Y NN T or
acido cis-2-dodecendico OH 4cido trans-2-decendico
Burkholderia cenocepacia Streptococcus mutans OH o
— ° va
NN \% OCH,
L . OH
4cido C|s-2-decen0|c_o 3-hidroxi-hexadecanoato de metila
Pseudomonas aeruginosa Ralstonia solanacearum

e AP S
OH \ N Non

acido 11-metil-2Z,5Z-dodecadiendico

- jcido farnesoi
Burkholderia spp. e em Xanthomonas oryzae cido farnesbico

Candida albicans

FIGURA 1.7 - Estrutura quimica de moléculas sinalizadoras da familia DSF
relacionado a uma variedade de bactérias e a levedura Candida albicans. Fonte:
Ryan, R. P. & Maxwell, D.J. Trends in Microbiology. 19: (3), 145-152. 2011.

A atividade de DSF foi primeiramente relatada ha aproximadamente
uma década pelo grupo de M. J. Daniels ao analisar um cluster de gene
designado como rpf (“regulation of pathogenicity factors”), o qual foi responsavel

pela regulacdo dos fatores de patogenicidade (BARBER et al., 1997). O grupo
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descobriu que a atividade de protease e endoglucanase de um mutante rpfF
(bactéria sem o gene rpfF) poderia ser restaurada quando este era cultivado
proximo a cepa “parental” tipo selvagem (sem mutagcédo) de X. campestris pv.
campestris (BARBER et al., 1997). Este resultado revelou que o tipo selvagem de
Xcc poderia produzir um sinal de fator difusivel (DSF), o qual era capaz de induzir
a producado de protease e endoglucanase e que a enzima codificada pelo gene
rpfF, ou seja RpfF, estava associada a biossintese de DSF.

Atualmente, existem principalmente dois métodos, baseados em
biossensores, para detectar a atividade de DSF: (i) O primeiro subdivide-se em
dois tipos, sendo um bioensaio baseado na protease e outro baseado na atividade
de endoglucanase. O primeiro tipo de bioensaio, baseado na atividade de
protease para deteccdo da atividade de DSF, usa uma placa de agar contendo
leite desnatado, onde a producgéo de proteases extracelulares induzida por DSF,
nas cepas Xcc, € indicada por um halo claro em volta da coldnia bacteriana. O
outro bioensaio, necessario para deteccdo da atividade de endoglucanase, usa
uma placa de agar suplementado com carboximetilcelulose (CMC). A zona da
hidrélise de CMC por endoglucanases torna-se visivel (halo claro) apés
desenvolver a placa com solu¢ao do corante 0,1% (peso/volume) de vermelho de
Congo seguida por lavagem com 1 M NaCl (BARBER et al., 1997; SICILIANO et
al., 2006; HOMEM, 2008). Este tipo de bioensaio € baseado na abilidade de
DSF’s restaurar a producdo de endoglucanase ao rpfF mutante; (ii) O segundo
bioensaio é baseado na engenharia genética de biossensores de DSF.
Tipicamente, o “promoter” engXCA de um “operon” induzivel de DSF (o qual
codifica uma endoglucanase, ou seja, € 0 gene responsavel pela sintese desta
enzima receptora, que também é uma proteina, capaz de “interagir’” ao DSF
exégeno) é fundido com um “reporter promoterless” contendo o gene gusA
(geralmente extraido da bactéria Escherichia coli) o qual codifica f~glucuronidase
(GUS) (enzima capaz de degradar o reagente X-Gluc), entdo o “cassette”
PengXCA-gusA € clonada em uma ampla gama de vetor hospedeiro, e o
plasmideo resultante € mobilizado a um mutante de Xcc que néo produz DSF (o
mutante sem o gene rpfF) para gerar o biossensor DSF (SLATER et al., 2000;
WANG et al., 2004; DENG et al., 2011; RYAN & MAXWELL, 2011). A atividade de
DSF é indicada por um halo azul, em volta da colénia teste ou extrato com DSF,

em uma placa de agar contendo o reagente 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
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glucupiranosideo (X-Gluc) e as células bacterianas do biossensor DSF. Em outras
palavras, o mutante rpfF o qual, no biossensor, foi mobilizado ao plasmideo
resultante, € incapaz de produzir a substancia sinalizadora pela supressédo do
gene que codifica a enzima RpfF (enzima-chave para producdo de sinais DSF). A
fusdo entre o “promoter’” engXCA e o “reporter promoterless” gusA permite a
sintese de endoglucanase capaz de “interagir’ com DSF exégeno. Esta
“‘interacdo”, ou complexo formado, regula positivamente a expressdo do gene
gusA responsavel pela sintese de S-glucuronidase (GUS), capaz de degradar o
reagente 5-bromo-4-cloro-3-indolil-4-D-glucupiranosideo (X-Gluc) adicionado a
placa de &gar. Assim, observa-se uma coloracdo azul “na placa” caso exista

algum DSF em concentracao suficiente para ativar o biossensor (FIGURA 1.8).
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FIGURA 1.8 — Reacéo de degracao do reagente X-Gluc e formacédo do derivado
de indigo de coloracdo azul por acdo da enzima pg-glucuronidase. Adaptada de
BERG et al., 2002.

Outro biossensor DSF tem sido construido usando o “promoter”
engXCA e um “promoterless” contendo o gene gfp (na qual codifica ‘green
fluorescent protein’) (NEWMAN et al.,, 2004; CHATTERJEE et al., 2008) para
detectar DSF em Xylella fastidiosa e X. axonopodis pv. glycines (NEWMAN et al.,
2004; CHATTERJEE et al., 2008; THOWTHAMPITAK et al., 2008).
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O sequenciamento do genoma de Xac mostrou ser muito parecido
com o genoma de Xcc, compartilhando uma similaridade > 80%. No genoma de
Xac, ha um locus rpf [0 qual, em Xcc, é composto por nove genes rpf (rpfA-1)],
contendo rpfF, rpfC, rpfG, o qual compartiiha ~54 — 96% na identidade dos
aminoacidos com seus homologos em Xcc, porém os genes rpfH e rpfl estédo
ausentes em Xac (Da SILVA et al., 2002). Assim como em Xcc, RpfF é a enzima-
chave para producgéao de sinal DSF, bem como a delec&o do gene rpfF bloqueou a
capacidade de Xac biossintetizar DSF (Da SILVA et al., 2002; SICILIANO et al.,
2006). Curiosamente, enquanto o homologo RpfC de Xac compartilham somente
~58% de aminoacidos idénticos com RpfC de Xcc, seu possivel regulador de
resposta “cognato” RpfG contém > 96% de aminoacidos idénticos com seu
equivalente em Xcc. Entretanto, estudos mostram que as proteinas RpfC/RpfG de
Xac carregam uma arquitetura no dominio idéntica a RpfC/RpfG de Xcc
(ANDRADE et al., 2006).

Tendo em vista as altas similaridades entre sequenciamento do
genoma de Xac e Xcc, provavelmente o sistema de sinalizagao (quorum-sensing)
em Xac também pode ser mediado por DSF. Extratos bruto contendo DSF de Xac
restauraram os fenétipos do mutante Xcc rpfF, e a delecao dos genes rpfF (o qual
blogueia a biossintese de DSF) e rpfC (o qual induz a bactéria produzir DSF em
excesso) atenuou a habilidade de Xac causar os sintomas do cancro citrico em
folhas de liméao (Citrus limon) (SICILIANO et al., 2006). Entretanto, um possivel
composto sinalizador da “classe” DSF ou de outras classes de Xac nunca foi
purificado e/ou caracterizado. Como ainda ndo ha certeza absoluta de que acido
graxo é um sinalizador em Xac, também € importante identificar, isolar e/ou
caracterizar outros compostos sinalizadores jA conhecidos em outras bactérias,
bem como conhecer outros metabdlitos secundarios produzidos por esta bactéria
para futuramente se buscar meétodos eficientes de controle do cancro citrico.

Um dos principais métodos de controle da doenca seria por meio da
atenuacdo do fator de viruléncia, por meio do processo conhecido como anti-
guorum sensing ou quorum-quenching, ou seja, bloqueando a rota biossintética
das moléculas sinalizadoras por modificacdo de genes que codificam para a
sintese desses compostos ou mesmo administrando “reagentes” que fazem a
degradacdo das moléculas sinalizadoras. Uma alternativa seria utilizar plantas

modificadas geneticamente para produzir um composto com potente atividade
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antimicrobiana frente ao fitopatbgeno. Outra maneira seria utilizar a técnica
conhecida como inducdo de resisténcia, inserindo, na planta, micro-organismos
inofensivos com o intuito de induzi-la a produzir metabdlitos resistentes a
presenca da bactéria fitopatogénica por meio, principalmente, de um mecanismo

de defesa.

1.4 - Perfil quimico de compostos volateis e macromoléculas no
diagnostico de doencgas agricolas de plantas
1.4.1 - Mecanismo de defesa da planta e espectrometria de

massas para deteccéo

As plantas sdo cercadas por um enorme numero de inimigos em
potencial, agentes fitopatogénicos, como bactérias, fungos, virus, nematoéides e
insetos. Elas também séo expostas a varios tipos de estresse ambiental, os quais
podem facilitar a entrada desses fitopatogénos. Quando isto ocorre, a planta
geralmente tenta se defender do “invasor” sintetizando ou aumentando a
concentracdo de uma grande variedade de compostos, jA que ndo podem contar
com a mobilidade fisica para escapar de seus predadores (AMORIN et al., 2011;
GOODMAN et al., 1986). Existem véarios outros modos de defesa que incluem a
construcdo de barreiras poliméricas para dificultar a penetracdo do patégeno, e a
sintese de enzimas que degradam a parede celular do invasor (AMORIN et al.,
2011; HAMMOND e JONES, 2000). A ativacdo do mecanismo de defesa da
planta ocorre por meio de uma cascata de sinais que se iniciam no
reconhecimento pela planta do agente agressor com a expressao de genes
especificos e culmina com a ativacdo das barreiras fisicas e quimicas envolvidas
no processo (AMORIN et al., 2011; SCHALLER e RYAN, 1996).

Os mecanismos de defesa em plantas podem ser divididos em
estruturais e bioquimicos, ambos pré ou pés-formados em relacdo a tentativa de
penetracdo do patdgeno no hospedeiro.

Os mecanismos estruturais constituem-se barreiras fisicas a
penetracdo ou colonizacdo do patdgeno, os quais podem ser constitutivos (pré-
formados) ou induzidos (pos-formados). O mecanismo estrutural constitutivo

refere-se a estruturas produzidas pelas plantas independentes da acdo de
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patégenos, tendo diversas funcbes na planta além da resisténcia. Neste grupo
pode-se citar a presenca de cuticula, forma e numero de estbmatos, vasos
condutores de seiva, entre outros. No mecanismo estrutural induzido a expressao
€ desencadeada apds o inicio das atividades do patdgeno na superficie do
hospedeiro. Estes mecanismos podem formar halos, papilas ou lignificacdo que
séo barreiras celulares.

Os mecanismos bioquimicos englobam substancias capazes de
inibir o desenvolvimento do patégeno ou gerar condicdes adversas para a sua
sobrevivéncia nos tecidos do hospedeiro, devendo estar presente em
concentracdo adequada nas partes invadidas e em forma acessivel ao patégeno,
de tal maneira que a alteracdo na concentracdo dessas substancias impliguem
em mudancas na expressdao de doencas (STANGARLIN et al.,, 2008). Estes
mecanismos também podem ser constitutivos (pré-formados) ou induzidos (pés-
formados). O primeiro grupo refere-se as proteinas, enzimas e metabdlitos
secundarios (fitoanticipinas) que ja fazem parte dos constituintes quimicos da
planta e neste grupo pode-se citar quitinases e alguns inibidores proteicos. No
segundo grupo também estdo os metabdlitos secundarios (fitoalexinas), algumas
proteinas estruturais e enzimas que sao incorporadas a matriz celular na tentativa
de confinamento do patébgeno e neste grupo pode-se citar as proteinas
relacionadas a patogénese (PRP). Estas se acumulam no tecido vegetal
infectado, sendo responséaveis pelas maiores mudancas quantitativas nos teores
das proteinas sollveis durante as respostas de defesa (STINTIZI et al., 1993).

Os metabdlitos secundarios de defesa, como alguns descritos na
FIGURA 1.9, representam barreiras quimicas ao ataque microbiano, e sao
compostos de baixa massa molecular que podem ser divididos em fitoanticipinas
(constitutivos) ou fitoalexina (induzidos). Fitoanticipinas sdo compostos pré-
existentes na planta que aumentam em concentracdo ap0s 0 contato com o
micro-organismo (por exemplo, bactérias ou fungos). Fitoalexinas sédo substancias
produzidas pela planta nas regides individuais e na sua vizinhanga imediata para
ajudar a limitar a propagacédo de patdgenos invasores, ndo sendo observaveis
antes da infeccdo (GRAYER e HARBORNE, 1994; VANETTEN et al,1989). Este é
um mecanismo comum de resisténcia a patdgenos em uma vasta gama de
plantas (BAILEY e MANSFIELD, 1982; DARVILL e ALBERSHEIM, 1984;
GRAYER e HARBORNE, 1994; VANETTEN et al., 1989).
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FIGURA 1.9 - Alguns metabdlitos secundéarios produzidos por plantas em

resposta a presenca de micro-organismos. Adaptado de SHAN, 2009.

Uma forma de se detectar a presenca de proteinas ou
macromoléculas produzidas pelo mecanismo de defesa da planta ou por uma
interacdo planta-patégeno pode ser realizada por meio da espectrometria de
massas, utilizando, por exemplo, ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por
matriz com analisador tempo de véo (MALDI-TOF/MS). Esta técnica vem sendo
utilizada na medicina humana para diagnosticar diversas doencas causadas por
fungos e bactérias (DEMIREV & FENSELAU, 2008; STUMP et al., 2005) e na
agricultura também pode ser um excelente meio para diagnostico de
fitopatogenias, devido ao baixo custo das anéalises em larga escala, rapidez para a
aquisicdo dos dados e para a extracao dos compostos de interesse. A analise e
identificacdo de micromoléculas (até 1000 Da) por MALDI-TOF € pouco
empregada devido, principalmente, a interferéncia das matrizes comumente
usadas, porém em trabalho recente foi relatado a identificagdo de compostos de
baixo peso molecular por MALDI-TOF imagem (MALDI-MSI) (LOPES et al., 2013).
Alternativamente, é utilizado liquido i6nicos para facilitar a ionizacdo e analise
dessa classe de compostos.

Se as substancias sao volateis ou semi-volateis, as mesmas podem
ser detectadas por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

(GC-MS).
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Estas técnicas também podem ser utilizadas como ferramentas para
detectar a presenca do micro-organismo na planta, podendo servir como meio de

diagnéstico de doencas.

1.4.2 - Técnicas para o diagndéstico do cancro citrico

A identificacdo inicial da doenca do cancro citrico € realizada
baseando-se nos sintomas visuais das lesdes causadas pela bactéria X.
axonopodis pv. citri (Xac) nos 6érgéos da planta. Outros métodos também podem
ser aplicados, como por exemplo: a) fluxo bacteriano, o qual permite verificar um
fluxo da bactéria, em microscopio 6ptico, que migra do meio menos aquoso para
0 meio mais aquoso; b) por isolamento de Xac de plantas infectadas, o qual apds
crescimento € observado colbnias amarelas caracteristicas da bactéria; ¢) por
inoculacdo da bactéria na planta com o intuito de se observar os sintomas apés
45 dias, aproximadamente. Esses métodos geralmente ndo sao precisos e
gastam-se muito tempo para serem realizados. Atualmente, a técnica PCR
(Reacdo de Polimerase em Cadeia, o qual é baseada na selecdo de Primers
contendo genes da regido 16S rRNA) € a mais utilizada e confiavel para o
diagnéstico da doenca, pois ela permite uma identificacdo precisa da bactéria
(CUBERO et al., 2002; HARTUNG et al., 1993), porém as plantas podem conter
alguns compostos naturais que inibem a amplificagdo dos &cidos nucleicos
(CUBERO et al.,, 2001; WILSON, 1997), podendo gerar um resultado falso-
negativo no diagndéstico da doenca. Além disso, o PCR é um processo demorado,
pois muitas vezes ha exigéncia de extracdo do DNA do micro-organismo, e caro

para ser utilizado em analies de rotina.

1.4.3 - Técnicas para diagnoéstico de doencas agricolas por meio

do perfil quimico dos volateis liberados pelas plantas

A identificacdo de algumas substancias volateis produzidas pelas
plantas ou pelos micro-organismos associados as plantas pode ser extremamente
atil na deteccdo e diagnéstico de diversas doencas causadas por fungos,

bactérias, entre outros organismos fitopatogénicos, porque muitas plantas quando
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infectadas emitem estas substancias como mecanismo de defesa ou mesmo por
interacdo do patégeno com alguns 6rgaos da planta. Além disso, geralmente os
micro-organismos sintetizam substancias toxicas especificas quando associados
aos seus diversos hospedeiros. A técnica de “headspace” dindmico e HS-SPME
(Microextracdo em fase solida no modo “headspace”) associadas a cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa (GC-MS) pode ser extremamente Uutil
para o diagnostico de diversas doencas agricolas de plantas, antes mesmo dos
sintomas aparecerem.

O diagnodstico de doencas por meio da andlise das substancias
volateis ja foi utilizado por alguns autores, entre os quais pode-se destacar
MOALEMIYAN e KUSHALAPPA, 2007, que tém detectado e diferenciado as
doencas fangicas antracnose e podriddo peduncular em frutos de manga por GC-
MS. WORNKITKUL et al.,, 2008 empregaram a técnicas de sensoriamento
eletrénico utilizando um nariz eletrénico e GC-MS para monitorar os volateis
produzidos por folhas de pepino, pimentdo e tomate, quando infectados por
doencas fungicas e atacados por algumas pragas agricolas. Recentemente,
HANTAO et al., 2013a utilizaram HS-SPME/GC-MS para determinar alguns
biomarcadores volateis em Eucalyptus globulus infectada com o fungo
Teratosphaeria Nubilosa. Além disso, o0os autores diferenciaram hibridos
susceptivel e resistentes de Eucalyptus a doenca ferrugem fangica (Puccinia
psidii) também utilizando HS-SPME/GC-MS (HANTAO et al., 2013b).

Ha poucos trabalhos realizados com o objetivo de se identificar
doencas bacterianas em plantas utilizando o monitoramento dos volateis. ZHANG
et al., 2005, utilizaram a extracdo em fase sélida (SPME) e “headspace” dinamico
associadas ao GC-MS em folhas de toranja, Citrus paradisi MacFadyen Hook,
infectadas com X. axonopodis pv. citri. Estes autores mostraram que folhas de
toranja infectadas por X. axonopodis pv. citri produziram um composto volatil,
fenilacetaldeido-O-metil-oxima, o qual ndo estava presente em folhas sadias,
porém os autores ndo fizeram a quantificacdo deste volatil, e nem mesmo fizeram
o estudo em outras espécies de Citrus, como a laranjeira Péra, Citrus sinensis (L.)
Osbeck.
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1.4.3.1 - Processo de extracdo de volateis por SPME e SPE

associadas a GC-MS

As técnicas de amostragem de volateis mais empregadas utilizam
pouco ou nenhum solvente organico, assim como, também ndo é necessario o
uso de altas temperaturas (NOGUEIRA, 2002), reduzindo dessa forma, a
possibilidade de degradacdo de algumas substancias comparado ao método de
extracdo convencional, hidrodestilacdo. Como qualquer outro método de
amostragem, dependem da particido entre os analitos da matriz e uma fase
extratora que pode ser um gas, um liquido ou um adsorvente.

Entre essas técnicas, as duas principais metodologias s&o:
Microextracdo em fase soélida e a extracdo em fase soélida voltada para compostos
volateis.

A microextracdo em fase sélida pode ser realizada no modo direto
(DI-SPME) ou no modo “headspace” (HS-SPME) (FIGURA 1.10) e em ambas €&
utilizado uma fibra revestida por fases de diferentes polaridades. Os principais
revestimentos disponiveis comercialmente s&ao: polidimetilsiloxano (PDMS),
polidimetilsiloxano/divinilbenzeno  (PDMS/DVD), carboxen/polidimetilsiloxano
(CAR/PDMS), carbowax/Divinilbenzeno (CW/DVB) e poliacrilato (PA). O uso do
tipo de revestimento da fibra depende da aplicacdo, assim como das
caracteristicas dos volateis que séo adsorvidos ou absorvidos pela fase da fibra.
O equilibrio é controlado pelo coeficiente de particdo dos solutos entre trés fases
(headspace, matriz da amostra e revestimento da fibra) (OCHIAI et al., 2012).

FIGURA 1.10 - Sistema para extracao de volateis por HS-SPME.

A extragcdo em fase solida (SPE) voltada para isolamento de

compostos volateis utiliza materiais adsorventes (em geral polimeros polorosos)
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em cartuchos de vidro e é classificada como “headspace” estatico (SHS) e
“headspace” dinadmico (DHS).

“Headspace” estatico (SHS) é o caminho mais simples para avaliar a
composicdo quimica de um aroma, no entanto, devido os compostos volateis
estarem presentes em concentra¢cdes muito baixas, muitas vezes torna-se inviavel
a aplicacdo desta técnica. Todavia quando instrumentos com baixos limite de
detecgdo séo utilizados e dependendo da concentragédo do analito, o “headspace”
estatico pode ser utilizado. Nesta técnica, a amostra é fechada em um recipiente,
onde o equilibrio é atingido entre o “headspace” e a fase extratora a uma
temperatura predeterminada sem passagem de fluxo de ar (FIGURA 1.11). Os
volateis presentes no material adsorvente sdo eluidos termicamente ou com
poucos microlitros de solventes e analisados em cromatégrafo gasoso
(AGELOPOLUS e PICKETT, 1998).

™
|
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FIGURA 1.11 - Sistema para extragdo de volateis por "headspace” estatico.

Na técnica de extragao de volateis por “headspace” dinamico (DHS)
(FIGURA 1.12), através da passagem de um fluxo de ar os compostos ficam
adsorvidos, geralmente em polimeros porosos, 0S quais Sdo posteriormente
dessorvidos termicamente no cromatografo ou eluido com solventes organicos
adequados. Nao ha o estabelecimento de um estado de equilibrio, fazendo com
gue a maioria dos compostos volateis dispersos na matriz deixe a amostra e
passe para o0 “headspace”. O processo fisico de adsorcdo € baseado em atracdes
eletrostaticas entre os grupos funcionais da superficie dos adsorventes e os das
moléculas dos constituintes adsorvidos. Os principais materiais adsorventes
utilizados sé@o os polimeros porosos, nos quais podemos destacar o Tenax TA,
Poli (6xido de 2,6-difenilfenileno), e Porapak Q®, etilvinilbenzeno-divinilbenzeno,

um polimero sem quantidade significante de agua, com superficies inertes a
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algumas moléculas como terpenos e com area superficial de aproximadamente
550 m?2.g?! (HARPER, 2000; NOGUEIRA, 2002). As condicdes 6timas de coleta
dos compostos volateis sdo fortemente dependentes da velocidade do gas de

arraste e da seletividade do processo de adsorcao e dessorcéao (ZHEN, 2005).

Adsorvente l

(branco) -‘5ﬁht

Adsorvente

— (captura)

¢¢

“headspace

le opggﬁal!p

amostra

Bomba de vacuo

FIGURA 1.12 - Sistema de extragao por “headspace” dinamico.

A cromatografia gasosa é uma das técnicas mais utilizadas em
analises qualitativas e quantitativas. Hoje € a técnica mais utilizada para analise
da composi¢do quimica de compostos volateis, devido a sua alta sensibilidade,
rapidez na andlise, boa precisdo quantitativa e alto poder de resolu¢do. Nesta
técnica os componentes de uma amostra, volatilizaveis e termicamente estaveis,
sdo separados em consequéncia de sua particdo entre uma fase movel gasosa e
uma fase estacionaria liquida ou sélida contida dentro de uma coluna
cromatografica. A eluicdo é feita por um fluxo de fase mével gasosa inerte (He, H2
ou N2) que néo interage com as moléculas do analito, pois sua funcdo é apenas
transportar o analito através da coluna (SKOOG et al.,, 2002). As colunas
capilares empregadas atualmente propiciam um poder de resolucdo mais
satisfatorio para misturas complexas como em 0leos essenciais, pois sao feitas de
silica fundida, o que garante uma maior eficiéncia, inércia e longevidade quando
comparada as antigas colunas de vidro. Para aplica¢cdes mais gerais, as melhores
fases sao os dimetilsiloxianos (DB-1 ou equivalente) e as 5% fenil 95%
dimetilsiloxano (DB-5 ou equivalente), ou seja, pouco polares.

Quando a técnica de cromatrografia gasosa é utilizada de forma
hifenizada, a espectrometria de massas é a mais aplicada para identificacdo de

compostos volateis, podendo também ser utilizada para quantificagdo. Os
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compostos passam pelo cromatégrafo gasoso e quando chegam ao
espectrobmetro de massas sao geralmente ionizados por impacto de elétrons, que
consiste de bombardeamento de um feixe de elétrons (normalmente 70 ev),
provocando ionizacdo e quebra em muitos fragmentos da molécula original.
Alguns dos fragmentos possuem carga positiva ou negativa, 0S quais Sao
detectados no analisador de massas através de sua razao massa/carga (m/z). Os
sinais gerados (fragmentos de massas) chegam ao detector (geralmente um
multiplicador de elétrons) onde sdo amplificados e posteriormente séao registrados

na forma de espectro de massas.
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2 - Justificativas

Embora o sequenciamento do genoma de Xac tenha sido concluido
(Da silva et al., 2002), ainda ndo ha medidas de controle satisfatorias que possam
ser recomendadas para esse patossistema, sendo a Unica maneira de eliminar a
doenca por meio da erradicagdo das plantas contaminadas e suspeitas
(FUNDECITRUS, 2008).

Uma alternativa para a inibicdo do crescimento desta bactéria pode
ser a atenuacdo da producdo do fator de viruléncia por meio do processo
conhecido como anti-quorum sensing ou quorum-quenching, ou seja, bloqueando
a rota biossintética das moléculas sinalizadoras por modificacdo de genes que
codificam para a sintese desses compostos ou mesmo administrando “reagentes”
que fazem a degradacdo das moléculas sinalizadoras. Como uma molécula
sinalizadora nunca foi isolada ou identificada em Xac, um estudo quimico da
bactéria buscando isolar e/ou identificar compostos possivelmente relacionada a
comunicacdo bacteriana pode contribuir para a compreensdo do fator de
viruléncia e, consequentemente, do controle da doenca. Ou seja, o estudo
qguimico desta bactéria fornecera possiveis estratégias para o controle do cancro
citrico.

Além disso, hd uma necessidade na busca por novos métodos faceis
e rapidos para a diagnose da doenca, antes mesmo dos sintomas aparecerem,
pois as plantas podem, por exemplo, conter alguns compostos naturais que
inibem a amplificacdo dos acidos nucléicos na PCR (Reacdo de Polimerase em
Cadeia) (WILSON, 1997), podendo gerar um resultado falso-negativo. Dessa
forma, o estudo do perfil quimico de Citrus sinensis, apés a inoculacdo com X.
axonopodis pv. citri, utilizando as técnicas HS-SPME e “headspace” dinamico
associadas a GC-MS e a técnica MALDI-TOF/MS fornecera possiveis estratégias
para o controle do cancro citrico, por meio, principalmente, da busca de
biomarcadores quimicos (volateis, semi-volateis ou macromoléculas) que

indiquem a presenca da bactéria na planta.
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3 - Objetivos

3.1 - Objetivo Geral: Realizar o estudo quimico de X. axonopodis pv. citri e
desenvolver uma metodologia econdmica, facil e rapida para a identificacdo do
cancro citrico.

3.2 - Objetivos Especificos

1. Inocular a bactéria selvagem, isolado Xac 306, em plantas de laranjeira Péra,
Citrus sinensis (L.) Osbeck;

2. Identificar biomarcadores quimicos volateis e/ou semivolateis presentes em
Citrus sinensis (L.) Osbeck com sintomas e antes do inicio dos sintomas do
cancro citrico por HS-SPME e “headspace” dindmico associadas a GC-MS;

3. Diferenciar estatisticamente folhas de laranjeira Péra sadias de folhas
sintométicas com cancro citrico por MALDI-TOF/MS;

4. Realizar o estudo quimico de Xac 306 por métodos usuais de isolamento e
separacao cromatografica;

5. Elucidar as estruturas dos compostos isolados do cultivo de Xac 306 através de
técnicas espectroscopicas e espectrométricas: Espectrometria de Massas,
Cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas, Ressonancia

Magnética Nuclear de H e *3C (1D e 2D), dentre outros.

27






Busca de biomarcadores volateis e macromoléculas em C. sinensis (L.) Osbeck sadia e inoculada
com Xanthomonas axonopodis pv. citri

4 — Parte 1: Busca de biomarcadores volateis e macromoléculas
em C. sinensis (L.) Osbeck sadia e inoculada com Xanthomonas
axonopodis pv. citri

4.1 - Perfil quimico de voléateis em C. sinensis (L.) Osbeck sadia e
inoculada com X. axonopodis pv. citri por HS-SPME e

“headspace” dinamico-GC-MS

Esta subparte do trabalho leva a busca de biomarcadores volateis
em Citrus sinensis (L.) Osbeck sadia e inoculada com a linhagem selvagem Xac
306 por HS-SPME e “headspace” dinamico associados a GC-MS, assim como,
também determina o perfil de macromoléculas na mesma planta por MALDI-
TOF/MS.

4.1.1 - Procedimentos experimentais

4.1.1.1 - Materiais e equipamentos
» Materiais em geral

v Tubos de vidro (5,0 x 0,5 cm di);

v Adsorvente Porapak Q® supelco (50-80 mesh 75 cc);

v' Fibra SPME PDMS/DVB - Polidimetilsiloxano/Divinilbenzeno 65 um;

v Holder para fibra SPME;

v Solventes: Metanol, diclorometano e hexano grau HPLC da marca J.T.
Backer;
v" Motobomba de succéo (utilizados com 0 mesmo intuito da bomba de vacuo

para succao do ar atmosférico);

v" Tubos Falcon 50 mL.

A\

Materiais e reagentes utilizados para o isolamento, identificacéo,
cultivo e conservacao do micro-organismo Xac

Alcool 70%;

Agua destilada;

Alca de platina;

AR NERNEEN

Bico de Bunsen;
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<\

Laminas de bisturi;
Pinca;

Gaze;

Céamara de Neubauer;
Placas de Petri;
Erlenmeyers;
Peptona fitona,
Extrato de carne;
Extrato de levedura;
K2HPOg4;

KH2POA4.

ISR N N N N Y N N NN

Equipamentos

Autoclave vertical Phoenix AV 75;

Balanca Analitica Sartorius modelo BP 210S;

Cémara de Fluxo Laminar Veco VL FS-12M;

Cromatografo de fase gasosa acoplado ao espectrébmetro de massas de
baixa resolucdo Shimadzu GC-MS QP5000;

Cromatégrafo de fase gasosa acoplado ao espectrometro de massas de
baixa resolucdo Shimadzu GC-MS QP2010;

Espectrofotometro FEMTO 700 Plus;

Estufa Incubadora (B.O.D.) Fanem — 347 CD;

Microscopio binocular modelo L.2000A.

RN NN

<\

Termociclador;

NN

Fotodocumentador.

4.1.1.2 - Metodologia dos experimentos
4.1.1.2.1 - Inoculacdo da bactéria Xac 306 em plantas de C.

sinensis

A linhagem Xac 306 da bactéria X. axonopodis pv. citri foi cedida
pelo Prof. Dr. Marcos Antdnio Machado do Centro Avancado de Pesquisa

Tecnologica do Agronegocio de Citros Sylvio Moreira do Instituto Agronémico
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(IAC), situado na cidade de Cordeiropolis-SP. As mudas de C. sinensis foram
compradas junto a um viveiro de plantas certificadas, Sitio Manga Rosa, situado
em Bonfim Paulista na cidade de Ribeirdo Preto. Os experimentos de cultivo da
bactéria e extracdo dos volateis foram realizados no Laboratério de Bioensaios do
Departamento de Quimica da UFSCar e no Laboratério de Reacdes Perigosas,
respectivamente. A linhagem selvagem de Xac 306 preservada em solucdo 50%
glicerol a -80°C foi crescida em Nutrient Broth Yeast (NBY) solido (contendo por
litro 5,0 g de peptona fitona, 3,0 g de extrato de carne, 2,0 g de extrato de
levedura, 2,0 g de K2HPO4, 0,5 g KH2PO4 e 16 g de agar bacteriologico) a 28°C
com fotoperiodo de 12 horas e apds 48 horas, colbnias da bactéria foram
repicadas para NBY liquido (contendo por litro 5,0 g de peptona fitona, 3,0 g de
extrato de carne, 2,0 g de extrato de levedura, 2,0 g de K2HPO4 e 0,5 g KH2PO4
em pH = 7,2) até as concentra¢cfes do inéculo atingirem uma densidade Optica de
0,6 a 600 nm (concentracdo aproximada de 108 UFC/mL correspondente a fase
midlog de crescimento), o que equivale aproximadamente a um periodo de
crescimentos overnight (~ 12 horas), ou seja, da noite para a manha seguinte.

Para testes de patogenicidade e viruléncia, a bactéria foi inoculada
nas folhas das plantas C. sinensis (L.) Osbeck por infiltracdo de seringa com
agulha com auxilio de cotonetes a fim de simular o processo de infeccdo natural
(bactérias que entram na planta através dos estdmatos). Os sintomas do cancro
citrico (c. c¢) foram marcados por qualquer modificacao visual na lesdo. Apés 20
dias (tempo em que as plantas estavam infectadas pela bactéria, porém ainda os
sintomas ndo estavam presentes) e 60 dias (tempo em que as plantas estavam
infectadas pela bactéria, e os sintomas desenvolveram) as folhas foram
selecionadas para estudo dos volateis por Microextracdo em Fase Sdlida no
modo “headspace” (HS-SPME) e “headspace” dinamico (DHS) associado ao GC-
MS com o intuito de buscar biomarcadores quimicos volateis ou semivolateis que
caracterizem a doencga. Folhas da planta sadia também foram utilizadas no estudo
como controle (ESQUEMA 4.1).
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coldnias de Xac cultivo de Xac D.Ogy = 0,6 inoculagéo
em NBY solido em NBY liquido (ap06s 12 h) 1

Folhas com sintomas do C.C Folhas sem sintomas do C.C Folhas sadias

(60 dias ap6s inoculacéao) (20 dias ap6s inoculacéao)

HS-SPME/GC-MS e “headspace” dinamico-GC-MS

ESQUEMA 4.1 - Procedimento para cultivo e inoculacdo da bactéria Xac 306 em

C. sinensis.
4.1.1.2.2 - Diagnostico do cancro citrico

O diagnodstico do cancro citrico (confirmacdo da identidade da
bactéria Xac 306) foi realizado por fluxo bacteriano e por Reacédo de Polimerase
em cadeia (PCR).

a) Diagnostico do cancro citrico por fluxo bacteriano

A confirmacédo preliminar da presenca da bactéria na planta foi
realizada por meio da técnica fluxo bacteriano. Dessa forma, foi cortado um
pedaco da folha na interseccao da regido lesionada (com sintoma do c.c) e nédo
lesionada. Esta parte da folha foi inserida em uma Camara de Neubauer, e uma
gota de agua destilada foi inserida. A analise foi realizada em microscopio optico
com aumento de 100 X, onde foi possivel observar um “fluxo” de bactéria
migrando do meio menos aquoso para o mais aquoso (ESQUEMA 4.2). Esse

“fluxo” migratorio é caracteristico de infecgéo bateriana.
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Folhas com Regido utilizada Parte da folha para
sintomas do C.C para analise analise

Foto obtida de microscépio 6ptico Microscopio
aumento 100 X optico

ESQUEMA 4.2 - Procedimento para diagnéstico da bactéria Xac 306 em C.
sinensis por fluxo bacteriano. C. C = cancro citrico. Seta vermelha indica fluxo

bacteriano.

b) Diagndstico do cancro citrico por PCR

A confirmacéo definitiva da identidade da bactéria Xac 306 inoculada
em plantas Citrus sinensis foi realizada por meio da técnica Reacdo de
Polimerase em Cadeia (PCR) utilizando o kit Norgen’s Bacterial Genomic DNA
Isolation, Product #17900. A bactéria cultivada em NBY liquido por 48 horas foi
submetida ao processo de extracdo do DNA genbémico total (DNA da bactéria),
conforme adaptacdo de MURRAY e THOMPSON (1980), DELLAPORTA et al.,
1983 e COLETA-FILHO et al., 2006. Uma aliquota de 1 mL do cultivo de Xac foi
inserida em microtubos de 1,5 mL e centrifulgada a 14000 RPM por 1 min
(repetido 5x). Em seguida, o sobrenadante foi descartado, adicionado 250 pL
solucédo de lise e 12 uL de proteinase K. A solugao foi misturada em vortex a 55
°C por 30 minutos. Posteriormente, a solucéo foi submetida a coluna de resina e
0s demais passos do protocolo do kit Norgen’s foram seguidos para obtencéo do
DNA gendmico.

A amplificagcdo do DNA por PCR para a confirmacdo da identidade
do isolado de Xac 306 foi realizada em reagbes de 25uL contendo Taq Buffer
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[tampé&o de amplificacdo (1X)], 200uM de dNTP MIX (misturas de nucleotideos),
0,02mM de MgClz, 50uM dos iniciadores Foward Primer (5-CGC CAT CCC CAC
CAC CAC CAC GAC-3) e Reverse Primer (5“AAC CGC TCA ATG CCA TCC
ACT TCA-3), 0,5 uL Tag DNA polimerase (enzima) e 2uL de DNA
(aproximadamente 200-250 ng). A seguinte programacao foi utilizada em
termociclador: desnaturacdo a 95°C por 5 minutos seguidos de 36 ciclos de
desnaturacao a 94 °C por 45 segundos, anelamento a 65 °C por 45 segundos e
extensdo a 72 °C por 45 segundos; A extensdao final foi realizada a 72 °C por 5
minutos. Os produtos amplificados foram resolvidos por eletroforese em gel de
agarose (1%) corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL de gel) a 80 V/cm num
sistema de eletroforese horizontal com fonte modelo 200, da Gibco BRL Life
Technologies, USA. O peso molecular foi comparado ao padrdo 1 Kb, e o gel foi

fotografado apds a corrida com fotodocumentador.

4.1.1.2.3 - Metodologia para HS-SPME/GC-MS

A técnica HS-SPME foi utilizada para extracdo dos compostos
volateis de Citrus sinensis sadias e infectadas (previamente inoculada com o
patégeno) com X. axonopodis pv. citri (realizadas em triplicatas) (ZHANG et al.,
2005). Para isso, 6 folhas (de cada planta sendo 3 plantas) sadias (SA); antes do
inicio do sintoma, mas com a bactéria em seu interior (IFSSIN); e com sintomas
do cancro citrico (IFCSIN) foram inseridas separadamente em sistema
apropriado. O parametro utilizado para a otimizacdo da extracdo foi apenas o
tempo de exposicdo da fibra. Portanto, a fibra azul (PDMS/DVB -
Polidimetilsiloxano/Divinilbenzeno 65 um) foi utilizada por possuir caracteristica
bipolar e os tempos de exposi¢ao preliminares foram 30 minutos, 1 hora e 30 min,
e 3 horas. O melhor tempo de extracdo foi definido em 30 minutos (ESQUEMA
4.3), baseado na intensidade maxima, aréas dos sinais cromatograficos e na

guantidade de volateis adsorvidos na fibra.
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Dessorgao térmica

Parametros:

6 folhas de cada planta
(SA; IFSSIN; IFCSIN)
» Fibra PDMS/DVD 65 pm (azul)
»25 °C, sem agitagao
|
\
\

Wolod i Mo 1 1l

Espectro de massas Cromatograma

u A'a.:ﬁ'*&( *ﬂw M
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ESQUEMA 4.3 - ESQUEMA de montagem do sistema de extracdo dos volateis
por HS-SPME/GC-MS. SA = folhas das plantas sadias; IFSSIN = folhas das
plantas assintométicas do cancro citrico; IFCSIN = folhas das plantas sintométicas

do cancro citrico.

A metodologia de preparo de amostra utilizando N2 liquido para
trituracdo das folhas foi utilizada e posteriormente os volateis foram analisados
novamente por HS-SPME. Para isso, foram recortados 5 pedacos (0,8 x 0, 4 cm)
de cada folha sadia e infectada com sintoma. Posteriormente os 5 pedados de
cada tipo de folha foram triturados em N2 (nitrogénio) liquido, inseridos em vial de
2 mL e vedados. Em seguida, os volateis emitidos pelas folhas sadias (SA) e
infectada com sintoma (IFCSIN) foram extraidos por HS-SPME por 30 min.
Imediatamente, a fibora PDMS/DVD foi exposta na porta do injetor do GC-MS para
dessorcgdo e analise dos volateis (ESQUEMA 4.4). O experimento foi realizado em

quintuplicata.

35



Busca de biomarcadores volateis e macromoléculas em C. sinensis (L.) Osbeck sadia e inoculada
com Xanthomonas axonopodis pv. citri

5 pedacos Maceracdo em N,
0,8x0,4cm =
A SPME: exposicéo s
Parametros: fibra PDMS/DVD Dessorc¢do térmica

por 30 min
» 5 pedagos de folhas de cada
planta (SA; IFCSIN);
» Fibra PDMS/DVD 65 pm;
»25°C;
»Sem agitacéo.
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Espectro de massas Cromatograma

ESQUEMA 4.4 - ESQUEMA de montagem do sistema de extracdo dos voléateis
por HS-SPME/GC-MS utilizando N2 no preparo de amostra. SA = folhas das

plantas sadias; IFCSIN = folhas das plantas sintomaticas do cancro citrico.

4.1.1.2.4 - Metodologia para “headspace” dinamico associado ao
GC-MS

Para extracdo dos compostos volateis de Citrus sinensis sadias e
infectadas (previamente inoculada com o patégeno) com X. axonopodis pv. citri
(realizadas em triplicatas), 6 folhas (de cada planta sendo 3 plantas) sadias (SA);
antes do inicio de sintoma, mas com a bactéria em seu interior (IFSSIN); e com
sintomas do cancro citrico (IFCSIN) foram inseridas separadamente em recipiente
de vidro apropriado, o qual foi posteriormente vedado (ESQUEMA 4.5). Entdo um
fluxo de ar atmosférico de aproximadamente ~ 0,5 L.min"! por 3 horas, utilizando
bomba de aquario mergulhada em agua para realizar suc¢éo do ar, foi passado
através do frasco contendo as amostras a temperatura ambiente. Os volateis
capturados foram eluidos do cartucho contendo Porapak Q®, com 1 mL de

diclorometano, DCM, (grau HPLC), os quais foram coletados diretamente em

36



Busca de biomarcadores volateis e macromoléculas em C. sinensis (L.) Osbeck sadia e inoculada
com Xanthomonas axonopodis pv. citri

frasco de vidro ambar. O volume de solvente foi reduzido cuidadosamente para
aproximadamente 50 pL em fluxo brando de N2z e estocado em freezer até analise
por GC-MS em aparelho Shimadzu QP 5000 (NICULAU, 2011; THOLL et al.,
2006).

Foram utilizados Porapak Q® (ca. 80 mg, Supelco) como material
adsorvente, os quais foram colocados em tubos de vidro com extremidades
fechadas com |a de vidro silanizada. Os cartuchos contendo Porapak Q® (50-80
mesh 75 cc), antes de serem utilizados, foram condicionados através de eluicdo
com 6 mL de MeOH (grau HPLC) e DCM (grau HPLC), em seguida aquecidos a
125 °C em estufa por 24 horas e, posteriormente, resfriados sob fluxo de

nitrogénio por 10 min.

Parametros: Dessorgdo com 1 mL

DCM HPLC
>6 folhas frescas de cada planta (grau )

(SA; IFSSIN; IFCSIN)
> Porapak Q® Supelco (c.a. 80 mg, 50-80 mesh)
»>Fluxo de ar atmosférico (~ 0.5 L.min1)
»25°C

Analise no GC-MS Concentragdo em N,: ~ 50 pL
ESQUEMA 4.5 - ESQUEMA de montagem do sistema de extracdo dos volateis
por “headspace” dindmico associado ao GC-MS. SA = folhas das plantas sadias;
IFSSIN = folhas das plantas assintomaticas do cancro citrico; IFCSIN = folhas das
plantas sintométicas do cancro citrico. Seta na horizontal indica cartuchos

“branco” e seta na vertical indica cartuchos onde foram coletados volateis.
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4.1.1.2.5 - Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de
Massas (GC-MS)

As amostras foram analisadas em um cromatografo a gas
(Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan), hifenizado a um espectrometro de massas
(GC-MS) QP5000 ou QP2010. Os cromatografos operaram com colunas capilares
DB-5MS, L = 30 m, DI = 0,25 mm e filme = 0,25 um e Rtx®-5MS, L = 30 m, DI =
0,25 mm e filme = 0,25 um, respectivamente. O gas de arraste foi Hélio
(99.999%). As temperaturas do injetor e detector foram mantidas a 250°C e
280°C, respectivamente. Os volumes de amostra injetados foram de 1 pL em
splitless ou dessorcéo diretamente na porta do injetor. A deteccao por massas foi
realizada num intervalo de 45 -550 Da.

Os componentes volateis foram identificados através da comparacao
de seu espectro de massas com espectros existentes na literatura (ADAMS,
2007), com espectros do banco de dados (WILEYS8, NISTO05, NIST21 e NIST107)
do equipamento, do NIST Web Book, do Software NIST MS Search 2.0, do site
www.pherobase.com e pela comparacéo dos indices de Retencéo (IR).

O percentual de cada constituinte foi estimado pela normalizacdo da
area (%) e organizados em ordem de elui¢cdo. Os indices de retencao (IR) foram
determinados utilizando uma série homéloga de n-alcanos injetados nas mesmas
condicBes cromatograficas das amostras, utilizando a equacdo de VAN DEN
DOOL e KRATZ (1963). Para HS-SPME, a mistura de n-alcanos (solubilizada em
hexano grau HPLC) também foi injetada separadamente no GC-MS.

4.1.2 - Resultados e Discussao

A extracdo dos compostos volateis de Citrus sinensis foi otimizada
por HS-SPME avaliando o tempo necessério para adsor¢do de grande parte dos
compostos. O tempo de 30 min foi suficiente para extracdo da maior parte dos
compostos, assim como também forneceu a intensidade maxima relativa do sinal
(1,27 x 10°). No tempo de 1 hora e 30 min, o perfil dos compostos adsorvidos na
fibra foi similar a 30 min, porém houve uma pequena redugdo na intensidade

maxima relativa do sinal (1,17 x 108). J4 no tempo de 3,0 horas, poucos
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compostos foram adsorvidos, assim como a intensidade do sinal foi menor entre
os tempos avaliados (7,92 x 10°) (FIGURA 4.1). A fibra utilizada para otimizacéo
foi a PDMS/DVB por possuir caracteristica bipolar, ou seja, tem a capacidade de

adsorver tanto compostos mais apolares quanto compostos mais polares.
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FIGURA 4.1 - Cromatograma de ions totais (TIC) dos volateis de Citrus sinensis

variando o tempo de extracéo por HS-SPME/GC-MS.

Varios compostos volateis diferentes foram identificados,
considerando os dois métodos de extracdo (“headspace” dinamico e HS-SPME) e
a natureza das folhas das plantas: Sadia (SA); infectada, mas sem sintoma
(IFSSIN) e infectada, mas com sintoma do cancro citrico (IFCSIN). Houve uma
alta variacdo dos compostos de acordo com o grau de infec¢ao das folhas.

O perfil quimico dos volateis da planta identificado por HS-
SPME/GC-MS estéa descrito na FIGURAS 4.2 a 4.4 e TABELA 4.1. Nas folhas das
plantas sadias (SA), foram identificados um total de 30 compostos volateis,
enquanto que nas folhas das plantas infectas sem sintoma (IFSSIN) 33 e nas

folhas das plantas infectadas com sintoma (IFCSIN) apenas 26 compostos foram
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extraidos. Nas folhas das plantas infectadas sem sintoma (IFSSIN) e com sintoma
(IFCSIN), as analises revelaram a presenca de benzotiazol (27) (0,72% em
IFSSIN e 2,15 em IFCSIN) e benzoato de 2-etilexila (48) (0,53% em IFSSIN e
2,05% em IFCSIN), os quais ndo foram detectados nas folhas das plantas sadias
(SA), sendo estes os principais biomarcadores volateis necessarios para o
diagndstico precoce do cancro citrico utilizando essa metodologia (FIGURAS 4.2
a 4.4 e TABELA 4.1). Estes compostos podem ter sido produzidos por um
mecanismo de defesa da planta ou por uma interacdo planta-bactéria. O alcaloide
sulfurado, benzotiazol, é de ocorréncia rara na natureza, porém foi produzido pelo
fungo Aspergillus clavatus (SEIFERT e KING, 1982). Outros derivados do
benzotiazol também ja foram isolados de outros micro-organismos: acido 6-
hidroxibenzotiazol-5-acético, isolado de cultura da bactéria Actinosynnema sp
(KOZASA et al., 1988) e do fungo Paecilomyces lilacinus (YAGINUMA et al.,
1989). Além desse, a luciferina (um composto contendo a estrutura basica do
benzotiazol) também tem sido isolado do inseto Photinus pyralis (BITLER &
GABRIEL, 1957).

Compostos volateis da classe dos alcanos alifaticos aciclicos nédo-
ramificados: n-pentadecano (40), n-hexadecano (44), n-heptadecano (47) e n-
octadecano (49) também foram identificados apenas nas folhas das plantas com
sintoma (IFCSIN), porém sua utilizacdo como biomarcador ndo é aconselhavel,
porque 0s mesmos geralmente ndo apresentam ions moleculares nos respectivos
espectros de massas, além de poderem estar presentes como interferentes em
diversas matrizes vegetais e animais. Além disso, nas folhas das plantas sadias
(SA) foram detectados limoneno (13) (2,31%), neral (28) (8,93%), geranial (30)
(9,37%) e p-elemeno (35) (0,35%), enquanto que nas folhas das plantas
infectadas sem sintoma e com sintoma, as areas percentuais relativas
aumentaram para limoneno (8,05% e 35,03%), e diminuiram para neral (2,21% e
0,00%, nd) e geranial (1,28% e 0,00%, nd), respectivamente. Um estudo recente
publicado RODRIGUEZ et al., 2011, demonstrou que limoneno presente na casca
de laranja tem a propriedade de atrair algumas pragas e micro-organismos.
Portanto, 0 aumento na area percentual deste composto quando a bactéria Xac
esta presente esta relacionado a uma resposta da planta a bactéria, a qual pode
ser explicada como um mecanismo de defesa. (FIGURAS 4.2; 4.4 e TABELA
4.1).
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A pressao de vapor em 25 °C (mmHg) de alguns analitos foram
calculados com o software EPI SuiteTM v4.10, disponivel em:
http://www.epa.gov/oppt/exposure/pubs/episuitedl.htm. Este parametro indica a
volatilidade dos compostos, pois quando a pressao de vapor de um analito é
maior significa que suas moléculas passam para 0 estado gasoso com mais
facilidade, ou seja, possui maior volatilidade. Os compostos que eluem com
tempo de retencdo menor geralmente sdo 0s compostos mais volateis,
conseguentemente 0s com maiores tempos de retencdo sdo 0s menos volateis
(TABELA 4.1).
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FIGURA 4.2 - Cromatograma de ions totais (TIC) dos volateis de Citrus sinensis
sadia (SA); infectada com Xac 306, mas sem sintomas (IFSSIN) e infectada com
Xac 306 com sintomas do cancro citrico (IFCSIN) obtidos por HS-SPME/GC-MS.
Condigbes cromatograficas: coluna DB-5MS 30 m x 0,25 mm, ID., 0,25 pm);
rampa de 50° C (1.5 min.) (4° C/min)-200° C (10° C/min)-250° C (5 min.). Injetor:
250° C, Detector: 280° C; He-1,2 mL/min.
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TABELA 4.1 - Composi¢cdo quimica dos volateis de Citrus sinensis sadia (SA);

infectada com Xac 306, mas sem sintomas (IFSSIN) e infectada com Xac 306

com sintomas do cancro citrico (IFCSIN) obtidos por HS-SPME/GC-MS.

N° Componentes % area do pico
Vp IR IR-lit SA IFSSIN IFCSIN

1 hexanal 9,57 807 801 0,66 + 0,26 nd nd

2 (2E)-hexenal - 849 846 3,35+0,99 nd nd

3 (32)-hexenol - 868 850 nd 2,15+1,72 nd

4 o-tujeno - 918 924 0,30+0,11 nd nd

5 a-pineno 402 934 932 0,05 +0,02 1,62+1,22 nd

6 sabineno - 967 969 14,76 £+ 0,65 17,81+9,34 13,27 +4,02
7 2,3-octanediona - 981 967* 0,27 £ 0,03 nd nd

8 S~mirceno 2,40 986 988 2,43 +0,13 3,00 +£0,90 0,73 +£0,59
9 a-felandreno 1,91 1001 1002 0,61 £ 0,06 nd nd

10 (3E)-acetato de hexanila - 1010 1001 nd 8,57+7,70 nd

11 »-3-careno - 1012 1008 3,05+0,11 1,37 £ 2,37 4,17 +0,88
12 p-cimeno 1,14 1021 1020 0,13+0,01 nd nd

13 limoneno 1,45 1025 1024 2,31+£0,13 8,05+1,04 35,03+4,34
14 B-(E)-ocimeno - 1046 1044 5,71 £0,93 7,76 £1,45 4,12 +1,58
15 »terpineno 1,15 1056 1054 0,19+0,14 0,49 £ 0,30 nd

16 cis-hidrato de sabineno - 1066 1065 2,26 + 0,29 1,06 £ 0,38 2,12+0,34
17 p-menta-2,4,(8)-dieno - 1087 1085 1,60 +£0,16 1,36 £+ 0,19 1,46 £ 0,54
18 linalol 0,08 1105 1095 27,97+0,43 16,10+4,75 14,84+5,64
19 perileno - 1119 1102 nd nd 0,67 £ 0,30
20 exo-isocitral - 1146 1140 0,56 £ 0,05 0,07 +£0,13 nd

21 citronelal - 1156 1148 11,48+1,18 5,63+3,26 0,85 + 0,45
22 (2)-isacitral - 1166 1160 0,71 +£0,08 0,06 £ 0,10 nd

23 terpinen-4-ol - 1180 1174 0,12+0,01 nd nd

24 (E)-isocitral - 1184 1177 1,12 £ 0,15 0,13+0,18 nd

25 o-terpineol 0,01 1194 1186 0,74 +0,47 0,69 +£0,23 0,95 +0,53
26 decanal 0,23 1208 1201 0,15+ 0,06 nd nd

27 benzotiazol - 1225 1208* nd 0,72+0,31 2,15 +0,69
28 neral - 1247 1235 8,93+0,45 2,21+£1,47 nd

29 geraniol 0,01 1259 1249 nd 0,25+0,24 nd

30 geranial - 1277 1264 9,37 £ 0,29 1,28 + 0,97 nd

31 geraniato de metila - 1328 1322 0,09 +0,02 0,04 + 0,06 nd

32 acetato de citronelila - 1355 1352 nd 0,13 +£0,02 nd

33 acetato de nerila - 1367 1359 nd 0,17 £ 0,15 nd

34 acetato de geranila 0,04 1386 1379 nd 0,14 +0,12 nd

35 B-elemeno - 1395 1389 0,35+ 0,05 7,06 +1,17 2,32+1,06
36 n-tetradecano 0,03 1399 1400 0,03%0,01 0,11 +0,10 0,64 +£0,03
37 sesquitujeno - 1409 1405 nd 0,22 + 0,06 0,10+ 0,10
38 (E)-cariofileno - 1423 1417 0,13 +0,01 3,35+ 0,66 2,40+ 0,11
39 B-(E)-farneseno 0,03 1460 1454 0,10+0,00 2,50 £ 0,57 0,49 £ 0,50
40 n-pentadecano 0,01 1499 1500 nd nd 0,58 + 0,14
41 ao-(E,E)-farneseno - 1511 1505 nd 0,08 £ 0,07 nd

42  p-sesquifelandreno - 1528 1521 nd 0,26 + 0,05 nd

43 cianeto de farnesila - 1581 *x nd nd 0,61 £ 0,55
44 n-hexadecano 0,00 1600 1600 nd nd 0,45+ 0,53
45 tetradecanal - 1609 1611 nd nd 0,53 +0,92
46 2-pentadecanona - 1696 1697 nd nd 0,18 + 0,31
47 n-heptadecano 0,00 1699 1700 nd nd 0,21+ 0,22
48 benzoato de 2-etilexila - 1713 1692* nd 0,53+0,22 2,05+0,77
49 n-octadecano 0,00 1800 1800 nd nd 0,24 + 0,04
50 hexadecanal - 1817 1800* nd nd 0,25+0,43

Total 99,52 94,97 91,42
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Vp = pressédo de vapor em 25 °C (mmHg) dos analitos foram calculados com o EPI Suite™ v4.10

IR = indice de retenc¢éo calculado usando a equagédo de Van den Dool e Kratz.

IR-lit = Indice de retenc&o da literatura (ADAMS, 2007) baseada na equacio de Van den Dool e Kratz.

* = jdentificado pelo NIST Web Book, NIST MS Search 2.0 e/ou www.pherobase.com.

** = tentativamente identificado pelo perfil do espectro de massas e em compara¢do com o espectro de massas
do NIST MS Search 2.0.

nd = ndo detectado.

- = ndo determinado
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FIGURA 4.3 - Estruturas quimica dos principais biomarcadores volateis e
respectivos espectros de massas necessarios para diagnose do cancro citrico em
C. sinensis por HS-SPME/GC-MS.
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FIGURA 4.4 - Grafico mostrando variacdo da composi¢cao quimica dos volateis de
Citrus sinensis sadia (SA); infectada com Xac 306, mas sem sintomas (IFSSIN) e
infectada com Xac 306 com sintomas do cancro citrico (IFCSIN) obtidos por HS-
SPME/GC-MS.
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O perfil quimico dos voléateis nas folhas das plantas identificado por
HS-SPME/GC-MS utilizando N2 liquido no preparo de amostra est4 descrito nas
FIGURAS 4.5 a 4.7 e TABELA 4.2. Esta € a metodologia mais indicada para
utilizacdo como diagndstico do cancro citrico, pois ao utilizar apenas regides das
folhas que apresentam o sintoma, ha uma maior concentragdo dos biomarcadores
volateis e consequentemente uma maior diversidade dos mesmos. Nas folhas das
plantas infectadas com sintoma (IFCSIN), as analises revelaram a presenca de
varios biomarcadores quimicos volateis que auxiliam na identificacdo do cancro
citrico. Entre estes destacam-se uma série de compostos derivados do benzeno:
benzaldeido (9) (1,12%), fenilmetanol (18) (7,38%), benzoato de metila (24)
(2,06%), 2-feniletanol (26) (1,11%), acetato de benzila (33) (2,05%) e benzoato de
etila (34) (7,56%). Além destes outros menos importantes, com menores areas
percentuais, também foram identificados apenas em IFCSIN: acetato de 1-fenil
etila (37) (0,04%), salicilato de metila (38) (0,04), acetato de 2-feniletila (45)
(0,50%), acetato de prenila (5) (0,38%), hexadecanoato de etila (13) (0,35%), n-
tetradecano (56) (0,01%), n-pentadecanal (72) (0,06%), porém ndo ¢é
aconselhavel a utilizacdo destes como biomarcadores por apresentarem com
baixas areas percentuais no modo de analise. Alguns compostos dessa classe
foram descritos como volateis produzidos por outra espécie de bactéria,
Xanthomonas campestris pv. vesicatoria 85-10: fenilmetanol; 2-feniletanol e
acetato de 2-feniletila (WEISE et al., 2012). ZHANG et al., 2005, também mostrou
que folhas de grapegruit infectadas com X. citri subsp. citri produziram um
composto volatil contendo o grupo fenil em sua estrutura, fenilacetaldeido-O-metil-
oxima.

A maioria destes compostos podem ter sido produzidos por um
mecanismo de defesa da planta sendo, possivelmente, caracterizados como
fitoalexinas (FIGURAS 4.5 a 4.7 e TABELA 4.2). Pelo nosso conhecimento,
compostos dessa classe ndo haviam sido identificados na planta C. sinensis.
Acredita-se que a maioria das plantas sejam capazes de sintetizar fitoalexinas,
mas algumas a fazem de maneira muito lenta, permitindo que o micro-organismo
complete a infeccdo antes que haja o acumulo dessas substancias em
guantidades suficientes para inibi-lo (OSBOURN, 1999). Além disso, geralmente
as guantidades das fitoalexinas produzidas pelas plantas atacadas pelo patégeno

pode nao ser suficiente para inibir a infe¢cdo causada pelo micro-organismo.
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FIGURA 4.5 - Cromatograma de ions totais (TIC) dos volateis de Citrus sinensis
sadia (SA) e infectada com Xac 306 com sintomas do cancro citrico (IFCSIN)
obtidos por HS-SPME/GC-MS utilizando N2 no processo de extracdo. Condigdes
cromatograficas: coluna DB-5MS 30 m x 0,25 mm, ID., 0,25 um; rampa de 50° C
(2.0 min.) (5° C/min)-270° C (2 min). Injetor: 250° C, Detector: 270° C; He-1,2

mL/min.
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TABELA 4.2 - Composicdo quimica dos volateis de Citrus sinensis sadia (SA) e

infectada com Xac 306 com sintomas do cancro citrico (IFCSIN) obtidos por HS-

SPME/GC-MS utilizando N2 no processo de extragéo.

N°e TR Componentes % area do pico
Vp IR IR-lit SA IFCSIN

1 3,94 hexanal 9,57 821 801 nd 0,28 + 0,63
2 4,94 (2E)-hexenal - 857 846 0,79+ 0,80 0,84 +1,89
3 5,24 (2E)-hexenol - 871 854 nd 1,34 +£3,01
4 6,26 (2E, 4E)-hexadienal - 909 907 nd 0,03 £ 0,06
5 6,54  acetato de prenila - 919 914 nd 0,38 £0,29
6 6,71 a-tujeno - 924 924 0,53+0,22 291+1,27
7 6,91 o-pineno 4,02 934 932 nd 0,27 £ 0,24
8 7,34 canfeno - 949 946 0,48 £ 0,57 0,24 +0,31
9 7,63 benzaldeido - 960 952 nd 1,12+ 0,58
10 7,98 sabineno - 972 969 0,75+ 0,35 4,30+2,18
11 8,15 p-pineno - 980 974 nd 0,36 + 0,34
12 8,42 p-mirceno 2,40 989 988 0,59 + 0,42 2,25+0,34
13 8,64 hexanoato de etila - 997 997 nd 0,35+0,15
14 8,99 0-3-careno - 1008 1008 0,59+0,21 4,80+1,16
15 9,24 a-terpineno - 1017 1014 0,70 £ 0,40 1,53+0,34
16 9,45 p-cimeno - 1025 1022 1,11+1,24 1,35+0,75
17 9,23 limoneno 1,14 1030 1024 1,47 £ 1,46 0,41 +£0,92
18 9,67 fenilmetanol - 1031 1026 nd 7,38 £4,21
19 10,08 p-(E)-ocimeno - 1045 1044 0,91 £ 0,69 2,63+£0,58
20 10,46  yterpineno 1,15 1058 1054 2,20+ 2,01 3,77+£0,71
21 10,83 cis-hidrato de sabineno - 1070 1066 0,40 £ 0,28 0,18 + 0,08
22 11,27 p-menta-2,4(8)-dieno - 1085 1085 0,94 £0,77 1,42 £0,82
23 11,41 p-cimeneno - 1090 1089 nd 0,02 + 0,04
24 11,52 benzoato de metila 1093 1088 nd 2,06 £ 2,22
25 11,68 linalol 0,08 1100 1095 17,77 £ 5,77 6,42 £ 7,94
26 12,04 2-feniletanol - 1111 1106 nd 1,11 £ 0,62
27 12,11 p-1,3,8-mentatrieno - 1113 1108 0,14 + 0,04 nd

28 12,92 trans-sabinol - 1140 1137 nd 0,21 +£0,13
29 12,99 exo-isocitral - 1142 1140 0,18 £ 0,07 nd

30 13,18 canfora - 1149 1141 0,21 +£0,46 nd

31 13,26 citronelal - 1152 1148 6,25 + 3,50 10,63 + 1,53
32 13,52 (2Z)-isocitral - 1160 1160 0,62 +0,26 nd

33 13,56 acetato de benzila - 1161 1157 nd 2,05+1,44
34 13,82 benzoato de etila - 1170 1169 nd 7,56 £5,62
35 14,10 (E)-isocitral - 1179 1177 0,61+ 0,20 0,24 £ 0,09
36 14,18 terpinen-4-ol - 1182 1174 0,24 + 0,06 0,31+ 0,06
37 14,35 acetato de 1-fenil etila - 1188 1192 nd 0,04 + 0,03
38 14,45 salicilato de metila - 1191 1190 nd 0,04 + 0,05
39 14,60 q-terpineol 0,01 1196 1186 1,58 £ 0,63 0,03 +0,06
40 14,88 n-decanal 0,23 1206 1201 0,13 +£0,02 0,02 +0,05
41 15,42 citronelol - 1223 1223 0,21 +0,10 2,49+131
42 15,58 timol metil éter - 1228 1232 nd 0,02 + 0,04
43 15,83 neral - 1238 1235 9,32+ 2,65 2,38 +£0,98
44 16,17 geraniol 0,01 1247 1249 nd 0,48 + 0,27
45 16,29 acetato de 2-feniletila - 1265 1254 nd 0,50 + 0,36
46 16,69 geranial - 1266 1264 12,55+ 2,61 3,22+1,41
47 16,84 (E)-cinamaldeido - 1270 1267 nd 0,03 +0,03
48 17,30 timol - 1285 1289 nd nd

49 17,36 safrol - 1287 1285 0,51+1,08 0,20+0,12
50 18,22 geraniato de metila - 1317 1322 0,09 + 0,08 0,47 £ 0,16
51 18,61 Selemeno - 1331 1335 0,11+0,24 0,01+£0,01
52 19,00 acetato de citronelila - 1346 1350 nd 3,27 £ 1,65
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Continuacédo da Tabela 4.2

53 19,25 acetato de nerila - 1355 1359 0,27 £ 0,04 1,13+ 0,66
54 19,79 acetato de geranila 0,04 1375 1379 0,23 + 0,05 0,82 + 0,50
55 20,21  p-elemeno - 1392 1389 10,06 + 3,55 3,66 £0,73
56 20,46 n-tetradecano 0,03 1400 1400 nd 0,01 +0,02
57 20,54 sesquitujeno - 1403 1405 0,30 £ 0,07 0,16 £ 0,02
58 20,68 dodecanal - 1408 1408 0,01 £ 0,02 nd

59 20,10 (E)-cariofileno - 1424 1417 499+ 1,54 3,26 £ 0,38
60 21,29  yelemeno - 1431 1434 nd 0,06 £ 0,14
61 21,59 aromadendreno - 1443 1439 nd 0,06 + 0,13
62 21,86 p-(E)-farneseno 0,03 1453 1454 3,04 £ 0,27 1,17 +0,21
63 22,05 g-humuleno - 1459 1452 nd 1,26 £ 0,07
64 22,41 4 5-di-epi-aristolocheno - 1474 1471 0,23 £ 0,07 nd

65 22,94  p-selineno - 1494 1489 522 +1,45 1,73+0,47
66 23,11 g-selineno - 1501 1498 5,60 + 1,63 1,58 +0,58
67 23,20 o-(E,E)-farneseno - 1504 1505 0,45+0,10 0,05+0,10
68 23,37  p-curcumeno - 1511 1514 0,12 £ 0,02 0,07 £0,02
69 23,62 Scadineno - 1521 1522 0,17 £ 0,04 0,13+0,03
70 23,75 p-sesquifelandreno - 1525 1521 0,60 £ 0,37 0,24 £0,10
71 27,87  p-sinensal - 1694 1699 0,07 £ 0,02 0,83 +1,77
72 28,35 pentadecanal - 1715 1711 nd 0,06 + 0,01

Total 93,30 97,91

Vp = presséo de vapor em 25 °C (mmHg) dos analitos calculados com o EPI Suite™ v4.10.

TR = Tempo de retengcdo em minutos.

IR = indice de reteng¢éo calculado usando a equagédo de Van den Dool e Kratz.

IR-lit = Indice de retenc&o da literatura (ADAMS, 2007) baseada na equagéo de Van den Dool e Kratz.

* = identificado pelo NIST Web Book, NIST MS Search 2.0 e/ou /www.pherobase.com.

** = tentativamente identificado pelo perfil do espectro de massas e em comparagdo com 0 espectro de
massas do NIST MS Search 2.0.

nd = ndo detectado.

- = ndo determinado
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FIGURA 4.6 - Estruturas quimica dos principais biomarcadores volateis e
respectivos espectros de massas necessarios para diagnose do cancro citrico em

C. sinensis por HS-SPME/GC-MS utilizando N2 no processo de extragao.
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FIGURA 4.7 - Grafico mostrando variacdo na composi¢cao quimica dos volateis de
Citrus sinensis sadia (SA) e infectada com Xac 306 com sintomas do cancro
citrico (IFCSIN) obtidos por HS-SPME/GC-MS utilizando N2 no processo de

extracao.
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O perfil quimico dos voléateis nas folhas das plantas identificado por
“headspace” dinamico associado a GC-MS esta descrito na FIGURAS 4.8 a 4.10
e TABELA 4.3, no qual foi identificado um total de 24 compostos volateis. Nas
folhnas das plantas sadias (SA), foram identificados um total de 7 compostos
volateis, enquanto que nas folhas das plantas infectadas sem sintoma (IFSSIN)
11 e nas folhas das plantas infectadas com sintoma (IFCSIN) 21. Benzoato de
isoamila (0,67%) foi o Unico biomarcador volatil aromatico, identificado apenas
nas folhas das plantas sintomaticas (IFCSIN) (FIGURAS 4.8 a 4.10 e TABELA
4.3). Além destes, foram identificados cianeto de farnesila (2,33%), n-tetradecano
(1,26%), n-pentadecano (1,17%) e n-hexadecano (1,55%) apenas nas folhas das
plantas infectadas com sintoma (IFCSIN), porém sua utilizacdo como
biomarcadores ndo € aconselhavel pelos mesmo motivos ja comentadas
anteriormente (FIGURA 4.8 e TABELA 4.3). Novamente, estes compostos podem
ter sido produzidos por um mecanismo de defesa da planta ou por uma interacao

planta-bactéria.
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FIGURA 4.8 - Cromatograma de ions totais (TIC) dos volateis de Citrus sinensis

sadia (SA); infectada com Xac 306, mas sem sintomas (IFSSIN) e infectada com
Xac 306 e com sintomas do cancro citrico (IFCSIN) obtidos por “headspace”
dindmico-GC-MS. Condi¢des cromatogréficas: coluna Rtx-5ms 30 m x 0,25 mm,
ID., 0,25 um); rampa de 50° C (1.5 min.) (4° C/min)-200° C (10° C/min)-250° C (5

min.). Injetor: 250° C, Detector: 280° C; He-1,2 mL/min.
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TABELA 4.3 - Composi¢cdo quimica dos volateis de Citrus sinensis sadia (SA);
infectada com Xac 306, mas sem sintomas (IFSSIN) e infectada com Xac 306 e
com sintomas do cancro citrico (IFCSIN) obtidos por “headspace” dinamico-GC-
MS.

N°  Componentes % éarea do pico
Vp IR IR-lit SA IFSSIN IFCSIN

1 a-tuieno - 921 924 0,31+0,13 nd nd

2 a-pineno 4,02 926 932 5,08 £ 1,29 0,58 £ 0,50 nd

3 sabineno - 967 969 80,51+ 0,98 49,35+ 4,73 18,46 + 2,35
4 S~mirceno 2,40 994 988 0,39 £ 0,05 2,79 £ 0,69 1,59 + 0,26
5 a-felandreno 1,91 1004 1002 0,22 +0,12 0,25 +0,03 0,21 +0,03
6 6-3-careno - 1008 1008 12,72+1,44 16,53 + 4,03 10,68 + 2,25
7 limoneno 1,45 1031 1024 0,76 £ 0,44 3,81+1,61 2,43 +0,06
8 B~(E)-ocimeno - 1046 1044 nd 3,55 + 3,30 12,24 + 0,68
9 p-menta-2,4,(8)-dieno - 1087 1085 nd 0,36 £ 0,35 0,74 +0,10
10 linalol 0,08 1105 1095 nd nd 2,02+0,73
11 nonanal 0,56 1109 1100 nd nd 0,13+0,22
12 perileno - 1117 1102 nd nd 0,16 + 0,28
13 citronelal - 1156 1148 nd nd 4,24 +1,33
14  neral - 1247 1235 nd nd 0,91 £0,97
15 n-tridecano 0,09 1300 1300 nd nd 0,25+ 0,44
16  p-elemeno - 1395 1389 nd 15,96 + 4,36 21,26 £ 5,86
17 n-tetradecano 0,03 1399 1400 nd nd 1,26 £ 0,21
18  (E)-cariofileno - 1423 1417 nd 6,40 £ 2,00 7,45+ 1,55
19 benzoato de isoamila 0,01 1451 1433 nd nd 0,67 £ 0,58
20 a-cariofileno - 1459 1452 nd 0,27 £0,24 1,89 +0,18
21  p-(E)-farneseno 0,03 1460 1454 nd nd 3,70 £ 0,47
22  n-pentadecano 0,01 1499 1500 nd nd 1,17 £0,19
23 cianeto de farnesila - 1581 *x nd nd 2,33+0,41
24 n-hexadecano 0,00 1600 1600 nd nd 1,55+0,11

Total 100,00 99,85 95,33

Vp = pressdo de vapor em 25 °C (mmHg) dos analitos calculados com o EPI Suite™ v4.10.

IR = indice de retencéo calculado usando a equagéo de Van den Dool e Kratz.
IR-lit = Indice de reten¢éo da literatura (ADAMS, 2007) baseada na equagédo de Van den Dool e Kratz.
* = identificado pelo NIST Web Book, NIST MS Search 2.0 e/ou /www.pherobase.com.

** = tentativamente identificado pelo perfil do espectro de massas e em comparagdo com o espectro de
massas do NIST MS Search 2.0.

nd = nao detectado.
- = ndo determinado

19 benzoato de isoamila

443 51 ‘
B

il

79

84 89

105

"!‘|‘|"| T T T T
40 a0 60 70 80 %0 100 110 120

FIGURA 4.9 - Estrutura quimica do principal biomarcador volatil e seu espectro de

massas necessario para diagnose do cancro citrico em C. sinensis por

“‘headspace” dinamico-GC-MS.
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FIGURA 4.10 - Grafico mostrando variacdo da composi¢cdo quimica dos volateis
de Citrus sinensis sadia (SA); infectada com Xac 306, mas sem sintomas
(IFSSIN) e infectada com Xac 306 e com sintomas do cancro citrico (IFCSIN)

obtidos por “headspace” dinamico-GC-MS.

As andlises por “headspace” dindmico-GC-MS permitiram identificar
alguns compostos volateis produzidos pela bactéria Xac in vitro (FIGURA 4.11;
2.12 e TABELA 4.4). Por comparagéo com as analises do branco (meio de cultivo
NBY sem a bactéria) foi possivel detectar que os compostos volateis majoritarios
sdo provenientes do meio de cultivo (picos codificados com a letra “m” na
FIGURA 4.11). Nao foi possivel identificar os compostos m1 e m2, porém m3, m4
e m5 foram identificados como m-acetofenona de etila, p-acetofenona de etila e
triacetina, respectivamente.

Como exposto nas FIGURAS 4.11, FIGURA 4.12 e TABELA 4.4, a
bactéria produz: alguns derivados do benzeno (3-etil-benzaldeido, 4-etil-
benzaldeido, m-acetil acetofenona, benzoato de isoamila e p-acetil acetofenona),
alcanos lineares de série homodloga (n-tetradecano, n-pentadecano e n-
hexadecano) e a amida hexadecanamida. Alguns desses compostos ja tinham
sido identificados nas analises das plantas na presenca de Xac por HS-SPME
e/ou “headspace” dinamico, como por exemplo, benzoato de isoamila, n-
tetradecano, n-pentadecano e n-hexadecano. Conforme secdo 5.2.4.8, a
hexadecanamida também foi isolada no estudo quimico da bactéria buscando
possiveis moléculas sinalizadoras. Isso confirma que esses compostos foram

produzidos pela bactéria.
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FIGURA 4.11 - Cromatograma de ions totais (TIC) dos volateis de Xac 306,
cultivada em NBY liquido, por “headspace” dinamico-GC-MS. Condicdes
cromatograficas: coluna Rtx-5ms 30 m x 0,25 mm, ID., 0,25 um; rampa de 60° C
(2.5 min.) (6° C/min)-270° C (2 min.). Injetor: 250° C, Detector: 280° C; He-1,2

mL/min.

TABELA 4.4 - Composicdo quimica dos volateis de Xac 306, cultivada em NBY

liquido, por “headspace” dinamico-GC-MS.

N° Componentes % area do pico
Vp IR IR-lit Xac
1 3-etil-benzaldeido - 1165 1168* 5,84 + 0,01
2 4-etil-benzaldeido - 1181 1195+ 1,63 + 0,06
3 n-tetradecano 0,037 1400 1400 0,43+0,13
4 m-acetil acetofenona - 1437 xk 1,24 + 0,33
5 benzoato de isoamila 0,015 1441 1433 2,14+0,24
6 p-acetil acetofenona - 1454 1444 0,98 + 0,10
7 n-pentadecano 0,015 1500 1500 1,14 £ 0,55
8 n-hexadecano 0,007 1600 1600 1,16 +£ 1,00
9 hexadecanamida @ - 2194 2186* 0,95 + 0,00
Total 15,50

Vp = pressdo de vapor em 25 °C (mmHg) dos analitos foram calculados com o EPI Suite™ v4.10

a = identificagdo confirmada com padrédo isolado em estudo quimico da bactéria Xac, conforme se¢éo 5.2.4.8.
IR = indice de retengdo calculado usando a equagédo de Van den Dool e Kratz.

IR-lit = indice de retencéo da literatura (ADAMS, 2007) baseada na equagéo de Van den Dool e Kratz.

* = identificado pelo NIST Web Book, NIST MS Search 2.0 e/ou /www.pherobase.com.

** = tentativamente identificado pelo perfil do espectro de massas e em comparagdo com o espectro de
massas do NIST MS Search 2.0.

- = ndo determinado
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FIGURA 4.12 - Compostos volateis identificados em Xac por “headspace”

dindmico-GC-MS.

A Reacdo de Polimerase em Cadeia (PCR) amplifica uma
determinada sequéncia do DNA (criacdo de mudltiplas copias), onde foi utilizado
primers especificos 581-pb para a confirmacédo da espécie. O PCR da bactéria
Xac 306 comprovou a identidade do micro-organismo utilizado no estudo
(FIGURA 4.13).

FIGURA 4.13 - Amplificacdo especifica do alvo Xac PCR. M: Marcador de peso
molecular 1kb plus NEOBIO; 1: Bactéria Xac 306; 2: Controle negativo. Seta

indica o fragmento 581-pb especifico para identificacdo da bactéria Xac.

55



Busca de biomarcadores volateis e macromoléculas em C. sinensis (L.) Osbeck sadia e inoculada
com Xanthomonas axonopodis pv. citri

4.2 - Perfil de macromoléculas biomarcadoras do cancro citrico
por MALDI-TOF/MS

Esta subparte do trabalho foi realizada com intuito de identificar a
bactéria Xac por lonizacdo e Dessorcdo a Laser Assistida por Matriz associada ao
analisador de massas Tempo de Voo (MALDI-TOF/MS), bem como avaliar a
utilizacdo desta técnica como ferramenta de diagndstico do cancro citrico por
analise hierarquica de clusters (HCA) e pela deteccdo de macromoléculas
produzidos pela planta por um mecanismo de defesa ou por interacdo planta-

bactéria.

4.2.1 - Procedimentos experimentais

4.2.1.1 - Materiais e equipamentos
» Materiais em geral
v' Eppendorf;
Agua Mili-Q;
Acetonitrila;

AR NI

Acido trifluoracético;
v’ a-ciano-4-hidroxicinamico.
» Equipamentos
v Centrifuga Eppendorf 5804 R;
v Agitador magnético IKA VIBRAX VRX basic;
v" MALDI-TOF/MS Autoflex Speed Bruker.

4.2.1.2 - Metodologia dos experimentos

4.2.1.2.1 - Planejamento experimental das plantas

Para realizacdo do experimento foram utilizadas 4 plantas, sendo
cada planta subdividida em 3 ramos, contendo 0s seguintes tratamentos: T1
(folhas inoculadas com a bactéria das plantas sintomaticas do cancro citrico); T2
(regido com lesdo de algumas folhas a dois centrimetros da inoculacdo T1 de
cada ramo das plantas sintomaticas); T3 (uma folha com lesdo de cada ramo das

plantas sintomaticas); T4 (folhas somente com lesdo das plantas sadias,
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controle). Os tratamentos geraram um total de 84 amostras para extracdo das
macromoléculas e anélise por MALDI-TOF/MS (ESQUEMA 4.6).

Planta 1 Planta 2 Planta 3 Planta 4

4

X3 ramos X3 ramos X3 ramos X3 ramos
Planta 1 Planta 2 Planta 3 Planta 4
84 AMOSTRAS

ESQUEMA 4.6 - Planejamento experimental das plantas de C. sinenis para

extracao e analise das macromoléculas no MALDI-TOF/MS.

a) Procedimento parainoculacao de Xac nas plantas

As inoculagdes foram realizadas com suspensdo da bactéria Xac
(concentracéo do in6culo de aproximadamente 108 ufc/mL) com auxilio de seringa
com agulha a fim de simular o processo de infecgdo natural (bactérias que entram
na planta através dos estdmatos) (FIGURA 4.14). Os sintomas do cancro citrico
(c. c¢) foram marcados por qualguer modificacdo visual na lesdo. Apés 60 dias
(tempo em que as plantas estavam infectadas pela bactéria, e os sintomas
desenvolveram) as folhas foram coletas e congeladas a - 80 °C até realizacdo das
extracdes das macromoléculas para analise por MALDI-TOF/MS, conforme secédo
4.2.1.2.3.
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FIGURA 4.14 - Procedimento para inoculacdo da bactéria Xac nas folhas de C.

sinensis.

4.2.1.2.2 - Identificacédo rapida de Xac por MALDI-TOF/MS

A bactéria Xac foi diagnosticada rapidamente por MALDI-TOF/MS,
apos cultura em NBY (Nutrient Broth Yeast) solido por 24, 48 e 96 horas. Os
experimentos foram realizados utilizando a metodologia de espotagem direta
(esfregaco) das placas contendo a bactéria apdés os periodos de cultivo. As
condi¢Bes da analise foram: solucdo matrix contendo a-ciano-4-hidroxicinamico
dissolvido em 50% acetonitrila e 50% agua contendo 0,2% &cido trifluoracético;
aplicacdo de uma algada da colonia e =1uL de solucdo matrix; média de 27

repeticdes (espotagens) por experimento (ESQUEMA 4.7).

Aplicagéo por
esfregaco da amostra
+ 1pL matriz

colbénias de Xac
em NBY sélido

24,48 e 96 horas 96 aplicagdes por Analise no Maldi-Tof/MS

amostra modo linear (+)

ESQUEMA 4.7 - Procedimento para diagnostico de Xac por MALDI-TOF/MS.
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4.2.1.2.3 - Metodologia para extracdo das macromoléculas

O perfil de macromoléculas das plantas sintométicas do cancro
citrico e sadias, incluindo todos os tramentos descritos na secdo 4.2.1.2.1, foi
analisada por MALDI-TOF/MS. Foi utilizada a metodologia de extracdo com
agitacdo seguida de centrifugacdo para extracdo dos biomarcadores quimicos
(macromoléculas) na presenca (folhas inoculadas com a bactéria das plantas
sintomaticas do cancro citrico, T1) e auséncia (folhas somente com lesdo das
plantas sadias, T4) da bactéria. A metodologia de extracdo foi realizada seguindo
0S seguintes procedimentos: extracdo dos biomarcadores quimicos cortando
pequenos pedacos de cada folha (= 0,8 cm x 0,4 cm), as quais foram colocadas
em microtubos de 2 mL contendo 1,5 mL de 4gua. Em seguida as amostras foram
submetidas a agitacdo a 900 rpm por 2 horas em temperatura ambiente utilizando
um agitador IKA VIBRAX VRX basic. A suspensdo foi inserida para novos
microtubos de 2 mL e centrifugada em 12000 RPM por 4 minutos em 4 °C em
centrifuga eppendorf 5804 R. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e foi
adicionado 25 uL de agua Mili-Q (ESQUEMA 4.8).

A aplicacdo das amostras, sadias e com sintoma, foi realizada
pipetando 20 uL para serem aplicadas 1 uL em cada poc¢o da placa de Maldi.
Apés secagem, 1 ul da solucdo matrix também foi aplicada em cada poco
contendo as amostras. As solu¢gbes matrix foram preparadas com a-ciano-4-
hidroxicinamico dissolvido em 50% acetonitrila e 50% agua contendo 0,2% acido
trifluoracético; média de 20 repeticdes (espotagens) por tratamento (ESQUEMA
4.8).

Os tratamentos T2 (regido com lesdo de algumas folhas a dois
centrimetros da inoculacdo T1 de cada ramo das plantas sintomaticas) e T3
(folhas com lesdo de cada ramo das plantas sintomaticas) foram analisados

seguindo os mesmos procedimentos descrito anteriormente.
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1 pedaco Adigdo de 1,5 mL Supens&o em

0,8x0,4cm i L ‘
picotado H,0 Mili Q Agitagdo 900 RPM novos microtubos

por 2 horas

= & \iv;:’
I \

Aplicagdo 1uL Descarte Centrifugacéao
amoritar\?ri; lut sobrenadante e 12000 RPM
Anélise no Maldi-Tof/MS ad|c;a(|)v|?”55L H,0 4°C,4min
modo linear (+) 20 aplicagdes por
84 amostras X 20 = amostra

1680 espectros

ESQUEMA 4.8 - Metodologia de extracdo com agitacdo seguida de centrifugacéo
para identificacdo dos biomarcadores quimicos (macromoléculas) das plantas

sintomaticas do cancro citrico por MALDI-TOF/MS.

4.2.1.2.4 - Aplicacao da metodologia de extracdo em amostras do

campo

Um total de 44 amostras de folhas de C. sinensis em que 0 processo
de infecdo da bactéria Xac ocorreu naturalmente no campo (sem o procedimento
de inoculagéo artificial j& descrito na secdo 4.2.1.2.1a) foram selecionadas para
extracdo das macromoléculas, andlise por MALDI-TOF/MS e agrupamento
estatistico, seguindo as mesmas metodologias das amostras artificiais. 44
amostras de folhas sadias foram utilizadas como controle. As amostras foram
coletadas no dia 17/07/2014 na Unidade de Desenvolvimento Tecnolégico da
Cocamar, municipio de Guairaca, Estado do Paran4, sendo que o transporte foi

realizado ap0s armazenamento das mesmas em caixa térmica de isopor.
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4.2.1.2.5 - Andlise multivariada e parametros do MALDI

A andlise hierarquica de agrupamento (HCA) foi realizada utilizando
0 método linkage avarage com o programa MALDI Biotyper, usando os seguintes
parametros: Distance Measure (correlation); Max. Number of topel level nodes (0);
Score orented dendogram (marked); Score threshold value of single organism
(300); Score threshold value for related organism (0). Os MSPs (MALDI BioTyper®
Main Spectra) dos espectros das 84 amostras artificiais (tratamentos T1, T2, T3 e
T4) e das 88 amostras do campo foram criados, inclusive dos espectros da Xac
cultivada em 48 horas, e os mesmos foram utilizados para HCA. Para confirmar o
agrupamento das amostras artificiais sintoméaticas do cancro citrico, 4 MSPs de
todos os espectros de cada tratamento (T1, T2, T3 e T4) foram criados
separadamente.

4.2.1.2.6 - Diagnéstico por Reacdo de Polimerase em Cadeia
(PCR)

A confirmacao definitiva da presenca da bactéria nas plantas Citrus
sinensis foi realizada por meio da técnica Reacdo de Polimerase em Cadeia
(PCR). Uma regido especifica das folhas das respectivas plantas (1 folha para
cada planta sadia e 1 folha para cada planta infectada com sintoma) foi recortada
para analise e extracdo do DNA gendmico total (planta + bactéria ou planta
somente) conforme adaptacdo de MURRAY e THOMPSON  (1980),
DELLAPORTA et al., 1983 e COLETA-FILHO et al., 2006 e realizando a analise
de PCR (“polymerase chain reaction” - reacdo em cadeia pela polimerase) dos
extraidos a fim de verificar a presengca ou nao do micro-organismo. Mediante
auxilio de um pistilo de porcelana, os cortes de folhas foram macerados em
nitrogénio liquido e transferidos assepticamente para microtubos de 1,5 mL,
contendo 600 uL de tampéao de extracdo (NaCl 0,5 M; EDTA 0,05 M; Tris-HCI 0,1
M; pH 8,0; B-mercapoetanol 0,2%). ApO0s maceracdo foi adicionado em cada
microtubo 50 yL de SDS 20%, seguindo-se agitacdo durante um minuto e
incubacdo a 60 °C por 15 minutos. Posteriormente adicionou-se 300 uL de

acetato de sodio 5 M, agitou-se por um minuto e a mistura obtida foi lavada para
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centrifugacdo a 14000 rpm durante 10 minutos. Em seguida, 400 pL do
sobrenadante, obtidos da centrifugacgéo, foram transferidos para novos microtubos
contendo 400 uL de isopropanol. Uma breve agitacao foi realizada nos microtubos
e, em seguida, foram levados para centrifugacdo a 14000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi removido cuidadosamente do microtubo e junto ao precipitado
foram introduzidos 500 ul de etanol 70% em cada tubo. Os microtubos foram
submetidos a nova centrifugacéo a 14000 rpm durante 5 minutos. Por fim todo o
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco a temperatura ambiente e
ressuspendido em 50 ul de agua Milli Q autoclavada para obter o DNA da bactéria
(ESQUEMA 4.9).

1. Maceragéo c/ NL 1. Tampao de extragdo (600 uL) 15 min a 60 °C 1. 300 L acetato de sédio 14000 RPM por 10 min
2. agitagdo G
2. 50 pL SDS 20%

— s
A -]
& =l = &= =T

Gel de agarose 1%
em eletroforese

Termociclador 1. remocéo do

N 1. Descarte
(36 ciclos) do sobrenadante Sobrenadante 400 pL
isopropanol

2. Secar e adicionar 2 500 KL etanol (70%) 1. 14000 RPM
50uL agua MiliQ . or 10 min
autoclavada 3.14000 RPM por 5min P

Fotodocumentador

ESQUEMA 4.9 - Procedimento para identificacdo e extracdo do DNA de Xac da
planta e diagnéstico do cancro citrico por PCR. NL=Nitrogénio liquido; Tamp&ao de
extracdo=NaCl 0,5 M; EDTA 0,05 M; Tris-HCI 0,1 M; pH 8,0; B-mercapoetanol

0,2%; Acetato de sddio 5 M; Isopropanol armazenado em congelador -20°C.

Reacgdes de PCR (“Polymerase Chain Reaction”) foram realizadas
para amplificacdo do gene atpD (subunidade Fi-Fo da sintese do ATP)
“‘housekeeping genes”. Amplificagcbes do gene atpD foi conduzida com os
iniciadores (Primers), 5-GGG CAA GAT CGT TCA GAT-3' e 5-GCT CTT GGT
CGA GGT GAT-3’, descritos por AH-YOU e colaboradores (2009). As reacbes
foram realizadas em 50 pL (volume final), com 1 U de enzima DNA polimerase de
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alta fidelidade (Phusion, Finnzymes), tampé&o da enzima 1X, 0,2 mM de dNTPs,
0,5 uM de cada iniciador e 50 ng de DNA genémico. O programa utilizado para as
amplificacbes foi realizada seguindo a programacao: 98°C/30 s; 35 ciclos a
98°C/10 s, 68°C/15 s e 72°C/15 s; e 72°C/10 min. Todas as amplificacdes foram
realizadas em termociclador Eppendorf modelo Mastercycler. Os produtos
gerados foram analisados em gel de agarose 1%, corado com brometo de etideo

(0,1 Pg/mL), visualizados em luz ultravioleta e fotodocumentado.

4.2.2 - Resultados e Discussao

As andlises por MADL-TOF de Xanthomonas axonopodis pv. citri
(Xac 306) permitiram identificar a bactéria em nivel de género com garantia e em
nivel da espécie Xanthomonas axonopodis com boa probabilidade nas col6nias
provenientes de 48 horas de cultivo (espotagens e identificacbes em verde)
(FIGURAS 4.15b e 4.16b). Em algumas repeticbes (espotagens), a identificacao
se deu apenas em nivel de género com boa probabilidade (espotagens e
identificagbes em amarelo) (FIGURA 4.16b). Quando a bactéria foi cultivada por
24 horas, em apenas uma repeticdo (espotagem) foi possivel realizar a
identificacdo em nivel de género com boa probabilidade (espotagem em amarelo)
(FIGURA 4.16a), porém nas demais espotagens nado foi possivel identificar
confiavelmente a bactéria em nivel de género nem de espécie (espotagens e
identificacbes em vermelho) (FIGURAS 4.15a e 4.16a). O mesmo foi observado
guando a bactéria foi cultivada por 96 horas (FIGURAS 4.15c e 4.16c¢). Isso se
justifica pelo fato de Xac 306 atingir a fase estacionaria de crescimento no meio
NBY em 48 horas de cultivo, por isso levou a um espectro com muitos ions
(FIGURA 4.15b), os quais sado similares aos de “Xanthomonas axonopodis”
(FIGURA 4.16b).
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FIGURA 4.15 - Perfil de macromoléculas de Xac necessario para a identificacao

da bactéria por MALDI-TOF/MS.
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FIGURA 4.16 - Diagnéstico de

MALDI Biotyper.
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Xac por MALDI-TOF/MS, utilizando o software

Espectros de massas representativos das amostras de folhas em

que o processo de inoculacao foi realizado artificialmente estdo descritos nas

FIGURAS 4.17a e 4.17b. Alguns sinais das macromoléculas extraidas dos

tratamentos em que foram inoculadas a bactéria (folhas com sintoma) (FIGURA

4.17b) foram diferenciadas das andlises dos tratamentos das plantas sadias

(FIGURA 4.17a), poréem as mesmas diferencas ndo ocorreram em todas

repeticbes. Em algumas repeticOes, foi possivel observar, principalmente, ions

presentes apenas nas plantas sintomaticas (em vermelho) e ions caracteristicos

da bactéria Xac cultivada por 48 h (em azul).
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FIGURA 4.17 - Principais ions (macromoléculas biomarcadoras) que caracterizam
a presenca da bactéria em plantas sintomaticas do cancro citrico. Sadia-T4 (uma
folha da planta sadia), Sintomatica-T1 (uma folha da planta sintomética). Em
verde (ions presentes nas plantas sadias e sintomaticas); em vermelho (ions
presentes apenas nas plantas sintomaticas); em azul (ions presentes apenas nas
plantas sintomaticas e na bactéra Xac apés 48 h de cultivo), em laranjeira péra
(ion presente nas plantas sadias, sintomaticas e em Xac ap0s 48 h de cultivo.
Obs: Os espectros das figuras acima séao sobreposicdes de 20 espectros de uma

amostra sadia e 20 espectros de uma amostra sintomatica.

Os MSPs (MALDI BioTyper® Main Spectra) contendo os expectros
das 84 amostras das folhas das plantas e de Xac cultivada por 48 horas foram
criados para realizacdo da andlise hierarquica de agrupamentos (HCA) (FIGURAS
4.18 a 4.20). Houve a formacédo de 4 grupos no nivel de distancia em 500, sendo
possivel diferenciar a maior parte das amostras contendo os tratamentos com

inoculacdo da bactéria (cédigos iniciando com PC e terminando com T1) dos
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tratamentos em que ndo foram inoculadas a bactéria (cédigos iniciando com PS e
terminando com T4). No entanto, o0 HCA nao diferenciou estatisticamente os
tratamentos com caédigos finalizando em T2 (regido com lesdo de algumas folhas
a dois centrimetros da inoculacdo T1 de cada ramo das plantas sintomaticas) e
T3 (uma folha com lesédo de cada ramo das plantas sintomaticas) (FIGURAS 4.18
a 4.20).

Quando a analise estatistica foi realizada somente com os MSPs
dos tratamentos T1; T2; T3 e T4, foi possivel comprovar que o HCA diferenciou
claramente o tratamento T1 (contendo as amostras de folhas com sintoma do
cancro citrico) dos demais tratamentos, sendo que os tratamentos T2; T3 e T4

agruparam-se em um unico grupo (FIGURA 4.21).
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FIGURA 4.18 - Analise hierarquica de agrupamentos (HCA) das 84 amostras
(tratamentos T1, T2, T3 e T4) e de Xac cultivado em 48 horas. T1 = folhas das
plantas com sintomas do cancro citrico; T4 = folhas das plantas sadias; T2 =
regido da lesdo com seringa a 2 cm da inoculagcdo da bactéria nas folhas das

plantas com sintoma; T3 = Folhas com lesé&o feita com seringa somente.
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FIGURA 4.19 - Ampliacdo e grupos da andlise hierarquica de agrupamentos
(HCA) das 84 amostras (tratamentos T1, T2, T3 e T4) e de Xac cultivado em 48
horas. T1 = folhas das plantas com sintomas do cancro citrico; T4 = folhas das
plantas sadias; T2 = regido da lesdo com seringa a 2 cm da inoculagdo da
bactéria nas folhas das plantas com sintoma; T3 = Folhas com leséo feita com

seringa somente.
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FIGURA 4.20 - Ampliacdo e grupos da andlise hierarquica de agrupamentos
(HCA) das 84 amostras (tratamentos T1, T2, T3 e T4) e de Xac cultivado em 48
horas. T1 = folhas das plantas com sintomas do cancro citrico; T4 = folhas das
plantas sadias; T2 = regido da lesdo com seringa a 2 cm da inoculagdo da
bactéria nas folhas das plantas com sintoma; T3 = Folhas com leséo feita com

seringa somente.
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FIGURA 4.21 - Analise hierarquica de agrupamentos (HCA) dos tratamentos T1,
T2, T3 e T4. T1 = folhas das plantas com sintomas do cancro citrico; T4 = folhas
das plantas sadias; T2 = regido da lesdo com seringa a 2 cm da inoculagéo da
bactéria nas folhas das plantas com sintoma; T3 = Folhas com leséo feita com

seringa somente.

A andlise estatistica, HCA, nas 88 amostras de folhas oriundas do
campo (44 sadias e 44 com sintoma em que o processo de infeccdo ocorreu
naturalmente) estd ilustrada nas FIGURAS 4.22 e 4.23. Houve a formacao de dois
grupos, no nivel de distancia maximo, sendo possivel diferenciar o tipo de
amostra com uma probabilidade estatistica de 100% para as 88 amostras
aplicadas. O agrupamento mostrou claramente que as amostras de folhas
sintomaticas agruparam-se em outro grupo diferente das amostras de folhas
sadias. MSP de Xac cultivada por 48 horas agrupou junto com grupo das folhas
sintomaticas (FIGURA 4.23). Esses resultados sugerem que a técnica MALDI-
TOF/MS pode ser utilizada para diagnostico rapido do cancro citrico em folhas de

L. Péra.
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FIGURA 4.22 - Analise hierarquica de agrupamentos (HCA) das 88 amostras de
folnas de C. sinensis do campo. Grupo em vermelho e preto representa as
amostras de folhas com sintoma do cancro citrico (codigos iniciando em PC);
grupo em azul representa as amostras de folhas do campo sadias (cédigos

iniciando em PS).
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FIGURA 4.23 - Analise hierarquica de agrupamentos (HCA) das 88 amostras de
folhas de C. sinensis do campo e Xac cultivada por 48 horas. Grupo em vermelho
e preto representa as amostras de folhas com sintoma do cancro citrico (codigos
iniciando em PC) e Xac cultiva por 48 horas, respectivamente; grupo em azul

representa as amostras de folhas do campo sadias (codigos iniciando em PS).
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O diagnodstico do cancro citrico foi realizado por PCR utilizando
aleatoriamente 1 folha de cada planta (em que a bactéria foi inoculada) com
sintomas do cancro citrico. Folhas das plantas sadias foram utilizadas para
comparacdo. A amplicacdo do fragmento 747 pb, referente ao gene atpD
(subunidade Fi-Fo da sintese do ATP) (fragmento especifico da regido do DNA de
Xac), mostra a presenca da bactéria nas folhas sintomaticas, comprovando a
identidade da bactéria em estudo (FIGURA 4.24).

M A B C D E F G H |

M- Marcador de peso molecular 100 pb Invitrogen™
A, B, C, D - Plantas sadias

E, F, G, H — Plantas incoluladas com sintoma

| — Controle negativo

FIGURA 4.24 - Diagndstico do cancro citrico, por PCR, das plantas utilizadas no
experimentos com o MALDI-TOF/MS.
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5 - Parte 2: Estudo quimico da bactéria X. axonopodis pv. citri
buscando isolar e/ou identificar possiveis compostos

sinalizadores

Esta parte do trabalho refere-se ao estudo quimico da linhagem
selvagem de Xac 306, visando conhecer a quimica da bactéria isolando e/ou
identificando possiveis “moléculas” sinalizadoras, assim como outros compostos

importantes produzidos pelo micro-organismo.

5.1 - Procedimentos experimentais

5.1.1 - Materiais e equipamentos
» Materiais em geral

v' Beckers, Erlenmeyers e Tubos Falcon 50 mL;

v" Colunas HPLC analitica Agilent SB-C18 (250 x 4,6 mm, 5 um de tamanho
de particula); Phenomexex Luna® Phenyl-Hexyl (150 x 4,6 mm, 10 um de
tamanho de particula) e Phenomex Gemini® C18 (150 x 4,6 mm, 5 um de
tamanho de particula);

v" Coluna HPLC semi-preparativa Phenomexex Luna® Phenyl-Hexyl (250 x

7,0 mm, 10 um de tamanho de particula);

Filtros com membrana PVDF e PTFE 0,45 e 0,22 um;
Pipetadores semi-automaticos Gilson;

Papel de filtro INLAB tipo 10, porosidade 3,0 um;
Solventes comerciais destilados no DQ — UFSCar;
Solventes Deuterados da Merck e Aldrich 98-99,9%;
Solventes grau HPLC.

AN N N N SN

» Materiais e reagentes utilizados para o isolamento, identificacdo, cultivo

e conservacao do micro-organismo Xac

Estes materiais e reagentes foram os mesmos descritos na secéo 4.1.1.1.

» Equipamentos

v" Autoclave vertical Phoenix AV 75;
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v Balancas analitica e semi-analitica, BEL ENGINEERING e outra Balanga
Analitica Sartorius modelo BP 210S;

v' Camara de Fluxo Laminar Veco VL FS-12M;

Centrifuga com sistema de refrigeracdo, Eppendorf modelo 5810R;

v' Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Shimadzu modelo SCL-10A VP

\

com valvula para reciclo, com injetor Rheodyne modelo 7725i e bomba
Shimadzu modelo LC-10AD. Detector UV-Vis;

v" Cromatégrafo Liquido de Alta Eficiéncia Agilent Technologies modelo 1200,
equipado com bomba quaternaria G1311A, degaseificador G1322A,
amostrador automatico G1329A e detector de Ultravioleta G1314B. O
equipamento esta acoplado a uma interface G1369A e os cromatogramas
foram registrados através do softwareEZCrom Ellite;

v' Espectrdbmetro de Ressonancia Magnética Nuclear (Bruker), DRX 400
Bruker (9,4 Tesla);

v' Evaporador rotatério BUCHI, rotavapor R-114 e R-200, equipado com
banho BUCHI B-480 e 490, respectivamente. Recirculador refrigerado
NESLAB, modelo CFT-25 mantido a 5°C;

v' LC-MS/MS: Agilent Technologies 1200 acoplado a um espectrometro de
massas com analisador triplo quadrupolo, modelo APl 2000 (Applied
Biosystems MDS SCIEX), foi utilizada a ESI como fonte de ionizagao;

v' Cromatégrafo de fase gasosa acoplado ao espectrobmetro de massas de

baixa resolucdo Shimadzu GC-MS QP5000;

Espectrofotdmetro FEMTO 700 Plus;

Estufa Incubadora (B.O.D.) Fanem — 347 CD;

Microscopio binocular modelo L.2000A;

AR NEENEEN

Purificador de agua por Osmose Reversa, modelo PRO 4000, KEMFLO.

5.1.2 - Metodologia dos experimentos
5.1.2.1 - Procedimento para cultivo da bactéria e obtencéo do

sobrenadante e células bacterianas

Os experimentos de cultivo da bactéria foram realizados no

Laboratério de Bioensaios do Departamento de Quimica da UFSCar. A bactéria, a
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gual foi cedida pelo Dr. Marcos Antdnio Machado, foi recuperada de cultura
permanente (preservada em glicerol a —80 °C), cultivada em meio sdélido NBY
(contendo por litro 5,0 g peptona, 3,0 g extrato de carne, 2,0 g extrato de
levedura, 2,0 g K2HPO4, 0,5 g KH2PO4 e 16 g de agar bacteriologico) e repicada
para NBY liquido (contendo por litro 5,0 g de peptona fitona, 3,0 g de extrato de
carne, 2,0 g de extrato de levedura, 2,0 g de K2HPO4 e 0,5 g KH2PO4 em pH =
7,2). Apo6s os cultivos bacterianos em larga escala atingirem a fase estacionaria
de crescimento (aproximadamente DOsoonm = 2,0), encontrando-se em maior nivel
populacional, o meio contendo a massa bacteriana foi centrifugado a 12.000 RPM
a 4°C por 10 minutos a fim de obter o sobrenadante e as células bacterianas
(ESQUEMA 5.1).

LN

colbnias de Xac
em NBY sdlido

cultivo de Xac
em NBY liquido

centrifugacéo cultura
liquida

ESQUEMA 5.1 - Procedimento para obtencdo do sobrenadante e células

bacterianas.

5.1.2.2 - Obtencéao e fracionamento dos extratos do sobrenadante

e das células da bactéria cultivada em meio NBY

O sobrenadante foi avaliado pelo processo de extracdo liquido-
liquido utilizando solventes organicos comercias. Primeiramente, foi separada

uma aliquota do sobrenadante (300 mL) e a mesma foi submetida a extracédo
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liguido-liquido com hexano, que apds concentracdo em rotaevaporador gerou o
extrato codificado EXSXHE. O restante do sobrenadante foi extraido com acetato
de etila, gerando o extrato denominado EXSXAC (ESQUEMA 5.2). O residuo
celular (células bacterianas) foi colocado em etanol e submetido a extracao por
trés vezes sucessivas, sendo cada extragdo com intervalo de 24 horas.
Posteriormente, foi realizada a concentragcdo em rotaevaporador de todas as
extracOes, dando origem ao extrato etandlico que foi ressuspendido em MeOH e
extraido com hexano para gerar os extratos denominados EXPH e EXPM das
células bacterianas (ESQUEMA 5.2 e TABELA 5.1).

Cultivo Xac 306

NBY liquido (6L)

f Centrifugagio 12.000 rpm | =~
(4 °C) por 10 min \__5
\ll 300 mL do

= brenadant
8§ Sobrenadante > Ex. hexanico Células bacteriana
|1. Extracdo AcOEt (EXSXHE) (“pellet”)

2. Concentracdo 1. Extracio EtOH 3x24H
i J; 2. Filtragdo e Concentragio

(EXSXAC)

1. Resuspensio MeOH
2. Extragdo hexano

Ex. MeOH
(EXPM)

Ex. hexanico

(EXPH)

ESQUEMA 5.2 - Obtencdo dos extratos do sobrenadante e das células
bacterianas.

5.1.2.2.1 - Fracionamento da fase aquosa

A fase aquosa foi particionada com hexano para obtencdo do
subextrato denominado EXSXHEA (ESQUEMA 5.3). Esta etapa de extracao foi
realizada com o intuito de extrair alguns compostos apolares que néo
apresentaram um bom coeficiente de particAo em acetato de etila e também para
ser possivel avaliar o perfil de alguns compostos sollveis na fase aquosa por GC-
MS. Da fase aquosa residual foi realizada uma extracado com n-butanol gerando o
extrato denominado EXSXBU, porém o estudo deste extrato ndo foi iniciado
(ESQUEMA 5.3.).
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Fase aquosa

3. Extr. n-ButOH | 1. Extragdo n-hexano
4. Concentr. 2. Concentragao

Ex. n-ButOH Subex. Hexanico
(EXSXBU) (EXSXHEA)

ESQUEMA 5.3 - Fracionamento da fase aquosa do sobrenadante de Xac.

TABELA 5.1 - Massas obtidas dos extratos do sobrenadante e das células

bacterianas de Xac.

Extratos Cédigo do extrato * Massa (mgQ)
EXSXHE 6,4
EXSXHEA 3,5
Sobrenadante
EXSXAC 172
EXSXBU 9924
EXPH 3,5

Células bacterianas
EXPM 270,7

* vide Esquema 5.2.

5.1.2.2.2 - Fracionamento do extrato metandlico das células

bacterianas (“pellet”)

O extrato metandlico das células bacterianas (EXPM) foi
ressuspendido com MeOH:H20 (3:1) e posteriormente submetido ao processo de
extracdo por meio de particéo liquido-liquido com acetato de etila (AcOEt) para a
obtencdo das fracdo denominadas FXPAC e FXPHA. A fracdo acetato de etila
(FXPAC) foi submetida & cromatografia por adsorgcdo utilizando como fase
estacionaria silica gel e como fase mével um gradiente de solventes em ordem
crescente de polaridade (hexano, acetato de etila e metanol), gerando 12
subfracdoes (ESQUEMA 5.4).
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EXPM
(271 mg)

1. Ressuspens&o com MeOH: H,O (3:1)
2. Extragdo com AcOEt

FXPAC FXPHA
(59 mg) (210 mg)

Cromatografia por adsorgéo

Silica gel (230 — 400 Mesh)

@ =1,5cm: h=48,5cm

Eluig&o: hexano:AcOEt (1:1) — 100% MeOH

PACL PACS5
PAC3 48mg) PACS PAC10-11
6 m9) (8,5 mg) (7.9 mg) (5 mg)
*Substancias 7-9 e
I PAC2 I v 10.1-10.8 PAGT PAC9 PAC12
(6 mg) PAC4 (4,8 mg) (6,9 mg) (5.3 mg)

(4 mg)
PAC6
(3,7mg)
v
*Substancias 7-9 *Substancia 11
(4 mg) (1,1 mg)

ESQUEMA 5.4 - Resumo da particdo do extrato metandlico do “pellet” (EXPM) e

fracionamento da fracdo FXPAC.

A partir da subfragdo PAC4 foram isoladas as substancias cis-13-
docosenamida (7), cis-9-octadecenamida (8), octadecanamida (9) em forma de
cristais (ESQUEMA 5.4).

Na subfragdo PAC5 também foram isoladas as substancias 7-9,
além das substancias 10.1 — 10.8 (mistura de amida, acidos graxos e alcanos
identificadas por GC-MS) em forma de soélido branco cristalino (ESQUEMA 5.4).

Na subfragcdo PAC7 foi isolada a uracila (11) em forma de solido
rosa claro (ESQUEMA 5.4).

5.1.2.3 - Determinacédo da posicao da ligacdo dupla das amidas de

acidos graxos

A recéo foi realizada com modificagcdes das metodologias descritas
por VICENTI et al., 1987 e POMINI et al., 2009. A um frasco de vidro de 10 mL
adicionou-se 0,5 mg da subfracdo PAC4 (Fracionamento descrito na secao
5.1.2.2.1) das células bacteriana e 1,0 mL de dissulfeto de dimetila (DMDS). Em

seguida, adicionou-se 80 uL de solugéo de iodo (60 mg/mL em éter etilico 99,7%
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de marca vetec). O frasco foi fechado com tampa de teflon e vedado com
parafilme. O sistema permaneceu sob agquecimento em banho de 6leo e agitacdo
magnética a 60 °C por 24 horas. ApOs este periodo, adicionou-se ao meio
reacional 3 mL de hexano grau HPLC e 3 mL de solucéo de tiossulfato de sodio
5%. A mistura foi agitada magneticamente com vigor durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, a fase orgéanica foi separada e a fase aquosa
foi extraida com hexano (2 X 3 mL). As fases organicas reunidas foram secas sob
sulfato de sodio anidro, filtradas e evaporadas sob fluxo de nitrogénio.
Posteriormente, a amostra derivatizada foi analisada por GC-MS para obtencao
de fragmentos de ions que caracterizam a posicao da ligacao dupla das amidas.

5.1.2.4 — Desenvolvimento de um método por HPLC para analise

das fracdes

O desenvolvimento do método cromatografico por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC) no modo reverso para algumas fracdes obtidas
foi iniciado utilizando um gradiente exploratério para decidir se seria possivel
utilizar uma eluicdo gradiente ou isocratica para as amostras. Os compostos das
amostras tiveram uma grande distribuicdo de banda, com tempos de retencao
baixos e altos (SNYDER & DOLAN, 1996), e por isso a eluicdo gradiente foi
empregada.

Com o intuito de encontrar uma melhor separagao (resolucdo) dos
compostos provenientes dos extratos ou fragdes, foram utilizadas diferentes fases
mdveis e estacionarias. Preliminarmente, as andlises foram realizadas utilizando
uma varredura de comprimento de onda entre 190 — 500 nm para determinar o
melhor comprimento de onda em que grande parte dos compostos absorve,

sendo escolhido 210 nm para a maioria das amostras (TABELA 5.2).
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TABELA 5.2 - Condi¢Bes cromatograficas utilizadas para analise dos extratos ou

fracOes da bactéria Xac.

Condigéo | Coluna Parametros cromatograficos

1A 5% de MeOH, 5-50% em 55 min. 50-100% em 5 min.,
isocratico 100% por 10 min., vazdo 1 mL/min. A = 210
Agilent SB-C18 (250 x | nm, Vinj = 20pL, [] = 1 mg/mL.

1B 4,6 mm), 5 um 5% de ACN, 5-50% em 55 min. 50-100% em 5 min.,

isocratico 100% por 10 min., vazdo 1 mL/min. A = 210

nm, Vinj = 20uL, [] =1 mg/mL.

2 Phenomexex Luna® | 5% de ACN, 5-50% em 55 min. 50-100% em 5 min.,
Phenyl-Hexyl (150 x | isocratico 100% por 10 min., vazao 1 mL/min. A = 210
4,6 mm), 10 um nm, Vinj = 20uL, []=1 mg/mL.

3 Phenomexex Luna® | Isocratico: H20:ACN (90 % / 10%) vaz&o 3,5 mL/min.
Phenyl-Hexyl (250 x [ A=210 nm, Vinj =150 uL, [] =40 mg/mL.
7,0 mm), 10 um

4A 5% de ACN, 5-50% em 40 min, 50-100 em 2 min,

oh Gemini® isocratico 100% por 4 min., vazéo 0,8 mL/min. A = 290
enomex emini

C18 (150 x 4,6 mm), 5
4B 5% de ACN, 5-25% em 4 min, 25-60 em 21 min, 60-
pm

nm, Vinj = 20pL, [] =1 mg/mL.

100 em 1 min, isocratico 100% por 4 min., vazdo 0,8
mL/min. A =290 nm, Vinj = 20yuL, [] =1 mg/mL.

5.1.2.4.1 - Coleta de fragcbes do sobrenadante de Xac por HPLC

semi-preparativo

Inicialmente foi utilizada a coluna Agilent SB-C18 (250 x 4,6 mm), 5
pum, sendo feita uma eluicdo com H20:MeOH (condi¢cdo 1A), porém houve uma
interferéncia do MeOH, devido o melhor comprimento de onda ser baixo, 210 nm.
Dessa forma, acetonitrila (ACN) foi usado como modificador organico, pois 0 uso
da mistura H20:ACN como fase mével geralmente € menos viscosa e permite a
utilizacao de valores baixos de comprimento de onda no UV para deteccdo dos
compostos. Por este motivo, a condicdo 1B (TABELA 5.2) permitiu melhores
separacdes para 0os compostos de alguns extratos da bactéria Xac.

Para isolar alguns compostos do extrato acetato de etila do
sobrenadante (EXSXAC), a melhor condicdo foi a 3 (TABELA 5.2). Foi realizado

um fracionamento de 70 mg do extrato por HPLC semi-preparativo Shimadzu 10A
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utilizando uma coluna Phenomexex Luna® Phenyl-Hexyl (250 x 7,0 mm), 10 um e
H20:ACN como fase movel na proporcao de 90%/10% (TABELA 5.2 e ESQUEMA
5.5).

Ex. AcOEt
(70 mg)
HPLC prep
Coluna: PH 25 x 0,70 cm; Coluna: PH 25 x 0,70 cm (10 pm);
isocratico MeOH (100%), A = 210 nm__ | isocratico H,0:ACN (90/10) A = 210 nm
A 4 A 4
F13
F14 F1-F13 |—> (18,1 mg)
(4,7 mg)
l Y ‘l‘ ‘l’
Substancia 1* Substancia 2* Substancia 3* Substancia 4*
(5,9 mg) (4,2 mg) (3,8 mg) (1,5 mg)

ESQUEMA 5.5 - Fracionamento do extrato acetato de etila (EXSXAC) do

sobrenadante. * Fra¢cdes contendo substancias puras ou semipuras.

5.1.2.4.2 - Coleta de fragcOes e subfracbes do sobrenadante de

Xac por HPLC analitico

O subextrato hexénico do sobrenadante EXSXHEA e a fragdo F14
foram analisados em equipamento HPLC analitico Agilent 1200, inicialmente na
concentracdo de 1 mg/mL (FIGURA 5.1a e 5.2a) e posteriormente na
concentracdo de 9,4 mg/mL (FIGURA 5.1b e 5.2b) para as coletas das fracfes.

Para EXSXHEA a melhor condigdo (em 1 mg/mL) apresentada foi a
4A, enquanto que para a fragdo F14 a melhor condicdo (em 1 mg/mL) foi a 4B
(TABELA 5.2).

A coleta das fragbes destacadas no cromatograma da FIGURA 5.1b
foi realizado a partir de 15 injecdes de 2,8 mg do subextrato hexanico do
sobrenadante EXSXHEA dissolvido em 300 pL de solvente (concentracdo de 9,4
mg/mL). O volume de amostra injetado em cada repeticdo foi de 15 pL. A
separacdo cromatografica foi realizada com eluicdo gradiente em HPLC Agilent
1200 no modo analitico utilizando como fase estacionaria uma coluna C18, a

mesma coluna ja descrita na condicdo 4A (TABELA 5.2). As bandas
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cromatograficas foram monitoradas na regido do ultravioleta no comprimento de
onda A = 290 nm as quais podem ser observadas no cromatograma na FIGURA
5.1a. As massas de cada fracdo coletada estéo descritas na TABELA 5.3.

A coleta da fracdo 2 no tempo de retencdo 13,85 minutos
proporcionou o isolamento da substancia quinolina-4-carboxaldeido (5) (sendo

que a mesma apresentou-se minoritaria em mistura).

* /
11111 E “"‘,“'J‘N" ’ e rﬂ . J \, f\, N /\\.My e, ﬂ . ‘,ﬂ”M“J\MM\/’\,\

FIGURA 5.1 - Cromatograma da eluigdo gradiente do extrato “EXSXHEA” de Xac
306 em 1 mg/mL (a) e 9,4 mg/mL (b). Condi¢des cromatogréficas: 5% de ACN, 5-
50% em 40 min, 50-100 em 2 min, isocratico 100% por 4 min., vaz&o 0,8 mL/min.
A =290 nm, Volume de injegdo = 15pL, coluna Phenomex Gemini® C18 (150 x 4,6

mm), 5 pm. Obs: Linha vermelha em (a) representa o extrato branco sem a bactéria. * subfragédo

contendo substancias em mistura. As demais fragcbes coletadas n&o proporcionaram o isolamento

de nenhuma substancia de interesse e/ou ndo houve massa suficiente para identifica-las.
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TABELA 5.3 - Massas obtidas das fracdes coletadas do subextrato hexanico do
sobrenadante (EXSXHEA).

Tempo de Fracéo Massa

retencédo (min) (banda) (mg)
12,80 1 1,8
13,85 2 0,3
16,60 3 -
19,10 4 -
22,80 5 0,4

- : Nao determinada, pois ndo houve massa suficiente para pesagem.

A coleta das subfracGes destacadas no cromatograma da FIGURA
5.2b foi realizado a partir de 21 injecOes de 4,7 mg de F14 dissolvida em 500 pL
de solvente (concentracao de 9,4 mg/mL). O volume de amostra injetado em cada
repeticdo foi de 20 pL. A separacdo cromatogréafica foi realizada com eluicdo
gradiente em HPLC analitico utilizando como fase estacionaria uma coluna C18.
As bandas cromatogréficas foram monitoradas na regido do ultravioleta no
comprimento de onda A = 290 nm (Condicdo 4B da Tabela 5.2). As massas de

cada subfracéo coletada estédo descritas na TABELA 5.4.
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FIGURA 5.2 - Cromatograma da eluu;ao gradlente da fragédo “F14” de Xac 306 em

1 mg/mL (a) e 9,4 mg/mL (b). Condi¢des cromatogréficas: 5% de ACN, 5-25% em
4 min, 25-60 em 21 min, 60-100 em 1 min, isocratico 100% por 4 min., vazéo 0,8
mL/min. A = 290 nm, Volume de injecdo = 20yL, coluna Phenomex Gemini® C18

(150 x 4,6 mm), 5 um. Obs: Linha vermelha em (a) representa o extrato branco sem a

bactéria. * subfracdo contendo mistura de pelo menos 2 substancias. As demais subfracdes
coletadas néo proporcionaram o isolamento de nenhuma substancia de interesse e/ou ndo houve
massa suficiente para identifica-las.

TABELA 5.4 - Massas obtidas das subfragdes coletadas de “F14”.

Tempo de Subfragao Massa
retencao (min) (banda) (mg)
8,80 1 0,1
12,80 2 1,8
15,25 3 1,1
16,45 4 -
18,25 5 -
20,85 6 1,1

- - Nao determinada, pois n&o houve massa suficiente para pesagem.
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A coleta da subfracdo 3 no tempo de retencdo 15,25 minutos

proporcionou o isolamento da substancia ciclo (Phe-Phe) (6), porém em mistura.

5.1.2.5 - Crescimento de Xac em meio de cultivo “pobre” em

nutrientes (Czapeck modificado)

A bactéria foi cultivada em meio pobre em nutrientes, Czapeck
modificado, o qual contém apenas glicose como fonte de carbono e nitrato de
sédio (NaNOs) como fonte de nitrogénio. Inicialmente, foi realizado ensaio
preliminar para verificar se a bactéria cresce o suficiente ap0s ser repicada para
Czapeck liquido. Para isto, a bactéria foi recuperada de cultura permanente
(preservada em glicerol a —80 °C), cultivada em meio Czapeck sélido (3 g de
glicose, 0,6 g NaNOs, 0,2 g de K2HPO4, 0,1 g de MgS04.7H20, 0,1 g de KCL,
0,002 g de FeS04.7H20, 200 mL de 4gua destilada e 3,2 g de &gar bacteriolégico)
por 5 dias (FIGURA 5.3) e repicada para Czapeck liquido (3 g de glicose, 0,6 g
NaNOs, 0,2 g de KzHPO4, 0,1 g de MgS04.7H20, 0,1 g de KCL, 0,002 g de
FeS04.7H20 e 200 mL de agua destilada) em tubos de ensaio (FIGURA 5.4).

FIGURA 5.3 — Aspecto da bactéria X. axonopodis pv. citri, apés 5 dias de cultivo

em meio Czapeck solido. Setas indicam as colénias bacterianas.

A bactéria ndo cresceu o suficiente no meio Czapeck liquido a fim de
avaliar a curva de crescimento por meio da medida de DO, ou seja, as
densidades épticas (DO) de Xac (meio Czapeck liquido + Xac) praticamente n&o
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diferiram do controle (meio Czapeck liquido) no inicio do experimento (12 e 24
horas) nem mesmo apds 4, 8 e 85 dias de crescimento. Comparando visualmente
Xac (meio Czapeck liquido + Xac) e meio Czapeck liquido em tubos de ensaio
apos um longo periodo de 85 dias de crescimento também ficou evidente que a

bactéria ndo cresceu bem no referido meio de cultivo (FIGURA 5.4).

P

FIGURA 5.4 — Aspecto da bactéria X. axonopodis pv. citri apds 85 dias de cultivo
em meio Czapeck liquido. a: meio Czapeck liquido + Xac; b: meio Czapeck liquido
(controle).

Como a bactéria ndo se desenvolveu bem no meio Czapeck liquido,
nao foi possivel realizar o estudo quimico da mesma em grande escala utilizando
o referido meio. Alternativamente, o estudo de Xac 306 foi realizado em
microescala (na placa contendo a bactéria cultivada em meio Czapeck sélido
modificado) por meio de extragdo com metanol/H20 (4:1) (2x de 24 horas),
seguida de limpeza com hexano e particho com acetato de etila, para
identificacdo e confirmacéo de algumas dicetopiperazinas produzidos pelo micro-
organismo, porém neste meio isento de aminoacido. Posteriormente, os extratos
foram analisados por LC Agilent 1200 hifenado a um espectrometro de massas
com analisador triplo quadrupolo modelo APl 2000 (Applied Biosystems MDS
SCIEX) utilizando ESI (Electrospray) como fonte de ionizagdo. As discussodes

desses resultados estéo descritas na se¢céo 5.2.5.
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5.1.2.6 - Aplicacdo da cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas (GC-MS) nas analises das amostras

As amostras provenientes das fracfes ou substancias puras foram
analisadas em um cromatografo a gas GC-17A (Shimadzu Corporation, Kyoto,
Japan), hifenizado a um espectrdmetro de massas (GC-MS) QP5000. O gas de
arraste foi hélio (99.999%). A deteccdo por massas foi realizada num intervalo de
45-550 Da. Os compostos foram identificados da mesma forma que a secéo

4.1.1.2.5, assim como, por interpretacdo dos espectros de massas.

5.2 - Resultados e Discussoes

5.2.1 - Anadlise dos extratos e/ou fragcbes por GC-MS

O extrato hexanico do sobrenadante analisado por GC-MS mostrou
a presenca de 10 compostos (FIGURA 5.5 e TABELA 5.5). Foram identificados: 6-
metil-hepten-2-ol; ciclohexanometanol; 2-feniletanol; os alcanos n-octadecano e n-
eicosano; e o éster de acido graxo hexadecanoato de metila. Pela andlise do perfil
de fragmentacédo (intensidade relativa dos principais fragmentos de ion, m/z) e
pela presenca do ion base m/z 70, observou-se que a bactéria também produz
alguns compostos da classe dicetopiperazinas (DKP) contendo prolina em sua
estrutura, porém nao foi possivel identifica-las. O composto 2-feniletanol ja tinha
sido identificado em outra espécie de Xanthomonas por WEISE et al., 2012.
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FIGURA 5.5 - Cromatograma de ions totais (TIC) do extrato hexanico do
sobrenadante EXSXHE e do controle obtido por GC-MS. Condicdes
cromatograficas: coluna OPTIMA 5-MS 30 m x 0,25 mm, ID., 0,25 um rampa de
80° C (1 min.) (10° C/min)-260° C (15 min.). Injetor: 240° C, Detector: 260° C; He-
1,2 mL/min.

TABELA 5.5 - Constituintes quimicos do extrato hexanico do sobrenadante
EXSXHE.

Pico Composto IR IR-lit  m/z (%) ions

3 6-metil-hepten-2-ol 939 958 45 (100), 57 (34), 85 (31), 61 (12)
4 cicloexanometanol 955 *x 55 (100), 83 (65), 53 (49), 67 (48)
10 2-feniletanol 1111 1106 91 (100), 92 (49), 59 (41), 58 (35)
18 octadecano 1795 1800 57 (100), 71 (39), 85 (24), 99 (15)
19 DKPNI 1813 - 70 (100), 154 (58), 72 (50), 55 (38)
21  DKP NI 1910 - 70 (100), 154 (82), 86 (25), 69 (21)
22 hexadecanoato de metila 1922 1921 74 (100), 87 (55), 55 (39), 57 (24)
23 DKPNI 1928 - 70 (100), 154 (76), 86 (24), 55 (21)
24  DKPNI 1937 - 70 (100), 154 (62), 55 (20), 125 (18)
25 n-eicosano 1998 2000 57 (100), 71 (63), 85 (35), 99 (16)

IR = indice de retengéo calculado usando a equagédo de Van den Dool e Kratz.

IR-lit = indice de retencéo da literatura (ADAMS, 2007) baseada na equagéo de Van den Dool e Kratz.

* = identificado pelo NIST Web Book, NIST MS Search 2.0 e/ou /www.pherobase.com.

** = tentativamente identificado pelo perfil do espectro de massas e em comparagdo com o espectro de
massas do NIST MS Search 2.0.

DKP NI = dicetopiperazina néo identificada.

- = ndo determinado.
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O subextrato hexanico do sobrenadante EXSXHEA analisado por
GC-MS mostrou a presenca de 14 compostos (FIGURA 5.6 e TABELA 5.6).
Novamente, pela analise do perfil de fragmentacdo (intensidade relativa dos
principais fragmentos de ion, m/z) e pela presenca do ion base m/z 70, observou-
se que a bactéria também produz alguns compostos da classe dicetopiperazinas
(DKP). Embora ndo tenha sido identificada, pode inferir que no extrato também h&

a substancia ciclo (Prolina-Isoleucina).
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FIGURA 5.6 - Cromatograma de ions totais (TIC) do subextrato hexanico do
sobrenadante EXSXHEA e o controle obtido por GC-MS. Condicdes
cromatograficas: coluna OPTIMA 5-MS 30 m x 0,25 mm, ID., 0,25 um rampa de
80° C (1 min.) (10° C/min)-260° C (15 min.). Injetor: 240° C, Detector: 260° C; He-
1,2 mL/min.
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TABELA 5.6 - Constituintes quimicos do subextrato hexanico do sobrenadante
EXSXHEA.

Pico Composto IR IR-lit m/z (%) ions

3 lageracetal 1254 1229* 57 (100), 73 (40), 55 (30), 129 (20)

8 p-hidroxibenzaldeido 1368 o 121 (100), 122 (82), 93 (57), 65 (50)
10  p-hidroxi-m-metoxibenzaldeido 1408  1403* 151 (100), 152 (80), 81 (42), 53 (39)
12 quinolina-4-carboxaldeido ? 1496 o 129 (100), 157 (96), 128 (79), 75 (52)
13 p-etoxibenzoato de etila 1531 1521 121 (100), 149 (47), 138 (26), 65 (22)
15  ciclo (Pro-Val) 1825 70 (100), 154 (63), 72 (43), 125 (22)
16 DKP NI 1923 - 70 (100), 154 (91), 86 (28), 69 (21)
17  DKP NI 1939 - 70 (100), 154 (76), 86 (24), 55 (21)
18 ciclo (Pro-Leu) 1947 ok 70 (100), 154 (83), 125 (20), 68 (16)
19 DKP NI 1953 - 70 (100), 154 (86), 69 (23), 68 (22)
20 hexadecanoato de etila 1989 1992 88 (100), 57 (90), 101 (61), 181 (59)
22 aconitato de tributila 2157  ** 112 (100), 57 (84), 157 (64), 156 (47)
23 acetilcitrato de tributila 2244  2253* 185 (100), 129 (90), 57 (82), 56 (29)
27  écido adipico 2356  2367* 129 (100), 57 (66), 55 (68), 70 (39)

IR = indice de reten¢éo calculado usando a equacgéo de Van den Dool e Kratz.

IR-lit = indice de retenc&o da literatura (ADAMS, 2007) baseada na equacéo de Van den Dool e Kratz.

* = identificado pelo NIST Web Book, NIST MS Search 2.0 e/ou /www.pherobase.com.

** = tentativamente identificado pelo perfil do espectro de massas e em comparagdo com 0 espectro de
massas do NIST MS Search 2.0.

*** = jdentificado pelo perfil do espectro de massas e do tempo de retencédo do padrdo ciclo (Pro-Leu) isolado
neste estudo.

DKP NI = dicetopiperazina ndo identificada.

- = ndo determinado.

Para o pico 12, a biblioteca NISTO08 inserida no software GCMS
Solutions mostrou uma similaridade de 87% com o espectro de massas do
composto quinolina-4-carboxaldeido (FIGURA 5.7), porém nao foi possivel
identifica-lo com precisdo. Dessa forma, foi realizado o isolamento dos composto
a partir do subextrato hexanico (HXSXHEA) para posterior analise por RMN. Os
dados e discussdes estdo apresentados na secao 5.2.4.5.
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FIGURA 5.7 - Espectro de massas da substancia quinolina-4-carboxaldeido

obtido experimentalmente por impacto eletrénico 70 eV.

90



Estudo quimico da bactéria X. axonopodis pv. citri buscando isolar e/ou identificar possiveis
compostos sinalizadores

Dessa vez, foi possivel identificar a ciclo (Pro-Val) (Pico 15) e a ciclo
(Pro-Leu) (Pico 18). A ciclo (Pro-Val) foi tentativamente identificada pelo perfil do
espectro de massas em comparacdo com o espectro de massas do NIST MS
Search 2.0 e da literatura (WANG et al., 2010b) (FIGURA 5.8).
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FIGURA 5.8 - Espectro de massas da substancia ciclo (Pro-Val) (A) e da literatura

(B) [WANG et al., 2010b]. Impacto eletronico 70 eV.

A substancia ciclo (Pro-Leu) foi identificada por comparacdo com o
espectro de massas, o tempo de retencédo do padrédo ciclo (Pro-Leu) isolado neste
estudo (conforme discussdo na secdo 5.2.4.1), assim como pelo espectro de
massas da literatura (WANG et al., 2010b) (FIGURA 5.9).
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FIGURA 5.9 - Espectro de massas da substancia ciclo (Pro-Leu) (A); isolado
neste estudo (B) e da literatura (C) [WANG et al., 2010b]. Impacto eletrénico 70
ev.

5.2.2 - Identificacdo do acido 11-metil-cis-2-dodecendico por GC-
MS

Nesta parte do trabalho foi realizado um estudo com objetivo de
identificar o composto acido 11-metil-cis-2-dodecendico (FIGURA 5.10) no extrato
hexanico das células bacterianas de Xac (EXPH), cujo processo de obtencao foi

descrito na secéo 5.1.2.2.

- OH

o}
FIGURA 5.10 - Estrutura quimica do acido 11-metil-cis-2-dodecenoico.

O acido 11-metil-cis-2-dodecendico foi descrito em 2004 por WANG
e colaboradores como sendo a substancia responsavel pelo processo de
comunicacao celular na bactéria Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) e
0O mesmo estd associado ao mecanismo de patogenicidade em plantas

hospedeiras de Xcc. Como a bactéria Xcc e a bactéria estudada neste trabalho,
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Xac, apresentam uma boa similaridade genémica (>80%), assim como ambas
possuem algumas enzimas responsaveis pela producdo desse e outros &cidos
graxos (DSF) (DENG et al., 2011), houve uma motivacdo para a busca do acido
11-metil-cis-2-dodecendico em Xac. Dessa forma, o 4&cido 11-metil-cis-2-
dodecenoico foi adquirido junto a Sigma-Aldrich para dar inicio aos estudos de
identificagdo do mesmo na bactéria.

A solucdo padrdao do composto foi analisada no modo SCAN
(FIGURAS 5.11 e 5.12) e no modo SIM, sendo selecionados os pares de ions
com m/z 86; 194 (FIGURA 5.13) e 194; 212 (FIGURA 5.14). Estes pares de ions
foram escolhidos para a identificacdo do acido 11-metil-cis-2-dodecendico no
extrato hexanico das células bacterianas de Xac (EXPH), porque os mesmos
forneceram uma melhor deteccdo, haja vista que outros ions diferentes estédo
presentes em muitos outros compostos do extrato.

A andlise no modo SCAN no extrato EXPH forneceu um pico de
interesse em 13,143 min (FIGURA 5.15), o0 mesmo tempo de retencdo para o
acido 11-metil-cis-2-dodecendico na solucdo padrao (FIGURA 5.11). O espectro
de massas referente a este pico no extrato (FIGURA 5.16) também foi similar
aguele para o acido 11-metil-cis-2-dodecendico na solucdo padrdo (FIGURA
5.12), porém nao foi observado o ion molecular, m/z 212, porque o0 composto esta
presente em baixa quantidade no extrato. A analise do extrato no modo SIM
buscando os pares de ions m/z 86 e 194 (FIGURA 5.17) e os ions m/z 194 e 212
(FIGURA 5.18) confirma que o composto acido 11-metil-cis-2-dodecendico esta
presente no extrato hexanico das células bacterianas de Xac (EXPH),
comprovando que a bactéria Xac produz este composto, porém nas células. O
extrato hexanico do meio NBY (no qual a bactéria foi cultivada) foi selecionado
como branco e o acido 11-metil-cis-2-dodecendico néo foi detectado no mesmo
apos andlise tanto no modo SCAN (FIGURA 5.19) quanto no modo SIM
(FIGURAS 5.20 e 5.21) injetado nas mesmas condi¢des da solucdo padrao e do
extrato.

Em muitos trabalhos na literatura (DENG et al.,, 2011; RYAN &
MAXWELL, 2011; WANG et al., 2004) é relatado o isolamento e/ou deteccéo dos
acidos graxos e outros compostos apenas no sobrenadante, porém
provavelmente a maioria das bactérias produz os compostos nas células e,

posteriormente, libera determinada quantidade para o meio.
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FIGURA 5.11 - Cromatograma de ions totais (TIC) da solucdo do &cido 11-metil-
cis-2-dodecendico obtido por GC-MS. Condi¢des: coluna ZB-WAX 30 m x 0,25
mm, ID., 0,25 um; rampa de 80° C(1 min.) (10° C/min)-260° C (15 min.). Injetor:
250° C, Detector: 260° C; He-1,2 mL/min. [ ] = 1 mg/mL; 1pL inje¢do no modo
splitless.
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FIGURA 5.12 - Espectro de massas do &cido 11-metil-cis-2-dodecendico obtido
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FIGURA 5.13 - Cromatograma de ions selecionados da solu¢éo do acido 11-metil-
cis-2-dodecendico obtido por GC-MS. Condi¢des: modo SIM (ions m/z 86 e 194);
coluna ZB-WAX 30 m x 0,25 mm, ID., 0,25 um; rampa de 80° C(1 min.) (10°
C/min)-260° C (15 min.); Injetor: 250° C; Detector: 260° C; He-1,2 mL/min. [ ] =1
mg/mL; 1uL injecdo no modo splitless.
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FIGURA 5.14 - Cromatograma de ions selecionados da solu¢éo do &cido 11-metil-
cis-2-dodecendico obtido por GC-MS. Condi¢des: modo SIM (ions m/z 194 e 212);
coluna ZB-WAX 30 m x 0,25 mm, ID., 0,25 um; rampa de 80° C(1 min.) (10°
C/min)-260° C (15 min.); Injetor: 250° C; Detector: 260° C; He-1,2 mL/min. [ ] =1

mg/mL; 1uL injegdo no modo splitless.
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FIGURA 5.15 - Cromatograma de ions totais (TIC) do extrato hexénico das

células bacterianas de Xac (EXPH) obtido por GC-MS. Condi¢bes: coluna ZB-
WAX 30 m x 0,25 mm, ID., 0,25 um; rampa de 80° C(1 min.) (10° C/min)-260° C
(15 min.). Injetor: 250° C, Detector: 260° C; He-1,2 mL/min. [ ] = 1 mg/mL; 1uL

inje¢cao no modo splitless.
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FIGURA 5.16 - Espectro de massas referente ao pico com tempo de retencéo
13,143 min obtido por GC-MS. Impacto eletronico, 70 eV.
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FIGURA 5.17 - Cromatograma de ions selecionados do extrato hexanico das
células bacterianas de Xac (EXPH) obtido por GC-MS. Condi¢6es: modo SIM
(ions m/z 86 e 194); coluna ZB-WAX 30 m x 0,25 mm, ID., 0,25 um; rampa de 80°
C(1 min.) (10° C/min)-260° C (15 min.); Injetor: 250° C; Detector: 260° C; He-1,2

mL/min. [ ]=1 mg/mL; 1pL inje¢do no modo splitless.
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FIGURA 5.18 - Cromatograma de ions selecionados do extrato hexanico das
células bacterianas de Xac (EXPH) obtido por GC-MS. Condi¢6es: modo SIM
(ions m/z 194 e 212); coluna ZB-WAX 30 m x 0,25 mm, ID., 0,25 um; rampa de
80° C(1 min.) (10° C/min)-260° C (15 min.); Injetor: 250° C; Detector: 260° C; He-

1,2 mL/min. [ ]=1 mg/mL; 1uL injegdo no modo splitless.
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FIGURA 5.19 - Cromatograma de ions totais (TIC) do extrato do meio NBY obtido
por GC-MS. Condic6es: coluna ZB-WAX 30 m x 0,25 mm, ID., 0,25 pum; rampa de
80° C(1 min.) (10° C/min)-260° C (15 min.). Injetor: 250° C, Detector: 260° C; He-

1,2 mL/min. [ ] =1 mg/mL; 1L inje¢gdo no modo splitless.
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FIGURA 5.20 - Cromatograma de ions selecionados do extrato do meio NBY
obtido por GC-MS. Condi¢des: modo SIM (ions m/z 86 e 194); coluna ZB-WAX 30
m x 0,25 mm, ID., 0,25 um; rampa de 80° C(1 min.) (10° C/min)-260° C (15 min.);
Injetor: 250° C; Detector: 260° C; He-1,2 mL/min. [ ] = 1 mg/mL; 1uL inje¢cdo no

modo splitless.
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FIGURA 5.21 - Cromatograma de ions selecionados do extrato do meio NBY
obtido por GC-MS. Condi¢des: modo SIM (ions m/z 194 e 212); coluna ZB-WAX
30 m x 0,25 mm, ID., 0,25 um; rampa de 80° C(1 min.) (10° C/min)-260° C (15
min.); Injetor: 250° C; Detector: 260° C; He-1,2 mL/min. [ ] =1 mg/mL; 1uL injecao

no modo splitless.

5.2.3 - Substancias isoladas e/ou detectadas na cultura de Xac
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ciclo (D-Pro-D-Leu) (1)
Origem: Extrato acetato de
etila do sobrenadante F6
Isolamento: secdo 5.1.2.4.1
Identificagdo: se¢do 5.2.4.1
ciclo (L-Pro-L-Val) (2)
Origem: Extrato acetato de
etila do sobrenadante F3
Isolamento: se¢éo 5.1.2.4.1
Identificagdo: se¢éo 5.2.4.2

ciclo (L-Pro-L-Phe) (3)
Origem: Extrato acetato de
etila do sobrenadante F8
Isolamento: secdo 5.1.2.4.1

Identificagdo: se¢éo 5.2.4.3

ciclo (D-Pro-L-Phe) (4)
Origem: Extrato acetato de
etila do sobrenadante F7
Isolamento: secdo 5.1.2.4.1

Identificagdo: se¢éo 5.2.4.4
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acido tetradecanadico (10.1)

98

quinolina-4-
carboxaldeido (5)

Origem: subextrato
hexanico do sobrenadante
EXSXHEA

Isolamento: se¢éo 5.1.2.4.2
Identificacdo: secdo 5.2.4.5
ciclo (Phe-Phe) (6)
Origem: Fragdo F14 do
sobrenadante

Isolamento: secdo 5.1.2.4.2
Identificacdo: secdo 5.2.4.6
cis-13-docosenamida (7)
Origem: Subfracdo PAC4
das células bacterianas
Isolamento: secdo 5.1.2.2.2
Identificagdo: se¢éo 5.2.4.7
cis-9-octadecenamida (8)
Origem: Subfracdo PAC4
das células bacterianas
Isolamento: se¢éo 5.1.2.2.2
Identificagdo: se¢éo 5.2.4.7
octadecanamida (9)
Origem: Subfracdo PAC4
das células bacterianas
Isolamento: se¢éo 5.1.2.2.2
Identificagdo: se¢éo 5.2.4.7
Substéncias (10.1 a 10.8)
Origem: Subfracdo PAC5
das células bacterianas
Isolamento: se¢éo 5.1.2.2.2

Identificagédo: secao 5.2.4.8
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o

11
acido pentadecandico (10.2)

HO >

acido hexadecanoico (10.3)

S

12

n-eicosano (10.4)

S

13

n-heneicosano (10.5)

0]

HOJ\/\/\/\/\
/\/\/\)

acido cis-9-octadecendico (10.6)

@)
A,
HoN D

hexadecanamida (10.7)
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Substéncias (10.1 a 10.8)
Origem: Subfracdo PACS5
das células bacterianas
Isolamento: secdo 5.1.2.2.2
Identificagdo: se¢éo 5.2.4.8
Substéncias (10.1 a 10.8)
Origem: Subfracdo PAC5
das células bacterianas
Isolamento: se¢éo 5.1.2.2.2
Identificagdo: se¢éo 5.2.4.8
Substéancias (10.1 a 10.8)
Origem: Subfracdo PAC5
das células bacterianas
Isolamento: se¢éo 5.1.2.2.2
Identificacdo: secdo 5.2.4.8
Substéancias (10.1 a 10.8)
Origem: Subfracdo PACS5
das células bacterianas
Isolamento: secdo 5.1.2.2.2
Identificacéo: secdo 5.2.4.8
Substancias (10.1 a 10.8)
Origem: Subfracdo PACS5
das células bacterianas
Isolamento: secdo 5.1.2.2.2

Identificacéo: secdo 5.2.4.8

Substéncias (10.1 a 10.8)
Origem: Subfracdo PAC5
das células bacterianas
Isolamento: se¢éo 5.1.2.2.2
Identificagdo: se¢céo 5.2.4.8
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\/\/Eﬂ\/\/ Substancias (10.1 a 10.8)
15 Origem: Subfracdo PAC5
. das células bacterianas

n-tricosano (10.8)
Isolamento: secdo 5.1.2.2.2

Identificagdo: se¢éo 5.2.4.8

|C|) uracila (11)
H. NT N Origem: subfracdo PAC7
L | das células bacterianas
4 1
O '}' Isolamento: se¢éo 5.1.2.2.2
H

Identificagdo: se¢éo 5.2.4.9

5.2.4 - Determinagado estrutural das substancias isoladas da
cultura de Xac
5.2.4.1 - Substancia 1 - ciclo (Pro-Leu)

A determinacdo estrutural da substéncia ciclo (Pro-Leu) (FIGURA
5.22) foi baseada nos dados espectrais de RMN 1D (*H e 3C), 2D (COSY e
HMBC) (FIGURAS 5.23 a 5.32, TABELA 5.7) e espectrometria de massas
(FIGURAS 5.33 e 5.35).

A classe da substancia foi inicialmente determinada por meio dos
deslocamentos quimicos de RMN 3C para os grupos amidas (6 166,1 e 170,1) e
dos sinais de RMN H dos aminoacidos (FIGURAS 5.23 a 5.32 e TABELA 5.7).

O espectro de RMN H apresentou dois dubletos integrando para 3H
cada, em 6 0,94 e 0,99 com constante de acoplamento 6,6 Hz, caracteristicos de
hidrogénios metilicos (FIGURAS 5.23 a 5.26 e TABELA 5.7). Um multipleto em &
1,73, H-11, indicou a presenca do grupo isopropil, confirmada por meio das
correlagdes com os hidrogénios H-12 e H-13 no COSY (FIGURA 5.29). Também
foi observada correlacdo entre os hidrogénios H-10a e H-10b. Os deslocamentos
quimicos dos hidrogénios diastereostopicos H-10 (6 2,03 — 2,07 para H-10a e &
1,51 para H-10b) foram confirmados pelas correlacbes com C-1 no mapa de
correlacdo HBMC (FIGURA 5.32) e também com C-9, C-11 e C-12 (FIGURA
5.30). O deslocamento quimico de H-9, é 4,01, dd, foi confirmado por COSY, o
qual mostrou correlacdo deste hidrogénio com H10-a e H10-b (FIGURA 5.28), e

100



Estudo quimico da bactéria X. axonopodis pv. citri buscando isolar e/ou identificar possiveis
compostos sinalizadores

com o carbono C-10 por HMBC (FIGURA 5.30). Desta forma, foi possivel
confirmar a presenca da leucina no composto.

A presenca da prolina foi deduzida pela presenca dos multipletos
metilenos no espectro (6 1,82 - 3,62, 6H) e pelas correlacdes no experimento
HMBC. A analise do experimento HMBC mostrou a correlacéo de C-4 e C-5 com
H-3 (FIGURA 5.30), de C-6 com H-5a (FIGURAS 5.31) e C-7 com H-5b (FIGURA
5.32). Aléem dessas, também foram observadas correlacdes de H5a com C-3 e C-
4 (FIGURA 5.31). No experimento COSY foi observada a correlacdo de H-3 com
0s hidrogénios H-4a e H-4b e de H-5a com H-6 (FIGURA 5.28), confirmando o
deslocamento quimico deste hidrogénio. Por HMBC foi possivel observar que H-6
correlaciona-se com C5 (FIGURA 5.30).

Portanto, os dados sugerem a dicetopiperazina formada pelos
aminoacidos leucina e prolina. A andlise da fracdo F6 por GC-MS mostrou a
presenca de apenas um pico cromatografico (FIGURA 5.33) e o perfil de ions
fragmentos (FIGURA 5.34) revelou se tratar de uma dicetopiperazina, porém nao
foi possivel observar o ion molecular. Por isso, foi realizado um experimento full
scan no equipamento API 200. O espectro de massas de baixa resolucao, obtido
por ionizacdo electrospray (ESI) no modo positivo (+) apresentou o ion
quasimolecular em m/z (211), [M+H]*, sugerindo a férmula molecular C11H1sN20:2
(FIGURA 5.35). Os dados espectrais foram comparados com a literatura
possibilitando a identificacdo da substancia como ciclo (Pro-Leu) (FIGURA 5.22),
a qual foi relatada como uma das dicetopiperazinas produzida pelo fungo
Aspergillus fumigatus (FURTADO et al., 2005).

13 12
11 O
Hp 0 10N Hb
Ha 1° 27 *M—Ha
HNE 7 5 ~5
Hb
O Ha

FIGURA 5.22 - Estrutura quimica da dicetopiperazina ciclo (Pro-Leu).
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TABELA 5.7 - Dados de RMN de 'H (400 MHz) e 3C (100 MHz) da ciclo (Pro-

Leu) em comparagédo com os dados da literatura.

Substancia 1

Substancia 1 na lit

Ne &n? &c? on (lit) 3 oc (lit) 4

1 - 166,1 - 168,5

2 - - - -

3 3,50-362(2H, m) 455 3,47 —3,51(2H, m) 46,0

4 4a:1,97 2,02 (1H, m) 233  4a: 1,96 — 2,05 (1H, m) 23,2
4b: 1,82 — 1,94 (1H, m) 4b: 1,81 — 1,94 (1H, m)

5 5a: 2,34 (1H, m) 28,1 5a: 2,24 — 2,34 (1H, m) 28,8
5b: 2,08 — 2,17 (1H m) 5b: 1,96 — 2,05 (1H, m)

6 4,11 (1H,t,J = 8,3 Hz) 59,0 4,25 (1H,ddd, J=1,7;6,3; 11,1 Hz) 60,1

7 - 170,1 - 172,6

8 5,92 (1H, sl) - 4,56 (1H, sl) -

9 4,01 (dd, J =9,4; 3,5 Hz) 53,4 4,09 — 4,15 (1H, m) 54,0

10 10a: 2,03 -2,07 (L H, m) 38,6  10a: 1,81 — 1,94 (1H, m) 38,2
10b: 1,51 (1H, ddd, J = 14,4, 9,7; 4,9 Hz) 10b: 1,47 — 1,56 (1H, m)

11 1,73 (1H, m) 247  1,81-1,94 (1H, m) 25,0

12 0,94 (3H, d, J=6,6 Hz) 21,2 0,94 (3H, d; 6,5 Hz) 21,4

13 0,99 (3H, d, J=6,6 Hz) 22,7 0,95(3H,d; 6,5 Hz) 22,8

1 = Dados de RMN 3H a 400 MHz em CDCIs da ciclo (Pro-Leu) isolada.

N

= Dados de RMN 13C a 100 MHz em CDCls da ciclo (Pro-Leu) isolada.

3 = Dados de RMN 3H a 400 MHz em CD30OD da ciclo (Pro-Leu) na literatura, FURTADO et al., 2005.
4= Dados de RMN 13C a 100 MHz em CD30D da ciclo (Pro-Leu) na literatura, FURTADO et al., 2005.
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FIGURA 5.23 - Espectro de RMN de 'H da ciclo (Pro-Leu) (CDCls, 400 MHz).
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FIGURA 5.24 - Ampliacéo do espectro de RMN de 'H da ciclo (Pro-Leu) (CDCls,
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FIGURA 5.25 - Ampliacéo do espectro de RMN de *H da ciclo (Pro-Leu) (CDCls,
400 MHz).
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FIGURA 5.28 - Mapa de contorno COSY (CDCls, 400 MHz) de ciclo (Pro-Leu).
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FIGURA 5.29 - Mapa de contorno COSY (CDCls, 400 MHz) de ciclo (Pro-Leu).
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FIGURA 5.30 - Mapa de contorno HMBC (CDClIs, 400 MHz) de ciclo (Pro-Leu).
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FIGURA 5.31 - Mapa de contorno HMBC (CDClIs, 400 MHz) de ciclo (Pro-Leu).
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FIGURA 5.32 - Mapa de contorno HMBC (CDClIs, 400 MHz) de ciclo (Pro-Leu).
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FIGURA 5.33 - Cromatograma de ions totais (TIC) da ciclo (Pro-Leu) obtido por
GC-MS. Condigdes: coluna OPTIMA 5-MS 30 m x 0,25 mm, ID., 0,25 pm; rampa
de 80° C(1 min.) (10° C/min)-260° C (15 min.). Injetor: 240° C, Detector: 260° C;
He-1,2 mL/min.
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FIGURA 5.34 - Espectro de massas da ciclo (Pro-Leu) obtido por GC-MS. Impacto

eletronico, 70 eV.
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FIGURA 5.35 - Espectro de massas full scan da ciclo (Pro-Leu) obtido por ESI-MS
(+) utilizando o equipamento API 2000.
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5.2.4.1.1 — Configuracéo relativa da substancia 1 - ciclo (Pro-Leu)

O nucleo dicetopiperazinico de ciclo (Pro-Leu) possui dois centros
estereogénicos, consequentemente podendo levar a quatro possiveis isbmeros,
dois cis e dois trans (FIGURA 5.36). Se fosse usado uma coluna aquiral por GC-
MS, poderia ser detectado dois picos cromatograficos, um para o cis e outro para
o trans. Entretanto, se uma coluna quiral fosse utilizada e a mesma for Gtil para
separar 0s enantibmeros, quatro picos poderiam ser detectados, ou seja, um pico

para cada isémero da ciclo (Pro-Leu).
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ciclo (L-Pro-L-Leu)
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FIGURA 5.36 - Possiveis isdbmeros da dicetopiperazina ciclo (Pro-Leu).

Para saber qual dos isébmeros, o cis ou o trans, foi isolado e
consequentemente se haveria um ou mistura de dois enantibmeros, a rotagao
Optica foi medida, assim como também a substancia foi analisada por GC-FID
utilizando uma coluna quiral. A analise por GC-FID utilizando uma coluna quiral
mostrou a presenca de apenas 1 pico em 28,00 min, 0 que sugere-se a presenca
de apenas um enantidbmero, porém ainda nado seria possivel saber qual, se é do
cis ou do trans (FIGURA 5.37).
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FIGURA 5.37 - Cromatograma de ions totais (TIC) de ciclo (Pro-Leu) obtido por
GC-FID. Condigdes: coluna RT-yDEXsa 30 m x 0,32 mm, ID., 0,25 um; rampa de
40° C (1 min.) (15° C/min)-190° C (1 min.) (2° C/min)-220° C (10 min.). Injetor:
215° C, Detector: 220° C; H2-5,23 mL/min.
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O valor da rotagdo Optica ([a]p) calculada para a ciclo (Pro-Leu)
isolada no estudo foi +83,0 ° (TABELA 5.8). Como o desvio foi positivo, ao
comparar com a literatura, foi observado que o0s enantibmeros presentes
poderiam ser o ciclo (D-Pro-L-Leu) ou o ciclo (D-Pro-D-Leu), porém o valor
medido para rotacdo Optica do composto isolado aproxima-se mais do ciclo (D-
Pro-D-Leu) da literatura ([o]o = +120,1 °) (TABELA 5.8).

TABELA 5.8 - Comparacdo da rotacdo optica do ciclo (Pro-Leu) isolada com os

isbmeros descritos na literatura.

Rotacéao Rotacé&o
Substanciaisolada  optica Isbmeros da literatura Optica
[ap * [a]o

ciclo (L-Pro-L-Leu)! -133°
ciclo (L-Pro-D-Leu)?  -97,34°
ciclo (D-Pro-L-Leu)®  +35,0°
ciclo (D-Pro-D-Leu)*  +120,1°

* Rotacao Optica foi medida em um polarimetro digital Perkin-Elmer 241. Condi¢8es da analise: ¢ = 1 g/100
mL; etanol; 25 °C.

1: PEDRAS, M. S. C.; YU, Y.; LIU, J; Tandron-Moya, Y. A. Metabolites produced by the phytopathogenic
fungus Rhizoctonia solani: Isolation, chemical structure determination, syntheses and bioactivity. Zeitschrift
fuer Naturforschung, C: Journal of Biosciences. 60 (9/10), 717-722, 2005. Condi¢Bes da andlise: ¢ = 0,30
g/100mL; etanol; 25 °C.

2: CAMPBELL, J.; LIN, Q.; GESKE, G. D.; BLACKWELL, H. E. New and unexpected insights into the
modulation of LuxR-Type quorum sensing by cyclic Dipeptides. ACS Chem. Biol., 4 (12): 1051-1059, 2009.
Condicdes da andlise: ¢ = 10,89 mg/mL; etanol; 25 °C.

3: WEGERSKI, C. J.; FRANCE, D.; CORNELL-KENNON, S.; CREWS, P. Using a kinase screen to investigate
the constituents of the sponge Stelletta clavosa obtained from diverse habitats. Bioorganic&Medicinal
Chemistry, 12 (21), 5631-5637, 2004.. Condi¢es da andlise: ¢ = 0,11 g/100mL,; etanol; 25 °C.

4: FDHILA, F.; VAZQUEZ, V.; SANCHEZ, J. L.; RIGUERA, R. DD-Diketopiperazines: antibiotics active against
Vibrio anguillarum isolated from marine bacteria associated with cultures of Pecten maximus. J. Nat. Prod., 66
(10),1299-1301, 2003.. Condig¢des da analise: c= 0,10 g/100mL; etanol; 25 °C.

ciclo (Pro-Leu) +83,0°

Com os dados apresentados ainda nao seria possivel determinar o
enantidmero (isbmero) que foi isolado. Dessa forma, foi realizado um experimento
RMN g-NOESY com o intuito de estabelecer a estereoquimica de H-9 e H-6
(FIGURA 5.8) e consequentemente atribuir o enantibmero (isdmero) isolado.

Os experimentos de g-NOESY !H-'H (FIGURA 5.38) associados
com os experimentos de [o]o (TABELA 5.8) e GC-FID quiral (FIGURA 5.37)
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confirmam que se trata do enantidmero ciclo (D-Pro-D-Leu). Quando o sinal do
préton H-9 (& 4,01) foi irradiado, foi possivel observar um incremento no sinal de
H-6 (6 4,11). Quando o sinal do préton H-6 (& 4,11) foi irradiado, também foi
possivel observar um incremento no sinal de H-9 (6 4,01), confirmando que os
dois hidrogénios (H-6 e H-9) estdo na mesma face (£ ou «) (FIGURA 5.38). Como
o valor de [a]o calculado foi +83,0 © e comparando com a literatura, somente o
enantiomero ciclo (D-Pro-D-Leu), dos que apresentam desvio positivo, (TABELA
5.8) contém os dois hidrogénios (H-6 e H-9) na mesma face, neste caso na face g
da molécula. Dessa forma, o enantidmero isolado no estudo foi o ciclo (D-Pro-D-
Leu) (FIGURA 5.39). Os enantidbmeros comumente encontrados na natureza tém
estereoquimica L, porém alguns trabalhos ja relataram que algumas bactérias
podem produzir enantibmeros D (CAMPBELL et al., 2009; FDHILA et al., 2003;
WEGERSKI et al.,, 2004). Esta € a primeira vez que uma dicetopiperazina e
enantibmero com estereoquimica D-D é descrito em Xac, porém esse
estereoisdmero foi relatado pela primeira vez por FDHILA et al., 2003. E
importante destacar que had um excesso enantiomérico do composto isolado,
porém utilizando a forma de trabalho ndo foi possivel saber quanto de excesso

esta presente. Futuramente, isso sera realizado.

= H-9

o ot oo

[
Pl bdon bl ool ol bb bbbl
§
1

5 B
. §
5
§
)
§ §
§
5 §

FIGURA 5.38 - Espectros de g-NOESY (*H-'H), (600 MHz, CDCIs) da substancia

ciclo (Pro-Leu).
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FIGURA 5.39 - Estrutura quimica do enantidmero ciclo (D-Pro-D-Leu) isolado

neste estudo.

5.2.4.2 - Substancia 02 - ciclo (Pro-Val)

1 O
0
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HNE 7 5~
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FIGURA 5.40 - Estrutura quimica da dicetopiperazina ciclo (Pro-Val).

A substancia ciclo (Pro-Val) (FIGURA 5.40) foi isolada em mistura
(fracdo F3), porém apresentou como majoritaria (79%) por GC-MS. A analise por
GC-MS mostrou a presenca de quatro picos, sendo o pico 3 majoritario (FIGURA
5.41). O espectro de massas mostrou o fragmento m/z, 196, referente ao ion
molecular da substancia (FIGURA 5.42). O perfil de fragmentacédo (FIGURA 5.42)
mostra que a substancia pertence a classe das dicetopiperazinas, conforme
WANG et al, 2010b (FIGURA 5.43), sendo similar ao perfil de fragmentacao da
ciclo (Pro-Val). A andlise por RMN 'H e 3C da fracdo, confirmou a substancia
como ciclo (Pro-Val) por comparacado com dados das literaturas, FURTADO et al.,
2005 e CAMPBELL et al., 2009 (TABELA 5.9 e FIGURA 5.44).
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FIGURA 5.41 - Cromatograma de ions totais (TIC) de F3 obtido por GC-MS.
Condigdes: coluna OPTIMA 5-MS 30 m x 0,25 mm, ID., 0,25 pum; rampa de 8Q°
C(1 min.) (10° C/min)-260° C (15 min.). Injetor: 240° C, Detector: 260° C; He-1,2

mL/min.
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FIGURA 5.42 - Espectro de massas de F3 obtido por GC-MS. Impacto eletronico,

70 eV.
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FIGURA 5.43 - Espectros de massas da substancia ciclo (Pro-Val) na literatura
[WANG et al., 2010b]. Impacto eletrénico 70 eV.

TABELA 5.9 - Dados de RMN de 'H (400 MHz) e 13C (100 MHz) da ciclo (Pro-Val)

em comparagao com os dados da literatura.

Substancia 2

Substancia 2 na literatura

Ne &'t 6c? o (lit)3 oc (lit) 4
1 - 1650 - 165,2
2 - - - -
3 3,46 — 3,59 (2H, m) 453  3,45-3,59 (2H, m) 45,3
4 1,89 — 2,00 (2H,m) 224  1,84-201(2H, m) 22,6
5 5a: 2,29 — 2,36 (1H,m) 28,4  5a:2,28 - 2,34 (1H, m) 28,6
5b: 1,89 — 2,00 (1H,m) 5b: 1,84 — 2,01 (1H, m)
6 421 (1H,ddd, J=1,5;6,8;125Hz) 589 4,21 (1H,ddd, J=22;6,5121Hz) 59,0
7 - 1702 - 170,4
8 4,87 (1H, sl) - 4,56 (1H, sl) -
9 4,02 — 4,05 (1H, m) 60,5  4,01-4,03 (1H, m) 60,7
10 2,49 (1H, dsept, J = 2,5; 7,0 Hz) 28,5 2,48 (1H, dsept, J = 2,5; 6,9 Hz) 28,7
11 0,93 (3H,d,J=7,3Hz) 16,1 0,93 (3H,d, J = 6,9 Hz) 16,3
12 1,09 (3H,d,J=7,3 Hz) 19,2 1,07 (3H,d, J = 6,9 Hz) 19,3

1 = Dados de RMN 'H a 400 MHz em CDsOD da ciclo (Pro-Val) isolada.
2 = Dados de RMN *3C a 100 MHz em CDCIs da ciclo (Pro-Val) isolada.
3 = Dados de RMN 3H a 400 MHz em CD30D da ciclo (Pro-Val) na literatura FURTADO et al., 2005.
4 = Dados de RMN *3C a 75 MHz em CDClz da ciclo (Pro-Val) na literatura CAMPBELL et al., 2009.
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FIGURA 5.44 - Espectro de RMN de 'H da ciclo (Pro-Val) (CD30OD, 400 MHz).

5.2.4.2.1 — Configuracéo relativa da substancia 2 - ciclo (Pro-Val)

O nucleo dicetopiperazinico de ciclo (Pro-Val) possui dois centros
estereogénicos, consequentemente podendo levar a quatro possiveis isbmeros,
dois cis e dois trans (FIGURA 5.45).
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FIGURA 5.45 - Possiveis isdbmeros da dicetopiperazina ciclo (Pro-Leu).
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Para saber qual dos isébmeros, o cis ou o trans, foi isolado e
consequentemente se haveria um ou mistura de dois enantibmeros, a rotacao
Optica foi medida, assim como também a substancia foi analisada por GC-FID
utilizando uma coluna quiral. A analise por GC-FID utilizando uma coluna quiral
mostrou a presenca de apenas 1 pico em 24,60 min, o que permite inferir que
pode haver apenas um enantidbmero, porém ainda nao seria possivel saber qual,
se é do cis ou do trans (FIGURA 5.46).

uV(x1,000
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)
ogram
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5.0 7.5 10.0 12.5 15.0 17.5 20.0 225 25.0 min

FIGURA 5.46 - Cromatograma de ions totais (TIC) de ciclo (Pro-Val) obtido por
GC-FID. Condigdes: coluna RT-yDEXsa 30 m x 0,32 mm, ID., 0,25 um; rampa de
40° C (1 min.) (15° C/min)-190° C (1 min.) (2° C/min)-220° C (10 min.). Injetor:
215° C, Detector: 220° C; H2-5,23 mL/min.

O valor da rotacdo Optica ([a]o) calculada para a ciclo (Pro-Val)
isolada no estudo foi -87,7 °©. Como o desvio foi negativo, ao comparar com a
literatura foi observado que os enantibmeros presentes poderiam ser o ciclo (L-
Pro-L-Val) ou o ciclo (L-Pro-D-Val) (TABELA 5.10).
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TABELA 5.10 - Comparacéo da rotacao oOptica do ciclo (Pro-Val) isolada com os

isdbmeros descritos na literatura.

Rotacgéo Rotacgéo
Substanciaisolada  optica Isbmeros da literatura Optica
[a]o * [o]p

ciclo (L-Pro-L-Val)? -110°
ciclo (L-Pro-D-Val)? -98,5°
ciclo (D-Pro-L-Val)3 +99,50°
ciclo (D-Pro-D-val)*  +120,1°

ciclo (Pro-Val) -87,7°

* Rotacdo Optica foi medida em um polarimetro digital Perkin-Elmer 241. Condi¢Bes da analise: ¢ = 0,30
g/100 mL; etanol; 25 °C.

1. PEDRAS, M. S. C.; YU, Y.; LIU, J; Tandron-Moya, Y. A. Metabolites produced by the phytopathogenic
fungus Rhizoctonia solani: Isolation, chemical structure determination, syntheses and bioactivity. Zeitschrift
fuer Naturforschung, C: Journal of Biosciences. 60 (9/10), 717-722, 2005. Condi¢6es da andlise: ¢ = 0,11
g/100 mL; etanol; 25 °C.

2: CAMPBELL, J.; LIN, Q.; GESKE, G. D.; BLACKWELL, H. E. New and unexpected insights into the
modulation of LuxR-Type quorum sensing by cyclic dipeptides. ACS Chem. Biol., 4 (12): 1051-1059, 2009.
Condigdes da analise: ¢ = 8,02 mg/mL; etanol; 25 °C

3: CAMPBELL, J.; LIN, Q.; GESKE, G. D.; BLACKWELL, H. E. New and unexpected insights into the
modulation of LuxR-Type quorum sensing by cyclic dipeptides. ACS Chem. Biol., 4 (12): 1051-1059, 2009.
Condicdes da andlise: ¢ = 8,36 mg/mL; etanol; 25 °C.

4: FDHILA, F.; VAZQUEZ, V.; SANCHEZ, J. L.; RIGUERA, R. DD-Diketopiperazines: antibiotics active against
Vibrio anguillarum isolated from marine bacteria associated with cultures of Pecten maximus. J. Nat. Prod., 66
(10),1299-1301, 2003.. Condig¢des da analise: c= 0,10 g/100mL; etanol; 25 °C.

Com os dados apresentados ainda ndo seria possivel determinar o
enantidmero (isbmero) que foi isolado. Dessa forma, foi realizado um experimento
RMN g-NOESY com o intuito de estabelecer a estereoquimica de H-9 e H-6
(FIGURA 5.47) e consequentemente atribuir o enantiomero (isdmero) isolado.

Os experimentos de g-NOESY !H-'H (FIGURA 5.47) associados
com os experimentos de [a]o (TABELA 5.10) e GC-FID quiral (FIGURA 5.46)
confirmam que se trata do enantibmero ciclo (L-Pro-L-Val). Quando o sinal do
proton H-9 (& 4,02 — 4,05) foi irradiado, foi possivel observar um incremento no
sinal de H-6 (6 4,21). Quando o sinal do préton H-6 (6 4,21) foi irradiado, também
foi possivel observar um incremento no sinal de H-9 (& 4,02 — 4,05), confirmando
que os dois hidrogénios (H-6 e H-9) estdo na mesma face (a ou f) (FIGURA
5.47). Como o valor de [o]p calculado foi -87,7 © e comparando com a literatura,
somente o enantibmero ciclo (L-Pro-L-Val), dos que apresentam desvio negativo,
(TABELA 5.10) contém os dois hidrogénios (H-6 e H-9) na mesma face, neste

caso na face « da molécula. Dessa forma, o enantibmero isolado no estudo foi o
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ciclo (L-Pro-L-Val) (FIGURA 5.48). Neste caso, a bactéria produziu o composto
com estereoquimica natural, L. Esta € a primeira vez que a estereoquimica da
dicetopiperazina ciclo (Pro-Val) é descrito em Xac. E importante destacar que ha
um excesso enantiomérico do composto isolado, porém utilizando a forma de
trabalho ndo foi possivel saber quanto de excesso esta presente. Futuramente,

isso sera realizado.
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FIGURA 5.47 - Espectros de g-NOESY (*H-'H), (600 MHz, CD30D) da substancia

ciclo (Pro-Val).

ciclo (L-Pro-L-Val)
FIGURA 5.48 - Estrutura quimica do enantibmero ciclo (L-Pro-L-Val) isolado neste

estudo.
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5.2.4.3 - Substancia 3 - ciclo (Pro-Phe)

FIGURA 5.49 - Estrutura quimica da dicetopiperazina ciclo (Pro-Phe).

A substancia ciclo (Pro-Phe) (FIGURA 5.49) foi isolada da fracao F8.
A andlise por GC-MS mostrou a presenca de apenas quatro picos, sendo o pico 4
(eluido no tempo de retencao 20,61 min) com area percentual de 98,7%, ou seja,
0 composto representado pelo pico 4 apresenta 98,7% de pureza por GC-MS
(FIGURA 5.50). O espectro de massas deste pico mostrou o fragmento m/z, 244,
referente ao ion molecular da substancia (FIGURA 5.51). O perfil de
fragmentacdo mostra que a substancia pertence a classe das dicetopiperazinas,
conforme WANG et al, 2010b (FIGURA 5.52), sendo similar ao perfil de
fragmentacdo da ciclo (Pro-Phe). A andlise por RMN 'H e 3C da fracgéo,
confirmou que a substancia na fracdo € a ciclo (Pro-Phe) por comparacdo com
dados da literatura, FURTADO et al., 2005 (TABELA 5.11 e FIGURA 5.53 a 5.55).
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FIGURA 5.50 - Cromatograma de ions totais (TIC) da ciclo (Pro-Phe) obtido por
GC-MS. Condig¢bes: coluna DB-5MS 30 m x 0,25 mm, ID., 0,25 um; rampa de 80°
C(1 min.) (10° C/min)-290° C (5 min.). Injetor: 280° C, Detector: 290° C; He-1,2

mL/min.
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FIGURA 5.51 - Espectro de massas de ciclo (Pro-Phe) obtido por GC-MS.

Impacto eletrénico, 70 eV.
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FIGURA 5.52 - Espectros de massas da substancia ciclo (Pro-Phe) da literatura
[WANG et al., 2010b]. Impacto eletrénico 70 eV.
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TABELA 5.11 - Dados de RMN de 'H (400 MHz) e 13C (100 MHz) da ciclo (Pro-

Phe) em comparagao com os dados da literatura.

Substancia 3

Substancia 3 na lit

Ne &n? 8¢ & (lit) 3 oc (lit) 4
- 167,1 - 167,3
3a: 3,52 — 3,58 (1H, m) 46,1  3a: 3,48 — 3,56 (1H, m) 45,9
3b: 3,33 - 3,41 (1H, m) 3b: 3,33 -3,39 (1H, m)
1,76 — 1,84 (2H, m) 229  1,75-1,83 (2H, m) 23,1

5 5a:1,16 — 1,28 (1H, m) 29,6 5a: 1,15 -1,24 (1H, m) 29,7
5a: 2,06 — 2,13 (1H, m) 5a: 2,04 — 2,12 (1H, m)

6 4,07 (1H, ddd, J=1,8; 6,3;11,0 Hz) 60,2 4,06 (1H, ddd, J =1,7; 6,3;10,8 Hz) 60,4

7 - 1711 - 171,3

8 474 (IH,s) ; 4,56 (1H, sl) ;

9 4,45 (1H, ddd, J=1,5;5,0; 5,0 Hz) 57,9 4,44 (1H, ddd, J = 1,0; 4,8; 5,0 Hz) 58,0

10 10a: 3,16 (1H, dd, J=5,0: 14,0 Hz) 38,4  10a: 3,14 (1H,dd, J=5,0:144Hz) 38,6
10b: 3,17 (1H, dd, J =5,0: 14,0 Hz) 10b: 3,18 (1H, dd, J = 4,8: 14,4 Hz)

’ - 1375 - 137,6

7,21 -7,32 (1H, m) 131,2 7,20-7,29 (1H, m) 131,4
7,21 7,32 (1H, m) 129.6 7,20 —7,29 (1H, m) 130,1

4 721-732(1H, m) 1282 7,20 —7,29 (1H, m) 1285

1 = Dados de RMN 3H a 400 MHz em CD30D da ciclo (Pro-Phe) isolada.
2 = Dados de RMN 13C a 100 MHz em CD30D da ciclo (Pro-Phe) isolada.
3 = Dados de RMN *3H a 400 MHz em CD30D da ciclo (Pro-Phe) na literatura, FURTADO et al., 2005.
4= Dados de RMN 13C a 100 MHz em CD3z0D da ciclo (Pro-Phe) na literatura, FURTADO et al., 2005.
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FIGURA 5.53 - Espectro de RMN de *H da ciclo (Pro-Phe) (CD30D, 400 MHz).
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FIGURA 5.54 - Ampliacdo do espectro de RMN de *H da ciclo (Pro-Phe) (CD30OD,

400 MHz).
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FIGURA 5.55 - Ampliacdo do espectro de RMN de *H da ciclo (Pro-Phe) (CD30D,
400 MHz).

5.2.4.3.1 — Configuracéo relativa da substancia 3 - ciclo (Pro-Phe)

Assim como ciclo (Pro-Leu) e ciclo (Pro-vVal), o nucleo
dicetopiperazinico de ciclo (Pro-Phe) possui dois centros estereogénicos,
consequentemente podendo levar a quatro possiveis isdmeros, dois cis e dois
trans (FIGURA 5.56).
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FIGURA 5.56 - Possiveis isdmeros da dicetopiperazina ciclo (Pro-Phe).

Para saber qual dos isOmeros, o cis ou o trans, foi isolado e
consequentemente se haveria um ou mistura de dois enantibmeros, a rotacao
Optica foi medida e comparado com dados da literatura. Neste caso, nao foi
possivel realizar analises no GC-FID utilizando um coluna quiral, porque o
composto elui em temperatura do forno ndo suportada pela coluna.

O valor da rotacdo Optica ([a]p) calculada para a ciclo (Pro-Phe)
isolada no estudo foi -87,6 © (TABELA 5.12). Como o desvio foi negativo, ao
comparar com a literatura, foi observado que o0s enantibmeros presentes
poderiam ser o ciclo (L-Pro-L-Phe) ou o ciclo (L-Pro-D-Phe), porém o valor
medido para rotacdo Optica do composto isolado aproxima-se mais do ciclo (L-
Pro-L-Leu) da literatura ([a]o = -93,9 ©) (TABELA 5.12).
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TABELA 5.12 - Comparacédo da rotacéo Optica do ciclo (Pro-Phe) isolada com os

isdbmeros descritos na literatura.

Rotacgéo Rotacgéo
Substanciaisolada  optica Isbmeros da literatura Optica
[a]o * [o]p

ciclo (L-Pro-L-Phe)t  -93.9°
ciclo (L-Pro-D-Phe)?  -79.0°
ciclo (D-Pro-L-Phe)®  +77,13°
ciclo (D-Pro-D-Phe)*  +88.7°

ciclo (Pro-Phe) -87,6°

* Rotagdo Optica foi medida em um polarimetro digital Perkin-Elmer 241. Condic¢des da andlise: ¢ = 0.5 g/100
mL; etanol; 25 °C.

1: JAYATILAKE, G. S.; THORNTON, M. P.; LEONARD, A. C.; GRIMWADE, J. E.; BAKER, B. J. Metabolites
from an Antarctic sponge-associated bacterium, Pseudomonas aeruginosa. J. Nat. Prod., 59 (3), 293-296,
1999. Condi¢des da andlise: ¢ = 0,36 g/100mL; etanol; 25 °C.

2: CAMPBELL, J.; LIN, Q.; GESKE, G. D.; BLACKWELL, H. E. New and unexpected insights into the
modulation of LuxR-Type quorum sensing by cyclic dipeptides. ACS Chem. Biol., 4 (12): 1051-1059, 2009.
Condicgdes da analise: ¢ = 9,38 mg/mL; etanol; 25 °C.

3: CAMPBELL, J.; LIN, Q.; GESKE, G. D.; BLACKWELL, H. E. New and unexpected insights into the
modulation of LuxR-Type quorum sensing by cyclic dipeptides. ACS Chem. Biol., 4 (12): 1051-1059, 2009.
Condicdes da andlise: ¢ = 8,12 mg/mL; etanol; 25 °C.

4: FDHILA, F.; VAZQUEZ, V.; SANCHEZ, J. L.; RIGUERA, R. DD-Diketopiperazines: antibiotics active against
Vibrio anguillarum isolated from marine bacteria associated with cultures of Pecten maximus. J. Nat. Prod., 66
(10),1299-1301, 2003.. Condig¢des da analise: c= 0,22 g/100mL; etanol; 25 °C.

Foi realizado um experimento de RMN g-NOESY com o intuito de
estabelecer a estereoquimica de H-9 e H-6 (FIGURA 5.57) e consequentemente
atribuir o enantiobmero (isébmero) isolado.

Os experimentos de g-NOESY !H-'H (FIGURA 5.57) associados
com os experimentos de [a]o (TABELA 5.12) confirmam que se trata do
enantibmero ciclo (L-Pro-L-Phe). Quando o sinal do préton H-9 (& 4,45) foi
irradiado, foi possivel observar um incremento no sinal de H-6 (& 4,07). Quando o
sinal do proton H-6 (& 4,07) foi irradiado, também foi possivel observar um
incremento no sinal de H-9 (& 4,45), confirmando que os dois hidrogénios (H-6 e
H-9) estdo na mesma face (# ou a) (FIGURA 5.57). Como o valor de [a]o
calculado foi -87,6 © e comparando com a literatura, somente o enantidmero ciclo
(L-Pro-L-Phe), dos que apresentam desvio negativo, (TABELA 5.12) contém os
dois hidrogénios (H-6 e H-9) na mesma face, neste caso na face a da molécula.
Dessa forma, o enantiobmero isolado no estudo foi o ciclo (L-Pro-L-Phe) (FIGURA

5.58). E importante destacar que ha um excesso enantiomérico do composto
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isolado, porém utilizando a forma de trabalho nado foi possivel saber quanto de

excesso esté presente. Futuramente, isso ser realizado.
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FIGURA 5.57 - Espectros de g-NOESY (*H-'H), (400 MHz, CD30D) da substancia
ciclo (Pro-Phe).

ciclo (L-Pro-L-Phe)
FIGURA 5.58 - Estrutura quimica do enantibmero ciclo (L-Pro-L-Phe) isolado

neste estudo.

5.2.4.4 - Substancia 4 - ciclo (Pro-Phe)

FIGURA 5.59 - Estrutura quimica da dicetopiperazina ciclo (Pro-Phe).
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A substancia ciclo (Pro-Phe) (FIGURA 5.59) foi isolada em mistura
(Fracdo F7), porém apresentou como majoritaria por GC-MS (97,2%). A analise
por GC-MS mostrou a presenca de apenas trés picos, sendo o pico 3 majoritario
(eluido no tempo de retencédo 20,17 min) (FIGURA 5.60). O espectro de massas
deste pico mostrou o fragmento m/z, 244, referente ao ion molecular da
substancia (FIGURA 5.61). O perfil de fragmentacdo mostra que a substancia
pertence a classe das dicetopiperazinas, conforme WANG et al, 2010b, sendo
similar ao perfil de fragmentacéo da ciclo (Pro-Phe). A andlise por RMN H e 13C
da fracdo, confirmou que a substancia na fracdo € a ciclo (Pro-Phe) por
comparacao com dados da literatura, FURTADO et al., 2005 (TABELA 5.13 e
FIGURA 5.62 a 5.64). E importante ressaltar que este composto é um dos
diastereoisomeros de ciclo (Pro-Phe) e por esse motivo, a substancia 04 eluiu

com tempo de retencéo diferente da substancia 03.

(x1,000,000)
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FIGURA 5.60 - Cromatograma de ions totais (TIC) de F7 obtido por GC-MS.
Condicdes: coluna DB-5MS 30 m x 0,25 mm, ID., 0,25 um; rampa de 80° C (1
min.) (10° C/min)-290° C (5 min.). Injetor. 280° C, Detector: 290° C; He-1,2

mL/min.
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FIGURA 5.61 - Espectro de massas de ciclo (Pro-Phe) obtido por GC-MS.

Impacto eletrénico, 70 eV.
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TABELA 5.13 - Dados de RMN de 'H (400 MHz) e 13C (100 MHz) da ciclo (Pro-
Phe) em comparagédo com os dados da literatura.

Substancia 4 Substancia 4 na lit

Ne &n? 8c? By (lit)3 oc (lit) 4
- 167,6 - 164,8
3a: 3,50 — 3,55 (1H, m) 46,3  3a:3,59 — 3,65 (1H, m) 45,1
3b: 3,42 — 3,47 (1H, m) 3b: 3,36 — 3,41 (1H, m)

4 4a: 1,58 — 1,67 (1H, m) 22,6  4a:1,64-1,85(1H, m) 21,7
4h: 1,86 — 1,94 (1H, m) 4b: 1,90 — 1,96 (1H, m)

5 5a: 1,58 — 1,67 (1H, m) 30,0 5a:1,64-1,85(1H, m) 28,9
5b: 2,00 — 2,08 (1H, m) 5b: 2,15 — 2,20 (1H, m)

6 2,61 (1H, dd, J = 6,3; 10,8 Hz) 59,3 2,91-2,94 (1H,dd, J=6,510,5 Hz) 57,7

7 - 1715 - 169,3

8 4,87 (1H, sl) - 6,49 (1H, sl) -

9 4,20 (1H, m) 59,9 4,22 (1H, m) 59,0

10  10a:2,99 (1H,dd,J=5,0:136 Hz) 41,1  10a: 3,06 (1H,dd, J=4,0:135Hz) 40,5
10b: 3,20 (1H, dd, J =4,5: 13,6 Hz) 10b: 3,15 (1H, dd, J = 6,5: 13,5 Hz)

1 - 136,9 - 135,3

2 7,17 - 7,33 (1H, m) 131,4 7,20 —7,33 (1H, m) 129,9

3 7,17 - 7,33 (1H, m) 129,8 7,20-7,33 (1H, m) 128,8

4 7,17 - 7,33 (1H, m) 128,7 7,20 —7,33 (1H, m) 127,3

1 = Dados de RMN 3H a 400 MHz em CD3OD da ciclo (Pro-Phe) isolada.
2 = Dados de RMN 13C a 100 MHz em CD30OD da ciclo (Pro-Phe) isolada
3 = Dados de RMN *3H a 500 MHz em CDCIls da ciclo (Pro-Phe) na literatura, WANG et al., 2010a.
4 = Dados de RMN 13C a 125 MHz em CDCls da ciclo (Pro-Phe) na literatura, WANG et al., 2010a.

0.13-
0.12 -
0.11-

0.10-

0.06 -

0.05:
0.04:
0.03:
0.02:
0.01:
o YW —| L,

Normalized Intensity

flag
D.88 1.89 0.09 1.02 0.880.78 1.011.05  0.92 1.111.16 2.42
U oo u U U U Uu U [y
7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 15

Chemical Shift (ppm)

FIGURA 5.62 - Espectro de RMN de *H da ciclo (Pro-Phe) (CD30D, 400 MHz).
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FIGURA 5.63 - Ampliacdo do espectro de RMN de *H da ciclo (Pro-Phe) (CD30D,
400 MHz).
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FIGURA 5.64 - Ampliacdo do espectro de RMN de *H da ciclo (Pro-Phe) (CD30OD,
400 MHz).
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5.2.4.4.1 — Configuracéo relativa da substancia 4 - ciclo (Pro-Phe)

O valor da rotacdo Optica ([a]p) calculada para a ciclo (Pro-Phe)
isolada no estudo foi +42,0 °© (TABELA 5.14). Como o desvio foi positivo, ao
comparar com a literatura, foi observado que o0s enantibmeros presentes
poderiam ser o ciclo (D-Pro-L-Phe) ou o ciclo (D-Pro-D-Phe) (TABELA 5.14).
Como a substancia anterior, 3, € um diastereisdbmero da substancia 4, pode-se
inferir que este isbmero € o trans-ciclo (D-Pro-L-Phe) (FIGURA 5.65). Essa
relacdo diastereoisdomerica foi relatada em secdes anteriores por GC-MS com
eluicio em tempo de retencdo diferente e por RMN com atribuicdo do
deslocamento quimico de H-6 em 2,61 ppm, devido ao efeito de blindagem do
anel aromético na conformacéo trans (FDHILA et al., 2003; YOUNG et al., 1976;
WANG et al., 2010a). Além disso, nédo foi observado correlacdo de H-9 com H-6
no experimento g-NOESY (FIGURA 5.66). E importante destacar que ha um
excesso enantiomérico do composto isolado, porém utilizando a forma de trabalho
nao foi possivel saber quanto de excesso esta presente. Futuramente, isSso sera

realizado.

ciclo (D-Pro-L-Phe)
FIGURA 5.65 - Estrutura quimica do enantibmero ciclo (D-Pro-L-Phe) isolado

neste estudo.
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TABELA 5.14 - Comparacédo da rotacéo Optica do ciclo (Pro-Phe) isolada com os

isdbmeros descritos na literatura.

Rotacé&o optica Rotacé&o optica
Substéanciaisolada Isbmeros da literatura
[a]o * [a]o

ciclo (L-Pro-L-Phe)!  -93.9°
ciclo (L-Pro-D-Phe)?  -79.0°
ciclo (D-Pro-L-Phe)®  +77,13°
ciclo (D-Pro-D-Phe)*  +88.7°

ciclo (Pro-Phe) +42,0°

* Rotagédo Optica foi medida em um polarimetro digital Perkin-Elmer 241. Condic¢des da andlise: ¢ = 0.5 g/100
mL; etanol; 25 °C.

1: JAYATILAKE, G. S.; THORNTON, M. P.; LEONARD, A. C.; GRIMWADE, J. E.; BAKER, B. J. Metabolites
from an Antarctic sponge-associated bacterium, Pseudomonas aeruginosa. J. Nat. Prod., 59 (3), 293-296,
1999. Condi¢des da andlise: ¢ = 0,36 g/100mL; etanol; 25 °C.

2: CAMPBELL, J.; LIN, Q.; GESKE, G. D.; BLACKWELL, H. E. New and unexpected insights into the
modulation of LuxR-Type quorum sensing by Cyclic Dipeptides. ACS Chem. Biol., 4 (12): 1051-1059, 2009.
Condicdes da analise: ¢ = 9,38 mg/mL; etanol; 25 °C.

3: CAMPBELL, J.; LIN, Q.; GESKE, G. D.; BLACKWELL, H. E. New and unexpected insights into the
modulation of LuxR-Type quorum sensing by cyclic dipeptides. ACS Chem. Biol., 4 (12): 1051-1059, 2009.
Condicdes da andlise: ¢ = 8,12 mg/mL; etanol; 25 °C.

4: FDHILA, F.; VAZQUEZ, V.; SANCHEZ, J. L.; RIGUERA, R. DD-Diketopiperazines: antibiotics active against
Vibrio anguillarum isolated from marine bacteria associated with cultures of Pecten maximus. J. Nat. Prod., 66
(10),1299-1301, 2003.. Condicdes da analise: c= 0,22 g/100mL; etanol; 25 °C.
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FIGURA 5.66 - Espectros de g-NOESY (*H-'H), (600 MHz, CD30D) da substancia
ciclo (Pro-Phe).
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5.2.4.5 - Substancia 5 — Quinolina-4-carboxaldeido

9 N
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FIGURA 5.67 - Estrutura quimica da Quinolina-4-carboxaldeido.

O alcaléide quinolina-4-carboxaldeido pertence a uma classe
bastante conhecida no processo de comunicacao celular, por isso foi feito o
isolamento da mesma, como descrito na seg¢ao 5.1.2.4.2.

A substéncia quinolina-4-carboxaldeido (FIGURA 5.67) foi isolada do
subextrato hexanico do sobrenadante EXSXHEA por HPLC analitico,
apresentando como minoritaria (7%) por GC-MS (FIGURA 5.68). A analise por
GC-MS mostrou a presenca de dois picos (porém outros tracos de alguns sinais
entre 14 — 17 min), sendo o pico 1 minoritario e representativo da substancia
citada. O espectro de massas mostrou o fragmento m/z, 157, referente ao ion
molecular da substancia, sugerindo a férmula molecular C10H7NO (FIGURA 5.69).

Comparando o espectro de massas obtido (FIGURA 5.69) com
aguele do banco de dados do equipamento (NISTO05) (FIGURA 5.70) encontra-se
uma similaridade de 87% para a quinolina-4-carboxaldeido com o perfil de
fragmentacado. A injecdo do composto isolado juntamente com o padrdo sigma-
aldrich também confirma a estrutura do composto quinolina-4-carboxaldeido
(FIGURA 5.71).
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FIGURA 5.68 - Cromatograma de ions totais (TIC) da fracdo que contém a
susbtancia quinolina-4-carboxaldeido obtido por GC-MS. Condigbes: coluna
OPTIMA 5-MS 30 m x 0,25 mm, ID., 0,25 um; rampa de 80° C(1 min.) (10° C/min)-
260° C (15 min.). Injetor: 240° C, Detector: 260° C; He-1,2 mL/min.
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FIGURA 5.69 - Espectro de massas de quinolina-4-carboxaldeido obtido por GC-

MS. Impacto eletrénico, 70 eV.
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FIGURA 5.70 - Espectro de massas da quinolina-4-carboxaldeido do banco de

dados do equipamento (NISTO05). Impacto eletrénico, 70 eV.
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FIGURA 5.71 - Cromatograma de ions totais e espectros de massas da quinolina

isolada (A), padrao sigma-aldrich (B) e co-injecdo dos mesmos (C) obtidos por

GC-MS.
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O espectro de RMN 'H 600 MHz (com cryo-sonda) da fracéo,
apresentou dois dubletos integrando para 1H cada, em & 8,82 e 7,55 com
constante de acoplamento 4,4 Hz, caracteristicos de hidrogénios quinolinicos. Um
singleto em & 8,54, referente ao hidrogénio do aldeido, e sinais referentes ao anel
aromatico na regido de 6 7,63 — 8,39, confirmaram que a substancia minoritaria €
a quinolina-4-carboxaldeido por comparacdo com dados da literatura (JANG-HEE
et al., 2005) (TABELA 5.15 e FIGURAS 5.72 — 5.74).

TABELA 5.15 - Dados de RMN de 'H da quinolina-4-carboxaldeido (5) em
comparacao com os dados da literatura.

Substancia 5 Jang-Hee et al., 2005 *

(600 MHz, CDs0D) (400 MHz, CDs0D)
N°  &x Bn (i)
1
2 8,82 (1H, d, J = 4,4 Hz) 8,82-8,93 (1H, d, J = 4,0 Hz)
3 7,55 (1H, d, J = 4,4 Hz) 7,76-7,77(1H, d, J = 4,0 Hz)
4
5 8,39 (1H, dd, J = 8,4; 0,9 Hz) 8,26-8,28 (1H, d, J = 8,0 Hz)
6 7,75 (1H, m) 7,76-7,77 (1H, m)
7 7,63 (1H, m) 7,72-7,75 (1H, m)
8 8,02 (1H, dd, J = 8,4; 0,7 Hz) 8,02-8,04 (1H, d, J = 8,0 Hz)
9
10
11 8,54 (1H,s) 6,13 (1H, s)

1= JANG-HEE, C.; LEE, C.; LEE, H. Antimicrobial activity of quinoline derivates isolated from Ruta
chalepensis toward human intestinal bacteria. J. Microbiol. Biotechnol. 15 (3): 646-651, 2005.
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FIGURA 5.72 - Espectro de RMN de *H da quinolina-4-carboxaldeido (CDsOD,
600 MHz).
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FIGURA 5.73 - Ampliacéo da regido & 8,83 a 8,30 do espectro de RMN de *H da
quinolina-4-carboxaldeido (CD3OD, 600 MHz).
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FIGURA 5.74 - Ampliacdo da regido & 8,05 a 7,51 do espectro de RMN de *H da
quinolina-4-carboxaldeido (CD30OD, 600 MHz).

5.2.4.6 - Substancia 6 — ciclo (Phe-Phe)

ciclo (Phe-Phe)

FIGURA 5.75 - Estruturas quimica da ciclo (Phe-Phe) (6).

As substancias 6 (FIGURA 5.75) foi isolada a partir da coleta da
subfracdo 3 proveniente da fracdo F14 (secdo 5.1.2.4.2) e teve sua estrutura
determinada baseada em experimentos de RMN 600 MHz (com cryo-sonda) 1D
(*H), 2D (COSY e HSQC) e GC-MS (FIGURAS 5.76 a 5.84). A subfracédo 3
provavelmente apresenta trés substancias as quais duas nao foi possivel a
identificacdo ou ndo sdo de interesse para o trabalho, por isso apenas os dados

da substancias (6) esta sendo discutida. E importante destacar que a ciclo (Phe-
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Phe) ja foi isolada de Guignardia sp, um fungo endofitico da macro alga Undaria
pinnatifida (FENG-WU, 2012).

Os dados RMN *H da substancia 6 estdo apresentados na TABELA
5.16. Foi observado um singleto em & 8,11 integrando para 2H, relacionado ao
sinal NH (FIGURA 5.76).

TABELA 5.16 - Dados de RMN de 'H da ciclo (Phe-Phe) (6) em comparacdo com

os dados da literatura.

Substancia 6 Feng-Wu, 20121
(600 MHz, CD;0OD) (300 MHz, DMSO, de)

N©o OH oH (|it)
1,1
2,2 4,09 (2H, dd, J = 6,8; 4,0 Hz) 3,97 (2H, s)
3,3 Ha-3,3': 2,78 (2H, dd, J = 13,6; 4,0 Hz) Ha-3,3': 2,58 (2H, dd, J = 13,6; 4,8 Hz)

Hb-3,3': 2,12 (2H, dd, J = 13,6; 6,8 Hz) Hb-3,3": 2,22 (2H, dd, J = 13,6; 6,2 Hz)
4,4
5,5€9,9 6,84 (4H, dl, J = 8,4 Hz) 7,02 (4H,dl, J = 7,5 Hz)
6,6'e8,8 7,36 (4H, m) 7,29 (4H, m)
7.7 7,34 (2H,t,J = 7,7 Hz) 7,20 (2H,t,J = 7,3 Hz)
NH 8,11 (2H, sl) 7,93 (2H, sl)

1 = FENG-WU, W. Bioactive metabolites from Guignardia sp., an endophytic fungus residing in Undaria
pinnatifida. Chinese Journal of Natural Medicines, 10 (1): 72-76, 2012.
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FIGURA 5.76 - Ampliagcéo da regido & 8,21 a 8,06 do espectro de RMN de H da
ciclo (Phe-Phe) (CDsOD, 600 MHz).

8.21 820 8.19 8.18 8.17 8.16 815

O espectro de RMN 'H na regido de 6 7,40 a 6,80 apresentou um
dubleto largo integrando para 4H em & 6,84 (H-5,5 e H-9,9’) e um multipleto
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também para 4H em & 7,36 (H-6,6° e H-8,8) caracteristicos de hidrogénios
aromaticos. O mapa de contorno COSY (H!-H) mostrou que esses dois grupos
de hidrogénios em & 7,36 (H-6,6’ e H-8,8’) e 6 6,84 (H-5,5 e H-9,9) estdo se
correlacionando entre si (FIGURA 5.77). Observou-se um tripleto, integrando para
2H, em & 7,34 H-7,7’) (TABELA 5.16 e FIGURA 5.77).

j cosY
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2T et Te R em o ER F2 Chemical Shift (ppm)

FIGURA 5.77 - Ampliacéo da regido § 7,40 a 6,80 do espectro de *H (CD3OD, 600
MHz) e mapa de contorno COSY (CDs0D, 600 MHz).

A partir da andlise do espectro de correlacdo heteronuclear (*H-13C)
HSQC (FIGURA 5.78) foi possivel observar a correlacdo a 'J dos sinais dos
hidrogénios arométicos ligados aos seus respectivos carbonos, 6 7,36 (H-6,6" e H-
8,8’) com o carbono em 6 130,7 (C-6,6’ e C-8,8’); 6 7,34 (H-7,7’) com o carbono
em 6 129,7 (C-7,7') e 6 6,84 (H-5,5 e H-9,9’) com o carbono em & 115,9 (C-5,5" e
C-9,9).
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FIGURA 5.78 - Ampliagao do espectro do mapa de contorno HSQC (CDsOD, 150
MHz).
O espectro de RMN !H na regido de & 4,12 a 2,08 apresentou 3

sinais integrando para 2H cada [um sinal em & 4,09 (H-2,2’), um sinal em & 2,78
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(Ha-3,3’) e um sinal em & 2,12 (Hb-3,3’)] (FIGURA 5.79). Por COSY, foi possivel
observar a correlacdo dos hidrogénios H-2,2° com os hidrogénios Ha-3,3’ e Hb-
3,3". Também foi observado que os hidrogénios diastereostopicos Ha-3,3’ e Hb-
3,3’ se correlacionam entre si (FIGURA 5.79). Estes hidrogénios diastereostopicos
Ha-3,3 e Hb-3,3’, foram confirmados com a analise por HSQC, os quais se
correlacionam aos seus respectivos atomos com deslocamento quimico em &
40,6 (C3,3’) (FIGURA 5.80). Por HSQC também foi possivel observar a correlacéo
a'J de H2,2’ (5 4,09) com seus respectivos carbonos em & 57,1 (C-2,2’) (FIGURA
5.80). O espectro de RMN 'H completo esta apresentado na FIGURA 5.84.
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FIGURA 5.79 - Ampliacéo da regido § 4,12 a 2,08 do espectro de *H (CDsOD, 600
MHz) e mapa de contorno COSY (CD30D, 600 MHz).
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FIGURA 5.80 - Ampliacdo do espectro do mapa de contorno HSQC (CDsOD, 150
MHZz).

A subfracdo 3 (A qual contém a substancia 6) proveniente da fracéo
F14 foi submetida a analise via GC-MS, para confirmacdo da estrutura do
composto supracitado a partir do perfil de fragmentacdo e sua massa molecular.
Por meio da andlise por GC-MS verificou-se a presenca de pelo menos 2 picos
(28,97 min e 32,81 min) (FIGURA 5.81). O espectro de massas do pico 2 mostrou
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o fragmento m/z = 294 daltons, referente ao ion molecular da substancia 6,
sugerindo a formula molecular CisHisN202 (FIGURA 5.82). Comparando o

espectro de massas obtido (FIGURA 5.82) com aquele do banco de dados do

equipamento (NIST08) (FIGURA 5.83) encontra-se uma similaridade de 90% para
a ciclo (Phe-Phe),
fragmentacao, comparacdo com dados do equipamento e RMN, que a substancia
6 é a ciclo (Phe-Phe).

confirmando, dessa forma, apos analise do perfil de
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FIGURA 5.81 - Cromatograma de ions totais (TIC) da subfracdo 3 que contém a
susbtéancia ciclo (Phe-Phe) obtido por GC-MS. Condic¢des: coluna OPTIMA 5-MS
30 m x 0,25 mm, ID., 0,25 pm; rampa de 159° C(2 min.) (3° C/min)-225° C (10°
C/min)-290° C(5 min.). Injetor: 270° C, Detector: 290° C; He-1,2 mL/min.
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FIGURA 5.84 - Espectro de RMN 'H (CD30OD, 600 MHz) da subfracdo 3 que
contém a substéancia ciclo (Phe-Phe) (6).

5.2.4.7 - Substancias 7, 8 e 9 — cis-13-docosenamida (7), cis-9-

octadecenamida (8), octadecanamida (9)
O O

a | < f f f f 3 M\A
HoN C f f f f d b HN X

cis-13-docosenamida (7) cis-9-octadecenamida (8)

@)
A
HzN 14

octadecanamida (9)
FIGURA 5.85 - Estruturas quimica da cis-13-docosenamida (7), cis-9-

octadecenamida (8) e octadecanamida (9).
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As amidas de &cidos graxos cis-13-docosenamida (7), cis-9-
octadecenamida (8) e octadecanamida (9) (FIGURA 5.85) foram isoladas da
subfracdo PAC4, a qual foi proveniente da fracdo acetato de etila do extrato
metandlico das células bacterianas (secdo 5.1.2.2.2) e teve suas estruturas
determinadas baseando em experimentos de RMN 1D (*H) e comparando com
dados da literatura (WAKAMATSU et al., 1990) (FIGURAS 5.86 a 5.88 e TABELA
5.17), assim como por GC-MS (FIGURA 5.89 e TABELA 5.18), o qual mostrou a
amida 7 como majoritaria, pureza = 86,8%. Esta € a primeira vez que uma série
de amidas derivadas de acidos graxos € isolada e descrita em bactérias do
género Xanthomonas, entretanto uma série de amidas de acidos graxos ja foi
isolado por BERTIN et al., 2012 da alga Prymnesium parvum carter, sendo
descritas como toxinas da mesma.

O espectro de RMN !H apresentou um sinal em & 5,35 (H-b)
integrando para 2H, indicando a presenca de uma ligacdo dupla; um tripleto
integrando para 2H em & 2,22 (H-c, J=7,6 Hz) indicando a presenca de um grupo
acila; um sinal em & 2,02 integrando para 4H referente a presenca de dois
metilenos ligados a carbonos insaturado (H-d). Também foi observado um
metileno em & 1,64 (H-e); um sinal no intervalo 6 1.25 — 1.38 (H-f) integrando para
28H devido a presenca de grupos CH2 degenerados e um tripleto em & 0,88 (H-g,
J=6,8 Hz) integrando para 3H referente a presenca da metila em regido altamente
blindada (FIGURAS 5.86 a 5.88 e TABELA 5.17). O sinal em & 5,35 (H-b)
apresentou uma das constantes de acoplamento, Jcis de 9,2 Hz indicando que o
composto apresenta isomeria cis. Além disso, o perfil da ressonancia do préton
olefinico (& 5,35, H-b) e o deslocamento quimico, similar e ligeiramente blindado
se comparado ao isébmero trans, e do préton metileno (& 2,02, H-d), similar e
ligeiramente desblindado comparando com isdbmero trans, indica que a substancia
7 tem isomeria cis (BERTIN et al., 2012).

A analise por GC-MS da subfragdo (PAC4) contendo a substéancia 7
mostrou a presenga de trés picos, sendo o pico 3 majoritario (pureza = 86,8%) e
representativo da substancia citada (FIGURA 5.89). O indice de retencdo
calculado para o pico 3, 2795, foi muito proximo ao indice de retencdo do
composto cis-13-Docosenamida da literatura, 2791 (SANSEERA et al., 2012)
(TABELA 5.18), reforgando que a substéancia 7 tem isomeria cis.
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O espectro de massas do “pico 3” mostrou o fragmento m/z = 337
daltons, referente ao ion molecular da substancia, sugerindo a férmula molecular
C22H43NO (FIGURA 5.90). Foi possivel observar a presenca de um fragmento m/z
= 59 (pico base), referente ao Rearranjo de McLafferty devido & presenca de
hidrogénio vy, confirmando que o composto € uma amida e ndo um &cido graxo
(FIGURA 5.91). Comparando o espectro de massas obtido (FIGURA 5.90) com
aguele do banco de dados do equipamento (NISTO08) (FIGURA 5.92) encontra-se
uma similaridade de 91% para a cis-13-docosenamida confirmando, dessa forma,
apos andlise do perfil de fragmentacédo, comparacdo com dados do equipamento
e RMN que a substancia 7 é a cis-13-docosenamida.

As outras duas substancias, minoritarias (8 e 9) na subfracdo PACA4,
também foram identificadas por GC-MS por comparacdo dos espectros de
massas obtidos com o do banco de dados do equipamento e pelos indices de
retencdo calculados por meio de uma seérie de homoéloga de n-alcanos (FIGURA
5.89 e TABELA 5.18).

TABELA 5.17 - Dados de RMN de 'H cis-13-docosenamida (7) em comparacgao

com os dados da literatura.

Substancia 7 Wakamatsu et al., 1990 *
(400 MHz, CDCls) (270 MHz, CDCls)
N° &n o4 (|it)
a
b 5,35 (2H, m, Jcis = 9,2; Jvic = 4,6 Hz) 5,35 (1-2H, t)
c 2,22 (2H,1,J=7,6 Hz) 2,21 (2H, t)
d 2,02 (4H, q, J = 6,0 Hz) 2,04 (2-3H, dt)
e 1,64 (2H, m) 1,65 (2H, m)
f 1,25 - 1,38 (28H, degenerado) 1,27 (25-30H, degenerado)
g 0,88 (3H, t, J = 6,8 Hz) 0,88 (3H, t)

1= WAKAMATSU, K.; MASAKI, T.; ITOH, F.; KONDO, K.; SUDO, K. Isolation of fatty acid amide as an
angiogenic principle from bovine mesentery. Biochemical and Biophysical Resarch Communications.
168 (2): 423-429, 1990.
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Normalized Intensity

FIGURA 5.86 - Ampliacdo do

substancia cis-13-docosenamida.
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FIGURA 5.87 - Ampliacdo do espectro de RMN 'H (CDCls;, 400 MHz) da

substancia cis-13-docosenamida.
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FIGURA 5.88 - Espectro de RMN !H (CDCIs, 400 MHz) da substancia cis-13-

docosenamida.
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FIGURA 5.89 - Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por GC-MS da
subfracdo PAC4 que contém as amidas 7-9, sendo a amida 7 (cis-13-
docosenamida) majoritaria. Condi¢des: coluna OPTIMA 5-MS 30 m x 0,25 mm,
ID., 0,25 pm; rampa de 60° C(1 min.) (10° C/min)-290° C (5 min.). Injetor: 270° C,
Detector: 290° C; He-1,2 mL/min.
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TABELA 5.18 - Andlise via GC-MS da subfragdo PAC4 que contém as amidas 7-
9.

N° Componentes %2
IR IR-lit MM m/z (%) fons °
1 cis-9-octadecenamida (8) 2376 2375* 11,4 281 59 (100), 72 (51), 55 (41)
2 octadecanamida (9) 2402  2398* 1,7 283 59 (100), 72 (34), 55 (21)
3 cis-13-docosenamida (7) 2795 2791** 86,8 337 59 (100), 72 (68), 55 (49)
Total 99,9

IR = indice de retengéo calculado usando a equagédo de Van den Dool e Kratz.

IR-lit = indice de retenc&o da literatura (ADAMS, 2007) baseada na equagéo de Van den Dool e Kratz.

MM = massa molecular.

a = area percentual relativa do pico.

b = ions mais intensos detectados.

* = identificado pelo NIST Web Book, NIST MS Search 2.0 e/ou /www.pherobase.com.

** = SANSEERA, D.; NIWATANANUM, W.; LIAWRUANGRATH, S.; BARAMEE, A.; KHANTAWA, B.; PYNE,
S. T.; LIAWRUANGRATH, B. Composition of chemical constituents and antibacterial activities and antioxidant
activities of the essential oil from leaves and fruits of Bridelia retusa (L.) A. Juss. Journal of Scientific &
Industrial Research, 71: 733-739, 2012.

100) 59

75

504 72

25

.
ol 45 il “‘1“‘ gl 00138 190 164 178 206 220 234 049 262 276 o4 320 337
500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2600 2750 3000 3250  3850.0

FIGURA 5.90 - Espectro de massas do pico 3, substancia 7, obtido por GC-MS.

Impacto eletrénico, 70 eV.
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FIGURA 5.91 - ESQUEMA de fragmentacdo para amida e acido carboxilico via

rearranjo de McLafferty.
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FIGURA 5.92 - Espectro de massas de cis-13-docosenamida do banco de dados

do equipamento (NISTO08). Impacto eletrénico, 70 eV.

Por meio dos indices de retencdo calculado para as amidas e
comparacdo com aqueles da literatura (TABELA 5.18) foi possivel prever a
posicao da ligacdo dupla das mesmas, porém somente a reacao de alquiotiolacédo
da fracdo PAC4 (FIGURA 5.93) confirmou a posi¢ao da ligacdo dupla em cis-13-
docosenamida (FIGURAS 5.94 e 5.95) e em cis-9-octadecenamida (FIGURAS
5.96 e 5.97).

(0]
™
H>N
cis-13-docosenamida cis-9-octadecenamida
+
s
/ \S/

1,

FIGURA 5.93 - Reacéo geral de alquitiolacado das amidas, cis-13-docosenamida e

em cis-9-octadecenamida.

O espectro de massas da amida cis-13-docosenamida derivatizada,
mostrou dois ions fragmentos intensos, m/z 173 e 258, 0s quais caracterizam a
ligacdo dupla na posicdo do carbono 13 (FIGURA 5.94). As propostas de

fragmentacao pra produzir os dois ions estéo ilustradas na FIGURA 5.95.
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FIGURA 5.94 - Cromatograma e espectro de cis-13-docosenamida derivatizada.
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FIGURA 5.95 - Proposta de fragmentacéo para os ions m/z 258 e 173 de cis-13-

docosenamida derivatizada.
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O espectro de massas da amida cis-9-octadecenamida derivatizada,
mostrou dois ions fragmentos intensos, m/z 173 e 202, 0s quais caracterizam a
ligacdo dupla na posicdo do carbono 13 (FIGURA 5.96). As propostas de

fragmentacao pra produzir os dois ions estao ilustradas na FIGURA 5.97.
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FIGURA 5.96 - Cromatograma e espectro de cis-9-octadecenamida derivatizada.
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FIGURA 5.97 - Proposta de fragmentacdo para os ions m/z 202 e 173 de cis-9-

octadecenamida derivatizada.
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5.2.4.8 - Substancias 7 a 9 e 10.1 a 10.8: &cido tetradecandico
(10.1); acido pentadecanodico (10.2); acido hexadecandico (10.3); n-
eicosano (10.4); n-heneicosano (10.5); é&cido cis-9-octadecendico
(10.6); hexadecanamida (10.7); n-tricosano (10.8)

1 1
How}./ HO/\/[/SIE/
acido tetradecanoico (10.1) acido pentadecandico (10.2)
|C) \/\/Eﬂ\/\/
L3 ;
HO Y
acido hexadecandico (10.3) n-eicosano (10.4)

e HOLV\/\/\
/\/\/\)

n-heneicosano (10.5) acido cis-9-octadecendico (10.6)

@)
Ig, N
HoN D

15

n-tricosano (10.8)
hexadecanamida (10.7)

FIGURA 5.98 - Estruturas quimica dos 4&cidos tetradecanoico (10.1);
pentadecandico (10.2); hexadecanodico (10.3); cis-9-octadecendico (10.6); dos
hidrocarbonetos n-eicosano (10.4); n-heneicosano (10.5); n-tricosano (10.8) e

amida hexadecanamida (10.7).

A andlise da subfracdo PAC5 por GC-MS mostrou a presenca da
série de amidas isoladas anteriormente na sufracdo PAC4 (substancias 7 a 9), a
amida de acido graxo (hexadecanamida, 10.7), alguns &cidos graxos (10.1; 10.2;
10.3 e 10.6) e alguns alcanos lineares (10.4; 10.5 e 10.8) (FIGURA 5.98; 5.99 e
TABELA 5.19). Os mesmos foram identificados por comparacéo dos espectros de
massas obtidos com o do banco de dados do equipamento e pelos indices de
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retencdo calculados por meio de uma série homdloga de n-alcanos, os quais
também foram comparados com a literatura (FIGURA 5.99 e TABELA 5.19). A
producdo de acidos graxos por bactérias, incluindo Xanthomonas campestris pv.
campestris (Xcc), frequente estdo associados a comunicacdo celular (quorum
sensing), relacionado ao processo de patogenicidade na planta (RYAN &
MAXWELL, 2011; WANG et al., 2004). Provavelmente, alguns acidos graxos e/ou
derivados de acidos graxos identificados também podem agir desta forma em
Xac.

(x10,000,000)
mc -
6.0i ~

50
40 >

30

12
13

20

10 w
] <r
1 — e LPY@ ™~ Ag N
T T [

T
50 75 10.0 125 15.0 175 200 225 250 215

FIGURA 5.99 - Cromatograma de ions totais (TIC) obtido por GC-MS da
subfracdo PACS5. Condigbes: coluna OPTIMA 5-MS 30 m x 0,25 mm, ID., 0,25 um;
rampa de 60° C(1 min.) (10° C/min)-290° C (5 min.). Injetor: 270° C, Detector: 290°
C; He-1,2 mL/min.
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TABELA 5.19 - Analise via GC-MS da subfracdo PAC5 que contém as amidas 7-9
e substancias 10.1 a 10.8.

N° Componentes

% a
IR IR-lit m/z (%) ions ®
1 acido tetradecandico (10.1) 1787 1787* 0,2 73 (100), 60 (74), 57 (52)
2 acido pentadecandico (10.2) 1841 1845* 0,5 73 (100), 60 (99), 57 (89)
3 NI - - - -
4 NI - - - -
5 acido hexadecanoico (10.3) 1973 1975* 5,6 73 (100), 60 (95), 57 (82)
6 n-eicosano (10.4) 1996 2000 0,3 57 (100), 71 (56), 85 (31)
7 n-heneicosano (10.5) 2098 2100 0,2 57 (100), 71 (58), 85 (33)
8 acido cis-9-octadecendico (10.6) 2157 2152* 3,5 55 (100), 69 (59), 83 (38)
9 hexadecanamida (10.7) 2194 2186* 22,8 59 (100), 72 (44), 54 (15)
10  n-tricosano (10.8) 2294 2300 0,2 57 (100), 71 (63), 85 (43)
11  cis-9-Octadecenamida (8) 2384 2375 37,5 59 (100), 72 (62), 55 (37)
12  octadecanamida (9) 2408  2398* 11,3 59 (100), 72 (40), 55 (14)
13  cis-13-Docosenamida (7) 2805  2791* 13,9 59 (100), 72 (62), 55 (47)
14 NI - - - -
Total 96,0

IR = indice de reten¢éo calculado usando a equacgéo de Van den Dool e Kratz.

IR-lit = indice de retenc&o da literatura (ADAMS, 2007) baseada na equac&o de Van den Dool e Kratz.

a = &rea percentual relativa do pico.

b = ions mais intensos detectados.

NI = ndo identificado.

- = ndo determinado.

* = identificado pelo NIST Web Book, NIST MS Search 2.0 e/ou /www.pherobase.com.

** = SANSEERA, D.; NIWATANANUM, W.; LIAWRUANGRATH, S.; BARAMEE, A.; KHANTAWA, B.; PYNE,
S. T.; LIAWRUANGRATH, B. Composition of chemical constituents and antibacterial activities and antioxidant
activities of the essential oil from leaves and fruits of Bridelia retusa (L.) A. Juss. Journal of Scientific &
Industrial Research, 71: 733-739, 2012.

5.2.49 - Substancia 11 — uracila

FIGURA 5.100 - Estrutura quimica da uracila (11).

A uracila (11) (FIGURA 5.100) foi isolada da subfragdo PAC7 a qual
foi proveniente da fracdo acetato de etila do extrato metanolico das células
bacterianas (secéo 5.1.2.2.2) e teve suas estruturas determinadas baseando-se
em experimentos de RMN 1D (*H, '3C) e 2D (COSY, HSQC e HMBC) e
comparando com dados da literatura MARINHO et al., 2007 (FIGURAS 5.101 a
5.105 e TABELA 5.20).
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No espectro de RMN de 'H foram observados apenas dois dubletos
acoplando entre si em & 7,40 (1H) e 5,62 (1H) com constante de acoplamento de
aproximadamente 7,5 e 7,5 Hz, os quais foram atribuidos aos hidrogénios
olefinicos H-6 e H-5, respectivamente (FIGURAS 5.101 a 5.105 e TABELA 5.20).
O mapa de correlacdo COSY comprova que esses hidrogénios acoplam entre si
(FIGURA 5.103). Nao foi observado nenhum sinal tipico da unidade ribose,
descartando que a substancia seria a uridina. Os dados de RMN 3C obtidos por
projecdo no HSQC e HMBC (FIGURAS 5.104 e 5.105 e TABELA 5.20),
comparado com dados da literatura comprovam que a substancia é a uracila (11),
um nucleosideo constituido de base nitrogenada o qual faz parte da estrutura do
DNA dos seres vivos. A presente substancia ja foi isolada de um fungo endofitico
Penicillium sp, por MARINHO et al., 2007. Entretanto, esta é a primeira vez em

que é descrito o isolamento da uracila da bactéria Xac.

TABELA 5.20 - Dados de RMN de 'H da uracila (11) em comparagdo com 0s

dados da literatura.

Substancia 11 Substancia 11 nalit
Ne &nt oc? &y (lit) 2 oc (lit) 4
2 152,0* - 151,7
4 166,2* - 166,2
5 5,62 (1H, d, J= 7,5 Hz) 100,5** 5,89 (d) 102,3
6 7,40 (1H, d, J= 7,5 Hz) 142,0~ 7,88 (d) 141,9

1 = Dados de RMN 3H a 400 MHz em CD3OD da uracila isolada.
2 = Dados de RMN 13C a 100 MHz em CDsOD da uracila isolada.

3 = Dados de RMN 13H a 400 MHz em DMSO-d6 da uracila na literatura, MARINHO et al., 2007.
4 = Dados de RMN 13C a 100 MHz em DMSO-d6 da uracila na literatura, MARINHO et al., 2007.
*: Valores de carbono foram obtidos através da proje¢cdo no HMBC.
**: Valores de carbono foram obtidos através da projecéo no HSQC.
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FIGURA 5.101 - Ampliacdo do espectro de RMN 'H (CDsOD, 400 MHz) da
uracila.
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FIGURA 5.102 - Espectro de RMN H (CDsOD, 400 MHz) da uracila.
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FIGURA 5.103 - Mapa de correlagcdo COSY (*H-'H) (CDsOD, 400 MHz) da uracila.
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FIGURA 5.104 - Mapa de correlacdo HSQC (*H-13C) (CD3OD, 400 MHz) da

uracila.
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FIGURA 5.105 - Mapa de correlacdo HMBC (*H-13C, J3) (CD30OD, 400 MHz) da
uracila.

5.2.5 - Identificacdo das dicetopiperazinas, ciclo (Pro-Leu), ciclo
(Pro-Val), ciclo (Pro-Phe) e ciclo (Phe-Phe), em Xac cultivada em
Czapeck sélido por LC-MS

Esta parte do trabalho foi realizada em microescala, em meio solido
czapeck (secdo 5.1.2.5), com o objetivo de confirmar a producdo das
dicetopiperazinas isoladas durante o desenvolvimento deste trabalho quando a

bactéria foi cultivada em meio complexo NBY. O meio de cultivo Czapeck
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modificado (contendo apenas glicose como fonte de carbono e nitrato de sodio
como fonte de nitrogénio) ndo possui aminoacidos como ingredientes, por isso é
possivel confirmar a producdo de compostos cuja sintese é geralmente descrita
por condensacao direta de dois aminoacidos (FIGURA 5.106) ou prefencialmente
ativacdo do primeiro aminoécido via catélise acida ou basica seguida de reagéo
com o segundo aminoacido (BORTHWICK, 2012; FALORNI et al.,, 2000;
GONZALEZ et al., 1995).

Qb‘?
0
N-y reacdo mediada N OH,
\\y _porenzima + NH,
OH NH; O OH

ciclo (Pro-Leu)
FIGURA 5.106 — Sintese da dicetopiperazina ciclo (Pro-Leu) por condesacao
direta de aminoacidos.

A busca das dicetopiperazinas em meio czapeck € um desafio, pois
provavelmente a bactéria as produziria em niveis baixissimos, tornando dificil a
deteccdo destes compostos. As identificacdes foram realizadas por analises LC-
MS tanto da fracdo acetato de etila da bactéria Xac cultivada em czapeck soélido
(secédo 5.1.2.5), quanto das dicetopiperazinas isoladas neste estudo utilizando
experimentos do tipo monitoramento de reac¢des multiplas (MRM) em
equipamento APl 2000 triplo quadrupolo, devido a alta seletividade e
sensibilidade, respectivamente. As analises das fragdo acetato de etila da bactéria
Xac cultivada em czapeck solido revelaram a presenca de transicdes de ions
(m/z) caracteristicos de dicetopiperazinas (FIGURA 5.107a). Foram selecionadas
algumas transicOes para cada composto na fracao acetato de etila: transicoes m/z
197—-70, 197—124, 197—154 [ciclo (Pro-Val)]; 211—70, 211—-98, 211—-154
[ciclo (Pro-Leu)]; 245—70, 245—120, 245—154 [ciclo (Pro-Phe) e 295—120 [ciclo
(Phe-Phe) (FIGURA 5.107a). As mesmas transi¢cdes, condicbes do HPLC e da

espectrometria de massas foram utilizadas para cada composto isolado, a fim de
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confirmar a producédo das dicetopiperazinas tanto pelo tempo de retencdo quanto
por informacédo espectral (FIGURA 5.107b). Foi possivel observar que a bactéria
produz dois diastereoisdmeros de ciclo (Pro-Val), ciclo (Pro-Leu) e ciclo (Pro-Phe)
e apenas 1 diastereoisdmero da ciclo (Phe-Phe). Como a estereoquimica de ciclo
(Pro-Val) isolada (descrito na secdo 5.2.4.2.1) foi determinada, € possivel inferir
que a ciclo (Pro-Val) com tempo de retencdo 8,57 min no extrato tem
esteoreoquimica cis. O mesmo € observado para o estereoisémero de ciclo (Pro-
Leu) com tempo de retencdo 11,20 min identificado no extrato, sendo

determinado, por correlagdo com o0 composto isolado (descrito na secdo

5.2.4.1.1), com estereoquimica cis.

ciclo (Pro-Leu)

208, nnnhzn 000 D From S ample. et (Hac T apec) ckF. ACOEE-2107-n inj20c

248,000/70,000 Da from le 1 (Racc: ok B ACOet-2107-inj2001
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FIGURA 5.107 - Cromatogramas de ions extraidos MRM da fracdo acetato de
etila de Xac cultivada em czapeck solido (a) e das quatro dicetopiperazinas

isoladas (b). Condigdes no modo reverso de eluigdo: 5% de ACN, 5-100% em 35 min e

isocratico 100% durante 5 minutos, vazdo 0,8 mL/min. Vinj = 20uL, coluna Phenomex Gemini®
C18 (150 x 4,6 mm), 5 um. Concentragdes: fragdo 1 mg/mL e compostos 2 ug/mL em ACN/H20
(1:1). ESI (+), Dwell (msec) = 350. Parametros da fonte: CUR (20), CAD (5), IS (4500), TEM (400),
GS1 (30), GS2 (30). Pardmetros para o composto: DP (46), FP (50), EP (11), CE (39), CXP (5).
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Os experimentos de ions produtos dos compostos isolados
(FIGURAS 5.108; 5.110; 5.112 e 5.114) confirmaram o perfil de fragmentacao
caracteristicos das respectivas dicetopiperazinas, ciclo (Pro-Val) (FIGURA 5.109),
ciclo (Pro-Leu) (FIGURA 5.111), ciclo (Pro-Phe) (FIGURA 5.113), ciclo (Phe-Phe)

(FIGURA 5.115) e mostraram a presenca dos ion selecionados nas transi¢cfes de

identicacao por MRM.

W 1152 (197,00) CE (30) 90 MCA scans from Sample 1 (CIelo{pro-val)) of Cielo(pro-val wiff (Turbo Spray) Max_ 5666 cps
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FIGURA 5.108 - Espectro de ion produtos m/z 197 [M+H]* de ciclo (Pro-Val)
obtido por ESI-MS (+) utilizando o equipamento API 2000.
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FIGURA 5.109 - Proposta de fragmentacéo para a ciclo (Pro-Val).

158



Estudo quimico da bactéria X. axonopodis pv. citri buscando isolar e/ou identificar possiveis

compostos sinalizadores
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FIGURA 5.110 - Espectro de ion produtos m/z 211 [M+H]* de ciclo (Pro-Leu)

obtido por ESI-MS (+) utilizando o equipamento API 2000.
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FIGURA 5.111 - Proposta de fragmentacéo para a ciclo (Pro-Leu).
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[W +MS2 (245,00) CE (40): 90 MCA scans from Sample 1 (Ciclo{pro-phe)ionsprodutos) of Ciclo{pro-phe)ionsprodutos.witf (Turbo Spray)
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FIGURA 5.112 - Espectro de ion produtos m/z 245 [M+H]* de ciclo (Pro-Phe)

obtido por ESI-MS (+) utilizando o equipamento API 2000.
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FIGURA 5.113 - Proposta de fragmentacéo para a ciclo (Pro-Phe).
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Dessa forma, as analises confirmaram que a bactéria também
produz as dicetopiperazinas ciclo (Pro-Leu), ciclo (Pro-Val), ciclo (Pro-Phe) e ciclo
(Phe-Phe) em meio czapeck (“pobre” em nutrientes), o qual ndo contém

aminoacidos como ingredientes.
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6 - Conclusao

O perfil quimico de Citrus sinensis associado a bactéria X.
axonopodis pv. citri (Xac) proporcionou diferenciacdo e identificacdo de varios
biomarcadores quimicos volateis considerando os dois métodos de extracao
(“headspace” dinamico-GC-MS e HS-SPME/GC-MS) e a natureza das folhas das
plantas: Sadias (SA); infectadas sem sintoma (IFSSIN) e infectadas com sintoma
do cancro citrico (IFCSIN).

As metodologias desenvolvidas mostram-se promissoras para
identificar a presenca do cancro citrico pela busca de biomarcadores quimicos
volateis, principalmente da classe dos aromaticos, 0os quais podem ser fitoalexinas
ou fitotoxinas lancadas pela bactéria. A busca dos biomarcadores quando a planta
apresenta o sintoma do cancro citrico € mais eficiente por HS-SPME/GC-MS
utilizando N2 no preparo de amostra, haja visto que foram identificados varios
compostos aromaticos que ndo estavam presentes nas folhas das plantas sadias.
Os principais biomarcadores por esta metodologia sdo benzaldeido, fenilmetanol,
benzoato de metila, 2-feniletanol, acetato de benzila e benzoato de etila, os quais
apresentaram maior area percentual. A mesma técnica, sem o uso de Nz, também
mostra-se promissora na identificacdo da doenca, antes e ap0s o
desenvolvimento do sintoma, porém pela identificacdo de benzotiazol e benzoato
de 2-etilexila, principalmente. “Headspace” dindmico-GC-MS é satisfatério para a
identificacdo do cancro citrico apds o sintoma, buscando principalmente, benzoato
de isoamila, pois além do mesmo ser da classe dos aromaticos, também foi
identificado no perfil dos volateis produzidos pela bactéria cultivada in vitro.

MALDI-TOF/MS mostrou ser uma técnica promissora para
diagnosticar rapidamente Xac in vitro, bem como realizar o diagnostico do cancro
citrico em folhas de C. sinensis do campo por meio da analise hierarquica de
agrupamentos.

O estudo quimico de X. axonopodis pv. citri levou ao isolamento e/ou
identificacdo de 16 substancias, algumas delas sinalizadoras em outras bactérias
com similaridade gendmica. Entre estas substancias destacam-se: ciclo (Pro-Leu)
e ciclo (Pro-Val), dois diastereoisbmeros de ciclo (Pro-Phe), as quais as

configuragcbes relativas foram determinadas, ciclo (Phe-Phe), quinolina-4-
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carboxaldeido, amidas de acidos graxos (octadecanamida, cis-9-octadecenamida,
cis-13-docosenamida) e o acido 11-metil-cis-2-dodecendico (sinalizador em X.
campestris pv. campestris). De acordo com varios estudos na literatura, alguns
desses compostos sdo importantes na comunicacao celular de diferentes micro-

organismos ou podem ser fitotoxinas lancadas pela bactéria na planta.
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Apéndices

8 - Apéndices

Al - Estruturas quimicas dos principais compostos voléateis identificados
em C. sinensis por HS-SPME/GC-MS (identificacdes na TABELA 4.1)

L
2o W5 G

35 S-elemeno

13 limoneno 27 benzotiazol 28 neral 30 geranial
N
Z

9 10

36 n-tetradecano 40 n-pentadecano 43 cianeto de farnesila
I J\/\/\/
11 12 13
44 n-hexadecano 47 n-heptadecano 48 benzoato de etilhexila 49 n-octadecano

A2 - Estruturas quimicas dos principais compostos volateis identificados

em C. sinensis por HS-SPME/GC-MS utilizando N2 no preparo de amostra

(Identificagbes na TABELA 4.2)

o Bt

5 acetato de prenila 9 benzaldeido 13 hexadecanoato de etila 18 fenil metanol 24 benzoato de metia

©NO” ©ﬂook ©)?\o/\ ©*JK

26 fenil etanol 33 acetato de benzila 34 benzoato de etila 37 acetato de 1-fenil etila

©\):LHOCH3 ONOYO W m@y\fo

38 salicilato de metila 45 acetato de 2-fenil etila 56 n-tetradecano 72 pentadecanal
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A3 - Estruturas quimicas dos principais compostos voléateis identificados
em C. sinensis por “headspace” dinamico associado a GC-MS
(Identificagcbes na TABELA 4.3).

H
/\M/\/ H
9
16 B-elemeno 17 n-tetradecano 18 (E)-cariofileno
I /\)\
@)
19 benzoato de isoamila 22 n-pentadecano 24 n-hexadecano

A4 - Espectros de massas de alguns compostos volateis identificados em C.
sinensis por HS-SPME/GC-MS (ldentificagdes na TABELA 4.1).
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FIGURA A4.5 - Cianeto de farnesila

A5 - Espectros de massas de alguns compostos volateis identificados em C.
sinensis por HS-SPME/GC-MS utilizando N2 no preparo de amostra
(Identificagbes na TABELA 4.2).
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FIGURA A5.1 - Acetato de prenila
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FIGURA A5.2 - Hexanoato de etila

%

100 77 7]
75

7 107
51
1 s 132 1 164

9%
m\

18 A T Y O 1S T
50 60 70 80 €D 100 10 120 130 140 150 160

o

67
63 ‘ ‘
T ‘ T ‘I T ‘

FIGURA A5.3 - Acetato de 1-fenil etila
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FIGURA A5.4 - Salicilato de metila
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FIGURA A5.5 - Acetato de 2-feniletila
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