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INTRODUGAO:

A citricultura € uma atividade agricola de grande importancia econémica no mundo, sendo
amplamente empregada em mais de 140 paises com climas tropicais, subtropicais e mediterraneos
(El-Otmani et al., 2011). O Brasil destaca-se como o maior produtor de laranjas do mundo, com uma
produgcdo de aproximadamente 12,5 milhdes de toneladas no ano de 2023. Dessa forma, o setor de
citricultura tem grande impacto na economia do pais e arrecada cerca de US$6,5 bilhdes para o
Produto Interno Bruto (PIB) brasileiro. Além disso, a citricultura tem grande importancia social para o
pais gerando mais de 200 mil empregos diretos e indiretos (Neves et al., 2017). Entretanto, o cultivo
de frutas citricas estd sujeito a graves perdas econémicas no periodo pds-colheita dos frutos,
principalmente nas etapas de transporte, armazenamento e comercializagao (Hao et al., 2010), devido
as doengas causadas por microrganismos (Hao et al., 2010; Costa et al., 2019). Dentre as principais
doencgas pos-colheita em frutas citricas, destacam-se os bolores dos frutos citricos, causados pelos
fungos Penicillium digitatum e P. italicum e a podriddo azeda, causada pelo fungo Geotrichum
candidum (Bazioli et al., 2019).

A infeccdo de Geotrichum candidum ocorre quando as frutas citricas sao expostas a condicbes
de estresse, que combinam diferentes fatores como altas temperaturas, alta umidade, baixa exposi¢ao
a oxigénio, geralmente necessitando de uma ferida no fruto para que a infecgdo se estabelega.
Embora a doenca podridao azeda tenha grande importancia econdmica para o pais, ainda ndo existem
estudos dedicados ao metabolismo do fungo durante a infeccéo, e o projeto proposto visa preencher
essa lacuna. Os frutos infectados apresentam diversas caracteristicas, dependendo das condi¢des de
armazenamento e do tempo de infeccdo. Entre os sintomas mais comuns, destacam-se a podridao
mole, lesdes umedecidas de coloracdo marrom-clara e um forte odor putrido (Laranjeira et al., 2005). A
Figura 1 apresenta os principais sintomas da podriddo azeda em laranjas.
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Figura 1. Principais sintomas da Podadio mole | Lesdo umedecida
podriddo azeda em laranjas Citrus sinensis, observados - }
durante os diferentes estagios da infecgdo. A) Fruto sadio.
B) Estagio inicial da infecgao (4-7 dias). C) Lesao
umedecida (8-10 dias). D) Estagio final (12-15 dias)
(Francois et al., 2022).
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com o uso de fungicidas sintéticos, utilizados como agentes de controle e que muitas vezes séo
nocivos a saude humana e ao meio ambiente. Assim, a metabolémica € um caminho estratégico para
a descoberta de produtos naturais que sejam eficazes no controle de doencgas pés colheita.

Neste contexto, a metabolbémica € uma técnica dmica poderosa no entendimento das interagdes
patdgeno-hospedeiro, através das analises direcionadas (target) e nao direcionadas (untarget) dos
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metabdlitos que desempenham papéis criticos no crescimento, desenvolvimento e no sistema de
defesa tanto do hospedeiro quanto do patégeno (Silva et al.,2022;). Ao ser combinada com técnicas de
criacdo de redes moleculares, como o FBMN (Feature Based Molecular Networking), a metaboldbmica
oferece uma abordagem robusta para a analise detalhada dos metabdlitos envolvidos na viruléncia de
fitopatdgenos, como o G. candidum em citros. Assim, a descoberta destes metabdlitos pode ser usada
para entender a base molecular da patogenicidade de G. candidum, o que poderia implicar em um
primeiro passo para o desenvolvimento de estratégias de controle especificas e ambientalmente
amigaveis para a doencga, além de significar um avango no desenvolvimento de fungicidas naturais,
podendo ter, portanto, grande significado econémico para o Brasil.

Neste sentido, o projeto tem como principal objetivo compreender os aspectos quimicos e
bioquimicos da doenga podriddo azeda, assim como as estratégias utilizadas pelo patégeno G.
candidum para infectar o seu respectivo hospedeiro C. sinensis e também as estratégias de defesa da
planta. O estudo sera conduzido através do emprego da abordagem metabolémica nao direcionada via
a técnica de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas aliado a softwares
metabolémicos (XCalibur, Sirius, Cytoscape) e a plataforma Global Natural Products Social Molecular
Networking (GNPS), para investigar os metabdlitos relacionados a resisténcia da fruta e a viruléncia do
patdégeno.

METODOLOGIA:

O fluxo de trabalho abaixo (figura 2) foi montado com o intuito de representar a metodologia
realizada durante a pratica dos experimentos envolvendo o fungo G. candidum e o hospedeiro C.
sinensis.

Etapa 1: Preparo de uma suspensao de esporos do fungo G. candidum a qual foi utilizada para a
realizacdo do inéculo em vinte laranjas, sendo dez para o estagio inicial e dez para o estagio final (N
amostral de cada grupo = 10). O fungo foi também cultivado in vitro em seis placas de Petri contendo
meio BDA (N amostral = 6). O fungo foi

~

incubado em uma camara BOD por 7 e
14 dias dependendo do grupo amostral. @ Suspensdo do
Etapa 2: Foi realizada a extragdo da esporos 1001
regido infectada pelo fungo nas laranjas
utilizando uma I|&dmina esterilizada,
seguido de uma imersdao em nitrogénio
liquido, maceragdo do material e
sonicando por 30 minutos em banho
ultrassom. Em seguida, os extratos
gerados foram analisados via LC-HRMS \

Grupos amostrais:
Lev (N =10)
Eq (N =10)
E, (N = 10)
BDAc. (N = 6)
Gc (N = 6)

J n

(Liquid chromatography—high resolution — , TN
mass  spectrometry). O mesmo IT \ (im‘ Pré & Prosessamento
procedimento foi realizado para o cultivo ‘ 616:6:6G. G | | i N v/ dosuad,_\osc
in vitro. « Veiao - ; MZmine 3
Etapa 3: Pré-processamento e \tsmito oM M) | |Ansisescsisticas  Anctagsodos
processamento dos dados obtidos apds s ’hl ‘. - Metabditos

» | . T = BGNPS
a analise realizada pelo equipamento Exactoon  Conriugacaos | | E0P
utilizando a plataforma MZmine 3.0.9. G G e e 105000 rpm por “‘M
Nessa etapa foram feitas analises L it o g
estatisticas e anotagdes dos metabdlitos . T R ?J‘E 1
identificados utilizando o MetaboAnalyst Secagomon  RESSUSDenso Al por -
6.0, o GNPS, XCalibur, Sirius, | e | ]
CytOSCape- L. - Controle Positivo de Laranja; E4 - Extracdo Laranja em Estagio 1 de infeccéo (7dpi);

BDAc. - Controle Positivo Meio de Cultura; Ez - Extragdo Laranja em Estagio 2 de infecgdo (14dpi);

Figura 2: Fluxograma utilizado para a investigagdo do papel dos metabdlitos secundarios durante a interagdo entre o fungo
G. candidum em seu hospedeiro citros.

RESULTADOS E DISCUSSAO:
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Visando compreender a diversidade metabdlica envolvida na interagdo entre o fungo G.
candidum e seu hospedeiro citros, foi realizado um estudo avaliando e comparando o metabolismo de
amostras de laranjas saudaveis e amostras de laranjas infectadas com G. candidum através de
analises metabolémicas via LC-HRMS (Liquid chromatography—high resolution mass spectrometry),
equipamento capaz de detectar e identificar moléculas com base na medicdo da sua razdo
massa/carga.

Neste contexto, o primeiro passo do experimento foi monitorar a progressédo da infecgdo ao
longo dos 14 dias, registrando por meio de fotografias o aumento radial da doenca a partir do ponto de
aplicacdo da suspensdo de G. candidum.
Observou-se mudangas significativas na cor e na
morfologia da laranja devido a disseminagao da
doenga (Figura 3). Apds sete dias de infecgéo,
realizou-se a primeira extragdo em um grupo de dez
laranjas infectadas (Estagio 1). No 14° dia da
infeccdo, foram extraidas amostras das regides
infectadas de dez laranjas no estagio final (Estagio 2).
Dez laranjas saudaveis também foram extraidas e 7 diss pés mbeulo 24 dias pés Inbeulo
utilizadas como grupo controle. O monitoramento em Figura 3: Registros da laranja nos diferentes estagios da infecgao.
diferentes estagios permitiu observar o]
comportamento dos metabdlitos produzidos em cada fase, visando identificar quimicamente as
diferencas significativas de cada grupo, auxiliando assim na compreensdo do metabolismo do fungo ao
longo dos diferentes tempos de infecgdo e dos mecanismos de defesa da planta hospedeira. Os
extratos obtidos foram analisados por LC-HRMS e em seguida, submetidos a andlises de redes
moleculares e analises multivariadas.

A analise dos
componentes principais
(PCA) foi o método E:;?;‘Z:iﬁiﬁ:
estatistico utilizado nesse o
experimento. Esse método
é utilizado quando ha mais ®°
de uma variavel no ° o %O%Q’
sistema, tendo como
objetivo reter, em ordem
de estimagdo, o maximo 2
de informacao, em termos
da variacdo total contida -
nos dados, agrupando os ‘

individuos de uma
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populacdo segundo a 0 20 0 2 w0 - . .
variacao de suas PC1(305%) :
caracteristicas.

Figura 4. Analise de componentes principais (PCA) com scores (A) e loadings(B) realizados com 1290
features significantes detectados nos dados de LC-HRMS dos extratos de frutos de C. sinensis infectados com G. candidum.

Com isso, foi possivel plotar dois graficos: Grafico de scores - Separacdo das amostras por
grupos dadas suas semelhancgas; grafico de /loadings - Identificacdo de ions diferenciais (aqueles que
estatisticamente foram identificados em maior quantidade em um dos grupos). Pelo grafico de scores
(Figura 4-A), observa-se uma clara separagao entre grupos, com a PC 1 discriminando as laranjas
controles (em verde), contribuindo com 30,5% da variagdo total. A PC 2 também ¢é importante,
separando as laranjas do estagio inicial (marrom claro) e final (laranja escuro) da infeccdo, com uma
contribuicédo de 13,9%. O grafico de Loadings (Figura 4-B) confirma a presenca de ions diferenciais
em cada um dos grupos. O grupo QC (controle de qualidade) confirma a reprodutibilidade das
analises, apresentando uma variacao préxima de zero.

Assim, com o auxilio do FBMN (Feature based molecular network), um banco de dados que
permite visualizar e anotar dados de espectrometria de massa (MS) acoplados a equipamentos
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cromatograficos (normalmente cromatografia liquida) a partir da plataforma GNPS (Global Natural
Products Social Molecular Networking), uma plataforma de captura e analise de conhecimento de MS,
foi possivel organizar os features estatisticamente relevantes (p-valor <0.5) para extrair informacdes
sobre os metabdlitos anotados, com base nos bancos de dados disponiveis. Vale ressaltar que
também realizamos uma analise do extrato do fungo in vitro, para que fossem identificados via
LC-HRMS metabdlitos produzidos pelo fungo, proporcionando um efeito comparativo mais robusto.

Um total de 189 compostos foram anotados nos trés grupos, a partir da analise de uma rede de
moléculas criada no programa Cytoscape, oriunda dos dados processados pela plataforma do GNPS.
Através do teste de comparacbes multiplas de Dunnett foi possivel observar que 81 metabdlitos
anotados apresentaram variacdes significativas. Os ions m/z 609.1808, 403.1384, 303.0858 e
581.1859, denominados respectivamente como Diosmina, Nobiletina, Hesperetina e Naringina,
apresentam um aumento em sua abundancia apés uma semana de infec¢do (Figura 7). Com 14 dias
do inéculo, esses metabdlitos apresentaram-se ainda mais abundantes nas laranjas, como indicam os
graficos que relacionam a area do pico cromatografico com os grupos amostrais na figura 7. Isso
significa que houve um aumento na producdo desses ions entre os diferentes estagios de infeccao.
Um aumento inicial era de fato esperado, uma vez que essas moléculas sao da classe dos flavonoides
e atuam como metabdlitos de resisténcia da planta ao ataque de fitopatégenos. (Ortufio et al.,2011).
No entanto, a literatura registra um comportamento diferente dos flavonoides durante o estagio final de
doengas fungicas de pés-colheita. Em outras doengas observa-se uma diminui¢gdo dessas moléculas
nesse estagio, que pode ser associado a capacidade desses fungos em hidrolisar os diversos
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Figura 7: Rede de
moléculas com
alguns flavonoides
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desses ions em cada
grupo, baseado na area de pico. O nivel de significancia estatistica é indicado da seguinte forma: ns — valor de p > 0,05; * -
valor p < 0,05; **-valor p <0,01; ** - valor p <
0,001; **** - valor p < 0,0001.

Além disso foram anotados ) H “ &
alguns ions encontrados somente no Acido
extrato do fungo in vitro e no grupo de Indolacético ; 205 94g9
laranjas infectadas, o que nos da RT:9.58min or:
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206,081) (Figura 6), um alcaloide ja “ ,,.--——--'UL"W Laranja Controle
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viruléncia para outros fungos ‘ & acetamida . Primeiro estagio
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Figura 6: Rede de moléculas onde estéo representados o &cido indolacético e a fitoesfingosina, produzidos somente pelo
patégeno.

(Chung et. al.,2003). Nota-se que ao longo do periodo de infecgdo ha um aumento na area de pico
desse ion, sugerindo que houve um aumento em sua produgao ao longo do tempo. Outro exemplo € a
Fitoesfingosina acetamida (m/z 360.3104), um esfingolipidio. Tal classe de moléculas sao identificadas
como componentes da estrutura celular de seres vivos, como animais, fungos e plantas, sendo
capazes de controlar o metabolismo celular (Singh et. al., 2010). Além disso, os esfingolipidios podem
desempenhar um papel importante na regulagdo da viruléncia em uma variedade de fungos
(Beccaccioli et. al., 2019; Heung et. al., 2006).

Dessa forma, com os dados obtidos nesse projeto, temos uma base para a compreenséo das
estratégias quimicas de infeccdo do fungo e um potencial enorme para explorar ainda mais essa
doenga, visando compreender os mecanismos de defesa da planta e os fatores de viruléncia do fungo
durante a interacdo patdgeno-hospedeiro. Com isso, ja estdo em andamento novos experimentos
buscando isolar os metabdlitos diferenciais produzidos pelo fungo durante a interagcéo para que sejam
avaliados com relagéo a sua funcionalidade na interagdo patégeno-hospedeiro.

CONCLUSOES:

O estudo aqui realizado destaca a importancia da metaboldmica como area de pesquisa dentro
da ciéncia e ressalta o potencial das analises via LC-HRMS/MS, bem como o uso do FBMN para
examinar os perfis de diversos metabdlitos de uma amostra bioldgica.

Com o auxilio da rede de moléculas, foi possivel anotar 189 compostos identificados durante a
interacdo do hospedeiro C. sinensis com o patégeno G. candidum, como cumarinas, terpenoides,
alcaloides, policetideos, aminoacidos e peptideos. Isso possibilitou que fossem feitas melhores
investigacdes sobre a doenca podridao azeda, causada por esse fungo durante a interagao.

Conhecer os metabdlitos secundarios do fungo, assim como aqueles produzidos pela laranja
como forma de defesa, é o primeiro passo para compreender os fatores de viruléncia que causam a
infeccdo. Com poucos registros na literatura, a investigagdo dos metabdlitos secundarios do fungo
produzidos na infec¢ao se faz essencial para o desenvolvimento de estratégias de controle da doenca
mais seguras e ambientalmente amigaveis, o qual pode apresentar potenciais interesses econémicos.
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