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INTRODUCAO

Huanglongbing (HLB) é uma doenca sem cura que afeta a citricultura, causando perdas econdémicas
em pomares do mundo todo, incluindo no Brasil, o pais com maior producéo de laranjas (BASSANEZI, 2010;
FAO, 2021). A doenca ¢é causada por trés espécies de bactérias limitadas ao floema, porém a mais comum é
a Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas), cujo vetor é o psilideo Diaphorina citri (POLEK, 2007). A
deteccdo da infeccdo é dificultada devido a um periodo de laténcia e, quando ocorre, a solucdo bioldgica é a
remocdo de exemplares do pomar, reduzindo a producdo de citros, e o uso extensivo de defensivos agricolas
(BOVE, 2006; ZAPAROLLI, 2018). Os mecanismos de infeccdo da CLas ndo sdo totalmente conhecidos,
uma vez que seu cultivo in vitro ainda ndo foi bem-sucedido em laboratério (WANG, 2013). Por isso, a busca
por formas menos agressivas para o controle da doenca se baseia em estudos da interacdo patdgeno-
hospedeiro.

Estudos mostraram diferencas metabdlicas entre diferentes partes da planta afetada pela HLB e de
plantas sadias (PADHI, 2019; CHEN, 2022). As raizes sdo uma das principais regides de desenvolvimento e
multiplicacdo da CLas durante o periodo assintomatico, entretanto, ndo existem estudos extensivos dedicados
a essa regido do hospedeiro e sua funcdo no desenvolvimento da doenca (JOHNSON, 2014). Portanto, o
presente projeto tem como objetivo realizar o estudo metabolémico de raizes de plantas infectadas com HLB
a fim de estudar a interacdo patdégeno-hospedeiro como meio para o desenvolvimento de tratamentos menos
agressivos da doenca.

METODOLOGIA

Material biologico e extracdo de metabdlitos secundérios

A espécie de laranja doce valéncia (Citrus sinensis (L.) Osbeck), enxertada em citrumelo swingle
(Poncirus trifoliata x Citrus paradisi) infectado por enxertia com brotos transportando CLas, foi mantida em
estufa sob condigdes fitossanitarias e nutricionais padrdo em colaboragdo com o Fundo de Defesa da
Citricultura (Fundecitrus), em Araraquara, SP. O PCR foi realizado para confirmar a infeccdo das plantas.
Em 100 mg de raizes maceradas, 1 mL de metanol foi adicionado para extracdo dos metabdlitos secundarios.
As amostras foram sonicadas por 40 min e, em seguida, centrifugadas por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi
coletado e, posteriormente, ressuspendido em 1 mL de metanol para as analises metabolémicas via
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas.
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Aquisicéo dos dados por UHPLC-MS/MS para metabolomica

As analises foram realizadas em um UHPLC-MS/MS — Thermo Q Exactive Orbitrap— Dionex
UltiMate 3000 RSLCnano System, operados em modos positivo e negativo de ionizagdo. As analises de
UHPLC-HRMS foram feitas através de uma coluna C18 (100 mm x 2.1 mm x 2,6 mm; Thermo). As analises
de espectrometria de massas foram realizadas em modo full scan, com uma faixa de scan entre m/z 100 a
1500 Da. O espectro de fragmentacdo MS/MS foi adquirido dos cinco ions mais intensos por scan. As analises
foram realizadas com o extrato metandlico de todas as amostras de raizes, com injecdes de amostras branco
(metanol) e amostras de controle de qualidade (QC). As amostras de controle de qualidade foram obtidas pela
mistura de aliquotas de todas as amostras e foram injetadas a cada 5 amostras no comeco e no fim das anélises.

Processamento e analise dos dados UHPLC-MS/MS

Os dados obtidos foram processados pelo software MZmine 3.9 (SCHMID, 2023). A anotacdo dos
metabolitos foi realizada através da associacdo dos bancos de dados disponiveis na plataforma GNPS e da
ferramenta para propagacéo de anotag&o in silico SIRIUS (DUHRKOP, 2019). A plataforma GNPS também
foi utilizada para a construgdo de redes moleculares por meio da ferramenta Feature-Based Molecular
Networking (FBMN) (NOTHIAS, 2020). As analises estatisticas uni e multivariadas foram realizadas por
meio da plataforma MetaboAnalyst 6.0 (PANG, 2024) e do software GraphPad Prism com o objetivo de
selecionar os features importantes para a diferenciacdo dos grupos (controle/infectado). Gréaficos de
quantificacdo relativa foram obtidos para os features diferenciais utilizando as &reas dos picos
cromatograficos integradas manualmente através do software Xcalibur (Thermo Scientific).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A interacdo entre a bactéria Candidatus Liberibacter asiaticus (CLas) e a planta C. sinensis foi
estudada por meio da analise metabolémica de raizes infectadas em comparacéo com raizes sadias (5 amostras
por grupo). As analises estatisticas dos dados obtidos nos modos positivo e negativo de ioniza¢do apontaram
robustez, reprodutibilidade e auséncia de interferéncias instrumentais por meio da sobreposi¢cdo das amostras
de controle de qualidade nos graficos de Analise de Componentes Principais (PCA) em ambos os casos. O
mesmo grafico também indicou a separacdo dos grupos de raizes controle e infectadas com CLas. Aliado ao
PCA, os resultados de Volcano plot e VIP scores, obtido a partir da analise discriminante por minimos
quadrados parciais (PLS-DA), apontaram os features diferenciais (p-valor < 0,05) entre as amostras controle
e infectada.

SooresPlt Figura 1. Gréaficos obtidos pelas anélises
= estatisticas dos resultados do estudo em modo
) negativo de ionizagdo, com grafico de scores
do PCA dos grupos controle, infectado, QC e
branco (metanol) & esquerda e mapa de calor
gerado pela plataforma MetaboAnalyst 6.0 a
partir dos 25 features com maiores diferengas
estatisticamente significativas, isto €, menores
nimeros de p-valor, entre as raizes sadias
(verde) e com ClLas (laranja) da analise em
modo negativo de ionizag&o.
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Nas anélises em modo positivo de ionizagdo, foram anotados features diferenciais das classes de
cumarinas, limonoides e sesquiterpenos, todos em maior quantidade nas raizes infectadas. A alteracdo na via
das cumarinas condiz com estudos transcriptdmicos que indicaram modificacbes na biossintese de
fenilpropanoides em raizes de C. sinensis infectadas com CLas, visto que fenilpropanoides s&o precursores
de cumarinas (XIE, 2023; STRINGLIS, 2019). Alteracdes na composi¢éo de cumarinas podem interferir na
defesa quimica da planta, visto que podem apresentar atividades antioxidantes, por exemplo, como é o caso
da clausarina, metabolito anotado pela presente analise (JANTAMAT, 2019). Outro metabdlito anotado com
atividades antioxidantes e antibacterianas reportadas é o alfa-bisabolol, um &lcool de sesquiterpeno que foi
isolado de Zanthoxylum tingoassuiba, outra espécie da familia Rutaceae (FORRER, 2013; SIMIONATTO,
2007; DA SILVA, 2008).

Os limonoides sdo uma classe de compostos quimicos que possuem atividade bioldgica de defesa de
plantas da familia Rutaceae e foram identificados no nosso estudo veprisona e desacetilnomilina em maior
quantidade em raizes infectadas com CLas (GONZALEZ-COLOMA, 2011). Outros limonoides importantes
séo a limonina e a nomilina, pois apresentam atividade contra o ataque de insetos (RUBERTO, 2002). Esses
metabolitos foram estudados e apresentaram uma queda na concentracdo nas raizes doentes no caso da
nomilina e ndo apresentaram mudancas estatisticamente significativas no caso da limonina. A nomilina, um
precursor biossintético de outros limonoides € produzida, primariamente, no tecido do caule na regido do
floema e, também, nas raizes (OU, 1988). Assim, os resultados indicam uma possivel interferéncia no
metabolismo de triterpenoides devido a presenca da bactéria no floema.

As analises feitas em modo negativo de ionizacdo geraram anotacdes nas classes de alcaloides,
flavonoides prenilados e flavanonas. O feature diferencial de alcaloide derivado de &cido antranilico
corresponde a buxifoliadine H, o qual apresentou atividade citotoxica quando isolado de Severinia buxifolia
(Rutaceae) (da SILVA, 2013). No caso dos flavonoides prenilados, apesar de participarem da defesa da planta
contra patégenos, foram encontrados 6,8-diprenilnaringenina e 8-isopentenilnaringenina em maior
quantidade nas raizes de C. sinensis saudaveis (CHEN, 2014). Os resultados sdo consistentes com uma
regulacdo negativa dos genes de biossintese de flavonoides em raizes infectadas reportado por Xie et al.
(2023). As flavanonas anotadas foram licoflavanona, hesperidina e naringenina. Dentre elas, foi observada
maior concentracao de naringenina em raizes sadias e maior quantidade de licoflavanona e de hesperidina nas
raizes infectadas com CLas. Tanto a licoflavanona quanto a hesperidina apresentaram atividade antioxidante
em outros estudos (FRATTARUOLDO, 2019; PARHIZ, 2015).

Figura 2. Redes moleculares construidas a partir
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metabdlito anotado. Os niveis de significancia sdo indicados da seguinte maneira: ns — p-valor > 0,05; * p-valor < 0,05; ** p-valor
< 0,01; *** p-valor < 0,001; **** p-valor < 0,0001.

A presenca de diversos agentes antioxidantes em maior quantidade nas raizes infectadas pela CLas €
corroborada por estudos que indicam que a HLB é uma doenca imune, em que 0s sintomas sdo causados por
espécies reativas de oxigénio que desencadeiam a morte de células do floema (MA, 2022). Além disso, foi
observado por Pandey et al. (2023) um aumento da expressao de genes relacionados a enzimas com funcao
antioxidante em folhas de novos ramos de C. sinensis infectada com HLB.

CONCLUSOES

A andlise metabolémica utilizando cromatografia liquida acoplada & espectrometria de massas das
raizes de Citrus sinensis infectadas com CLas em comparagdo com raizes sadias demonstrou uma possivel
forma de defesa a da planta a presenca do patdégeno por meio do aumento na quantidade de metabdlitos com
atividades antioxidantes reportadas anteriormente.
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