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RESUMO

Citrus compdem um dos maiores produtos agricolas de valor agregado no Brasil,
movimentando bilhdes de ddélares por ano, fomentando a economia do pais e
causando grande impacto social. No entanto, os pomares de Citrus sédo vulneraveis a
patégenos, como por exemplo a bactéria gram-negativa Xanthomonas citri subsp citri
(Xcc), agente causador do cancro citrico. Algumas espécies sdo consideradas
resistentes, todavia, estudos que associam metabdlitos especializados a resisténcia,
sdo escassos. Neste estudo, para identificar marcadores quimicos relacionados a
resisténcia, investigamos o metaboloma foliar de 17 variedades comerciais de Citrus
com diferentes graus de suscetibilidade e resisténcia. Preparamos extratos foliares e
analisamos por cromatografia liquida de ultra-eficiéncia acoplada a espectrometria de
alta-resolucéo (UHPLC-HRMS/MS) utilizando um método genérico para se obter uma
visdo ampla do metaboloma. Variagées no fingerprint quimico foram investigadas
através de anadlises multivariadas utilizando os dados de LC-MS1. Os dados de
MS/MS foram organizados na forma de rede de moléculas evidenciando as familias
estruturais. Os compostos foram anotados na rede por meio de comparagao dos
espectros experimentais com uma base de espectros in silico de produtos naturais
seguido de ponderagdo taxondmica dos candidatos. Marcadores quimicos da
resisténcia foram selecionados a partir de uma rede de moléculas multi-informativa,
apos a integracdo dos resultados estatisticos da metabolémica. Isto nos deu uma
analise complementar a estatistica classica para a visualizacdo de dados de
metabolédmica e selecdo de marcadores quimicos. Seguindo esta abordagem,
anotamos 1618 compostos de Citrus, pertencentes a 112 classes quimicas
normalizadas via ClassyFire. Selecionamos 12 metabdlitos como potenciais
marcadores quimicos de resisténcia para duas espécies: Citrus reticulata (Ponkan e
Satsuma) e Citrus japonica (Kumquat), majoritariamente da classe dos flavonoides,
sendo eles: 5,3'-dihidroxi-6,7,8,4'-tetrametoxiflavona, Isoscutelareina 7,8-dimetil éter,
4-O- (beta-D-glucopiranosil) -D-ribitol, Hesperetina 7- (2,6-diramnosilglucosideo),
Acido 1,4-Dicafeoilquinico, 4,7-Dimetil-6,7-dihidro-5H-2-pirindina, 5,7,3-
trinidroxiflavona, Herclavina, Apigenina 7-O-neohesperidosideo, 3,7 (11) -
Eudesmadien-2-ona, Digicitrina, 2- (1,3-Benzodioxol-5-il) -5,7-di-hidroxi-4H-1-
benzopiran-4-ona. Nosso fluxo de trabalho possibilitou verificar variagbes do
metaboloma de varias espécies que puderam ser correlacionadas com a resisténcia
a patdégenos. Tais metabdlitos podem ser utilizados como marcadores quimicos para
direcionar a selegao de novas variedades mais resistentes e como alvo de estudos
para o desenvolvimento de novos produtos naturais para o controle do cancro citrico.

Palavras-chave: Cancro citrico. Citrus sinensis. Flavonoides. Marcadores quimicos.
Resisténcia a patégenos.
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ABSTRACT

Citrus makes up one of the largest value-added agricultural products in Brazil, moving
billions of dollars per year, fostering the country's economy and causing great social
impact. However, Citrus orchards are vulnerable to pathogens, such as the gram-
negative bacterium Xanthomonas citri subsp citri (Xcc), the causative agent of citrus
canker. Some species are considered resistant, however, studies associating
specialized metabolites with resistance are scarce. In this study, to identify chemical
markers related to resistance, we investigated the leaf metabolome of 17 commercial
Citrus varieties with different degrees of susceptibility and resistance. We prepared
leaf extracts and analyzed them by ultra-high-performance liquid chromatography
coupled to high-resolution spectrometry (UHPLC-HRMS/MS) using a generic method
to obtain a broad view of the metabolome. Variations in chemical fingerprinting were
investigated by multivariate analysis using LC-MS1 data. The MS/MS data were
organized in the form of a molecule network highlighting the structural families.
Compounds were annotated in the network by comparing the experimental spectra
with a base of in silico spectra of natural products followed by taxonomic weighting of
candidates. Chemical markers of resistance were selected from a multi-informative
molecule network after integration of statistical results from metabolomics. This gave
us a complementary analysis to classical statistics for metabolomics data visualization
and chemical marker selection. Following this approach, we annotated 1618 Citrus
compounds, belonging to 112 chemical classes normalized via ClassyFire. We
selected 12 metabolites as potential chemical markers of resistance for two species:
Citrus reticulata (Ponkan and Satsuma) and Citrus japonica (Kumquat), mostly from
the flavonoid class, being: 5,3'-dihydroxy-6,7,8,4'-tetramethoxyflavone, Isoscutellarein
7,8-dimethyl ether, 4-O- (beta-D-glucopyranosyl)-D-ribitol, Hesperetin 7- (2,6-
diramnosylglucoside), 1,4-Dicaffeoylquinic acid, 4,7-Dimethyl-6, 7-dihydro-5H-2-
pyrimidine, 5,7,3'-trihnydroxyflavone, Herclavine, Apigenin 7-O-neohesperidoside, 3,7
(11)-Eudesmadien-2-one, Digicitrin, 2- (1,3-Benzodioxol-5-yl)-5,7-dihydroxy-4H-1-
benzopyran-4-one. Our workflow made it possible to verify variations in the
metabolome of several species that could be correlated with pathogen resistance.
Such metabolites can be used as chemical markers to direct the selection of new, more
resistant varieties and as a target for studies to develop new natural products for the
control of citrus canker.

Keywords: Citrus canker. Citrus sinensis. Flavonoids. Chemical markers. Pathogen
resistance.
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1 INTRODUGAO

1.1 Citrus L. (Rutaceae): aspectos botanicos, econdmicos e patolégicos

Citrus L. se destaca como um dos principais géneros dentro de Rutaceae
englobando as espécies conhecidas como laranjas, limdes, limas, pumelos e
tangerinas. Estas espécies apresentam-se na forma de arvores ou arbustos, cujas
folhas de suas espécies sao geralmente ovoides ou elipticas e podem, algumas vezes,
apresentar espinhos, enquanto as flores pentdmeras sdo brancas (Figura 01)
(MABBERLEY, 2004).

O fruto que pode apresentar formas variadas, € considerado uma baga
modificada em hesperidio, oriundo do pistilo sincarpico, cujo interior € macio e
carregado de pequenas vesiculas contendo suco (LADANIYA, 2008), caracteristica

esta marcante para os citrinos, subtribo ao qual pertence o género.

Figura 01. Foto representativa de um espécime do género Citrus spp. A imagem retrata as
folhas coriaceas que podem ser uni ou trifoliadas, bem como a passagem para o estagio
fenoldgico da frutificagdo. A Flor de Citrus spp. desenvolvidas na axila foliar, também sao
retratadas. Foto: Mundz (2020).
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Embora algumas caracteristicas morfolégicas permanegam inalteradas nas
espécies e variedades do género, segundo Penjor et al. (2013), a reproducgéo
assexuada, a mutacdo e a compatibilidade cruzada, pode explicar as variacdes
morfolégicas encontradas nos citros. Estas variagdes podem surgir através da
geracao de hibridos dentro do préprio género ou com seus géneros relacionados, ou
ainda através dos inumeros cultivares comerciais o que dificulta a classificagao
botanica (KLIMEK-SZCZYKUTOWICZ; SZOPA; EKIERT, 2020).

Podemos analisar as dubiedades na classificagao realizando uma busca rapida
na plataforma The plant list (2013), em que, utilizando como dados de entrada as
palavras-chaves ‘Rutaceae - Citrus”, podemos encontrar um total de 577 espécies,
incluindo nomes infra-especificos para o género, sendo que apenas 33 sé&o
considerados aceitos, enquanto os demais categorizados como sinénimos.

Os sistemas adotados, quando se trata de compreender as espécies
pertencentes aos Citrus sao dois, de acordo com Sun et al. (2015): (i) atribuido a
Swingle e Reece (1967 apud SUN et al., 2015), e (ii) o de Tanaka (1977 apud SUN et
al., 2015). Os sistemas ndo apresentam grandes divergéncias, opondo-se de forma
mais enfatica na aceitacdo ou nao de hibridos, cultivares, variantes, como espécies
verdadeiras, caracteristicas essas todas consideradas no sistema de Tanaka, que por
isso, inclui mais espécies.

Como explicado ainda por Sun et al. (2015), em seu estudo baseado em
filogenia, os dados por eles encontrados parecem corroborar os ja apontados no
sistema de classificagdo de Swingle e Reece, em relagdo as "verdadeiras arvores
citricas”, com seis subgéneros, no entanto, para Barrett e Rhoodes (1976) as espécies
denominadas Citrus reticulata, do grupamento tangerina, Citrus grandis, pumelo e

Citrus medica, citron, seriam as verdadeiras espécies bioldgicas, sendo as demais
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Citrus aurantifolia, C. aurantium, C. limon, C. paradisi e C. sinensis de provavel origem
hibrida apomitica.

A origem filogenética de limdes e limas, pertencentes a duas espécies
diferentes segundo a classificagdo de Swingle e Reece, foi pauta do estudo
desenvolvido por Curk et al. (2016). Os autores relatam que a origem das limas e
limdes € contraditoria, mas revela relacdo com as cidras - Citrus medica.

O trabalho também demonstrou que o grupo apresenta alto poliformismo, séo
altamente heterozigotos e podem conter misturas de até quatro dos taxons ancestrais,
sendo que limas e limbdes provavelmente surgiram de inumeros eventos de
recombinacdo sexual, enquanto demais espécies, como de laranja doce, podem ter
surgido de mutagdes ou variagdes somaticas (CURK et al., 2016).

A fim de auxiliar no esclarecimento desse emaranhado que é a classificagao
dos citros, Wu et al. (2018), realizaram estudos gendmicos de diversos citros para
avaliar a diversidade e evolugdo do grupo, além de identificar os hibridos existentes.
Em seus dados, os pesquisadores apontaram como centro de origem das espécies a
regido sudeste do Himalaia, abrangendo Assam, Mianmar e Yunnan, além de
demonstrar que alguns géneros de citrinos estao fortemente acomodados dentro de
Citrus, e, portanto, seriam espécies dentro do género, em paridade com as ja referidas

especies verdadeiras (Figura 02).
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Figura 02 Arvore genealdgica dos principais tipos de Citrus, segundo Wu et al. (2018) Os
destaques em pontilhado representam as chamadas espécies biolégicas verdadeiras. Os
cruzamentos complexos, sdo assim chamados por darem origem a frutos a partir de inUmeras
geracoes e retrocruzamentos. Imagem adaptada de Wu et al. (2018).

Os resultados encontrados por Wu et al. (2018) também apontam que pumelo
(Citrus grandis) e cidras (Citrus medica) sdo espécies puras, enquanto as tangerinas
(Citrus reticulata) sofreram misturas em trés momentos distintos e, em um deles,
resultaram na laranja doce, de modo que observaram o compartiihamento de
haplétipos entre a maioria das tangerinas sequenciadas sendo que Ponkan € quem
apresenta a maior afinidade.

Segundo os autores, o compartilhamento de haplétipos entre C.reticulata e
laranja doce, sugere que o parentesco “paterno” da laranja doce possuia uma ampla

ligacdo de parentesco com a tangerina, e que os diferentes tipos de tangerinas
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existentes possam ter surgido de um processo de domesticagcéo visando aumentar as
caracteristicas desejaveis (WU et al., 2018).

Os resultados, embora esclarecedores, conflitam com estudos anteriores e
reforcam a complexidade e necessidade de novos estudos para confirmar a
classificagao dos citros, frente aos dados filogenéticos.

Ainda que a classificacao seja heterogénea, os usos e aplicagdes das espécies
permeiam pelas ciéncias, envolvendo desde alimentagdo humana e animal, extragao
de compostos de interesse farmacéutico, e aplicacées na industria de cosméticos e
derivados.

A produgado de sucos e venda in natura, a extragdo de vitamina C, fibras e
carotendides, e as incontaveis aplicagcdes de seus oOleos essenciais e flavonoides,
colocam os citricos como uma das frutas mais cultivadas e exploradas no mundo.

No Brasil, a exploracdo de Cifrus € responsavel por movimentar
aproximadamente 14 bilhdes de ddlares por ano, arrecadando 190 bilhdes de dolares
anuais em impostos no cinturédo citricola, que engloba 350 municipios de Sdo Paulo e
Minas Gerais (FUNDECITRUS, 2021). Destaca-se também os investimentos na
producao, que permitiu nos ultimos 30 anos, um aumento da capacidade produtiva por
area, o que diminuiu a area de ocupacao das plantagoes.

Em uma andlise comparativa, o Brasil movimentou cerca de 1x108 t em
exportacao do suco concentrado, com um aumento de 17% entre as safras 2018/2019
e 2019/2020, sendo a maior parte destinada aos mercados Europeus e dos Estados
Unidos, como apontou o relatorio da CitrusBR (2020) que destaca ainda o estado de
Sao Paulo como o maior produtor mundial.

Em contrapartida, a safra 2020/2021, cujos dados foram reportados no relatério

de fechamento da safra de laranjas, pela Fundecitrus (2021), resultou na produgéo de
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268 milhdes de caixas de laranja, uma queda de 30,55% em relagao a safra anterior,
explicada pelas restricoes impostas pela Pandemia do Covid-19 e pelas mudancas no
clima que levou a perda de produtos (FUNDECITRUS, 2021).

A safra 2021/2022 também foi menor do que a esperada, devido a seca e a
geada que levou a queda prematura dos frutos e menor produtividade, fechando em
262, 97 milhdes de caixas (FUNDECITRUS, 2022).

No livro “O retrato da citricultura brasileira”, Neves et al. (2010) destacaram que
o Brasil detinha 50% da produgdo mundial de suco, exportando 98% da produgéao e
detendo 85% de participagao no mercado mundial, o que levou a arrecadagao em 189
milhdes de ddélares em impostos. Atualmente, levando em consideracao as safras
recentes, S&o Paulo e Minas Gerais movimentam sozinhos cerca de 614 milhdes de
ddlares, com as exportagdes de suco de laranja, representando 550 mil toneladas na
safra 2019/2020 (HORTIFRUTI BRASIL, 2020). Os dados do livro, embora de 2010,
ultimo ano de langamento, em contraponto com os dados atuais, mostram a relevancia
dos citros no pais para o comércio mundial.

O relatdrio de fechamento de safra 2020/2021 e 2021/2022 também apontaram
um dado interessante sobre os motivos da queda da produgcdo em relacédo as safras
anteriores. O relatério apontou as principais causas da queda dos frutos, em relagao
as suas principais pragas e doengas e constatou uma queda no impacto do cancro
citrico para a perda dos frutos, detectado em 0,37% e 0,21% respectivamente para as
safras 2020/2021 e 2021/2022 (FUNDECITRUS, 2021; FUNDECITRUS, 2022).

O cancro citrico é uma patologia causada pela presenca da bactéria gram-
negativa Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) que acomete as folhas, frutos e caules
causando lesdes necréticas e erupgdes amareladas, tipicas da formacao de colénias

das bactérias (Figura 03). Este fitopatdgeno € de dificil manejo, tem alta taxa de
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agressividade e de transmissao, ao ser disseminado através da chuva e dos ventos e

por impacto manual, tendo como principal porta de entrada a abertura estomatica

(GRAHAM, 2003; PRUVOST et al., 2014).

Figura 03. Exemplar de citros com sintomas de cancro citrico causado pela bactéria
Xanthomonas citri subps. citri. A) Exemplar de fruto apresentando as lesdes necréticas
caracteristicas da infeccao. B) Exemplar de folhas e ramos lesionados. Fundecitrus (2021).

O cancro citrico tem forte impacto na economia. A contaminagao dos pomares
pela bactéria leva a desfolha das plantas, a mancha nos frutos e queda prematura, a
queda da producao e qualidade dos frutos e a restricao da comercializacdo. Isso
porque, 0 cancro € uma doenga quarentenaria, impondo as regides em que s&o
identificados a uma série de restricdes e levando, muitas vezes, ao corte dos pomares
infectados (FUNDECITRUS, 2021; PRUVOST et al., 2014).

Somente no relatério de Safra 2019/2020 (FUNDECITRUS, 2021), foram
detectados 34 milhdes de arvores, das principais variedades de laranja, contaminadas
com o cancro citrico, confirmando o aumento da incidéncia da doenga no cinturao
citricula — Sao Paulo e triangulo Mineiro.

Nao ha relatos de espécies e/ou variedades imunes ao desenvolvimento da
patologia, mas a resisténcia e suscetibilidade é variavel entre elas, sendo este um dos

mecanismos de controle da praga agricola de menor custo.
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Estudos genéticos, de transcriptoma, interatoma, e analises de
lesdes/gendtipos foram desenvolvidos, permitindo uma classificacdo frente a
resisténcia ao cancro citrico. Muitos dados de pesquisas neste tépico foram
compilados em um levantamento de Gottwald (2002).

Os dados experimentais (DE CARVALHO et al., 2015) e as analises de redes
e de genes diferencialmente expressos (FERRASA et al, 2020) em inumeras
variedades, permitiu um ranqueamento das espécies, e consequentemente de
variedades, categorizando-as em altamente resistente; resistente; baixa
suscetibilidade; suscetivel e altamente suscetivel, seguindo Gottwald (2002), o que
permite certo manejo em campo. No entanto, ndo ha relatos que aliem a composi¢céao
quimica da planta a resisténcia.

Sabe-se, entretanto, que em decorréncia do ataque do patdégeno, a planta
produz metabdlitos que podem atuar como barreira fisica, como antimicrobiano ou
como sinalizadores, fazendo toda uma reprogramacdo metabdlica que também
envolve expressao génica. Esses metabdlitos podem ser produzidos antes da
infeccdo, na chamada resisténcia constitutiva da planta, durante ou apds o ataque do
patogeno. Além disso, o sistema imune vegetal responde aos patdégenos tanto através
de reconhecimento de moléculas comuns a muitos patdégenos, quanto através de
fatores de viruléncia (JONES; DANGL, 2006; KRONER et al., 2012).

Mesmo com as intempéries climaticas e as doengas e pragas associadas, a
exportacdo e mesmo utilizacado interna dos produtos encontra-se em elevado patamar
e ultrapassam o consumo tradicional (fruta, sucos, geleias), uma vez que as industrias
de processamento geram enormes quantidades de residuos citricos. Tais subprodutos
sdo considerados recursos valiosos economicamente, além de sustentaveis, pela

abundancia de produtos que podem ser extraidos, isolados, purificados, identificados
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e posteriormente aplicados em alimentos, cosméticos e medicamentos (MAHATO et
al., 2018; SHARMA et al., 2017).

Dentre os subprodutos, podemos destacar flavonoides, acidos e oleos

essenciais, agucares e fibras alimentares, celulose, vitaminas, minerais, encontrados

em varias partes do fruto. Esses derivados tém sido fortemente estudados a fim de

esclarecer os beneficios nutricionais e farmacoldgicos, foco do nosso préximo capitulo

(MAHATO et al., 2018).

1.2 Citrus: composig¢ao quimica e propriedades medicinais

Aliado aos robustos dados econdmicos, o género se destaca mundialmente
pelos seus inumeros beneficios a saude, que remontam épocas antigas e
conhecimentos tradicionais, que foram sendo confirmados ao relacionar a composi¢ao
quimica das espécies a inumeros testes farmacologicos.

Embora todos os 6rgéos vegetais das espécies possuam relatos de aplicagdes
e usos, como em ceriménias, devido ao ato de presentear noivas com flor de
laranjeiras como sinal da Virgem Maria e associagdo a virgindade, em regides da
Europa (GOODY, 1993), ou o uso para extracdo de O6leos essenciais para a
perfumaria, nenhum outro érgéo possui enfoque e estudos como os frutos, deixando
uma area em potencial fora do foco da ciéncia, a quimica foliar.

Os frutos e seus diferentes tecidos foram estudados utilizando inumeras
técnicas de isolamento e identificacdo de substancias, como HPLC e UHPLC
(Cromatografia Liquida de Alta e Ultra eficiéncia, respectivamente), HRMS
(Espectrometria de massas de alta resolugdo), MR (Ressonéncia magnética) e

técnicas mais atuais, partindo do conceito da metaboldmica direcionada e nao
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direcionada (BRITO et al., 2014; TSUJIMOTO et al., 2019; ZANDALINAS et al., 2017,
ZHENG et al., 2020).

O enfoque principal dos estudos envolvendo o género concentraram-se na
geracao de um perfil quimico dos frutos, restringindo a alguma espécie ou a um
conjunto de espécies, visando a identificagao de 6leos essenciais, flavonoides, acidos
fendlicos, de potencial aplicagédo nas industrias farmacéuticas e de cosméticos.

Este direcionamento gerou um volumoso numero de compostos identificados,
mas uma grande lacuna em relagdo aos demais érgaos vegetais, principalmente as
folhas que possuem ampla aplicabilidade.

Com grande destaque no grupo dos citrinos, os 6leos essenciais (Figura 04)
sdo uma das classes de compostos melhor compreendidas dentro do grupo. Esses
oleos, sdo uma mistura complexa de compostos volateis, que, no caso de Citrus sao

geralmente hidrocarbonetos ou mono e sesquiterpenos (GONZALEZ-MAS et al.,

2019).
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Figura 04. Estruturas quimicas de d6leos essenciais tipicamente encontrados em Citrus.
Adaptado de Dosoky; Setzer (2018).

Os dleos essenciais sao relevantes na industria de cosméticos e farmacéuticos.
Dentre suas inumeras propriedades, podemos citar sua agao antioxidante (ASJAD et

al., 2013; LV et al.,, 2012), ansiolitica (FATURI et al., 2010; GOES et al., 2012;
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LEHRNER et al., 2000), anti-inflamatéria (AMORIM et al, 2016; KUMMER et al., 2013);
larvicida (EL-AKHAL; LAMANIA; GUEMMOUH, 2015; GALVAO et al., 2015), inseticida
(BADAWY; TAKTAK; EL-ASWAD, 2018; RAINA et al., 2007; ROSSI; PALACIOS,
2013), antifungica (SHARMA; TRIPATHI, 2008; VIUDA-MARTOS et al., 2008),
gastroprotetora (MORAES et al., 2009), conservante alimentar, além de aromatizantes
para uma gama de produtos.

Os citros também possuem abundante teor de flavonoides. Os flavonoides sao
uma das maiores classes de metabdlitos especializados, sendo caracterizados pela
presencga de dois anéis aromaticos (A e B), que podem se ligar a um terceiro anel (C).
Nos Citrus podemos encontrar principalmente polimetoxiflavonas, flavonas e
flavononas (BALLISTRERI et al., 2019).

Esses flavonoides podem existir com variadas modificagdes, devido a
hidroxilagao, metilagcao e a glicosilagédo, que € a mais importante nos frutos, cuja maior
parte inclui as flavononas-O-glicosideos e as flavonas-O-glicosideos ou flavonas-C-
glicosideos (ABAD-GARCIA et al., 2009; ABAD-GARCIA et al., 2014; BARRECA et
al., 2011; LI; LO; HO, 2006). A presenca de diferentes tipos de agucares ligados aos
flavonoides, como rutinosideos e neohesperidosideos, faz com que as variedades
apresentam variagdes no sabor (BALLISTRERI et al., 2019).

Dentre os flavonoides (Figura 05), podemos incluir a Naringina, Hesperidina,
Hesperitina, Neohesperidina, Poncirina, Sinensetina, Tetra, Penta, Hexa e
Heptametoxiflavonas, Tangeritina, Quercetina, Apigenina, Luteolina, Vitexina,
Diosmina, Eriocitrina, Eriodictiol, Scoparina, muitos deles na forma glicosidica, além
de outros inumeros compostos detectados em estudos principalmente do suco e

tecidos dos frutos (BALLISTRERI et al., 2019; BRITO et al., 2014; KLIMEK-
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SZCZYKUTOWICZ; SZOPA; EKIERT, 2020; TSUJIMOTO et al., 2019, WANG et al

2017; WANG et al., 2019; ZHENG et al., 2020).
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Figura 05. Estruturas quimicas de alguns flavonoides tipicamente encontrados em Citrus

Adaptado de Tsujimoto et al., 2019.
Assim como os 0Oleos essenciais, os flavonoides citricos possuem inumeros

relatos de aplicagdes na area da saude, como efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios

citoprotetor, hipolipidémico, anti-hipertensivo (LI; SCHLUESENER, 2017; MAHMOUD

et al., 2019; MILLAR; DUCLOS; BLESSO, 2017; ZAIDUN; THENT; LATIFF, 2018)

A Naringenina, flavonoide tipicamente acumulado de Citrus possui comprovada

acao na supressao da peroxidagao lipidica, diminuindo o acumulo de acidos graxos
; 2018), com

no figado (HERNANDEZ-AQUINO; MURIEL, 2018; ZOBEIRI et al

principal agao antioxidante.
A Hesperidina, por exemplo, destaca-se em estudos relacionados a agéo

anticarcinogénica, anti-hipertensiva, antiviral, anti-inflamatoria (MAHMOUD, 2014;
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MAHMOUD et al., 2017; ZOBEIRI et al., 2018;), enquanto a Diosmina parece
aumentar a agao das células p-pancreaticas (PARI; SRINIVASAN, 2010).

Além dos flavonoides, os acidos fendlicos, cumarinas, acidos carboxilicos
também sao encontrados, com destaque para os acidos ferulico, sinaptico, acido
citrico, acido malico, citropteno e escopoletina (KLIMEK-SZCZYKUTOWICZ; SZOPA;
EKIERT, 2020).

Em estudo com variedades de toranja e pomelo, por exemplo, Xi et al. (2015),
avaliando a composig¢do fendlica, demonstraram que as variedades de toranja
possuiam maior composigao fendlica, sendo rica em acidos como o galico,
clorogénico, cafeico e ferulico, além de identificarem polimetoxiflavonas.

As cumarinas, como a escopoletina, sdo derivados do 1,2 benzopirano e
pertencem a via dos fenilpropanoides (HARBORNE, 1999) e em Cifrus sé&o
encontrados em maior quantidade na casca dos frutos (DUGRAND-JUDEK et al,,
2015).

As cumarinas sado compostos relacionados a defesa das plantas, mas que
foram citadas com possiveis fungdes hormonais e moléculas de sinalizagao
(BOURGAUD et al., 2006).

A rica composicao de metabdlitos em Citrus permitiu ampla aplicacéo
farmacéutica e alimenticia, mas os estudos também deixam claro a variagédo da
composicado dos metabdlitos nas diferentes espécies e o foco maior em compostos de
maior impacto econdémico.

Klimek-Szczykutowicz, Szopa e Ekiert (2020) enfatizam que os estudos tém
focado principalmente nos 6leos essenciais bioativos. Wang et al. (2017), também

apontam que existem diferencas significativas no teor e na composigédo quimica entre



24
especies e tecidos dos Citrus, mas ressalta que tal diferenga foi demonstrada, até o
momento, nos frutos estudados.

Tais consideracdes abrem hipoteses para novos estudos, visando a obtencéo
de uma quimica foliar mais precisa e uma analise comparativa deste érgéo vegetal
nas diferentes espécies e variedades comerciais, principalmente com um enfoque
agrondmico, buscando esclarecer a provavel relagdo entre a quimica foliar e a

potencial resisténcia ou suscetibilidade a patdgenos, ainda ndo demonstrada.

1.3 Ferramentas em estudo de metabolomica

Chamamos metabolismo o0 resultado de todos o0s processos
celulares/bioquimicos dos organismos e estuda-lo em sua totalidade € uma tarefa
complexa em termos analiticos. Ndo ha, atualmente, técnicas que permitam identificar
e elucidar toda a gama metabdlica de um organismo em experimentos isolados, sendo
necessario o acoplamento de técnicas, técnicas hifenadas, para um melhor
entendimento metabdlico, sendo a principal delas a cromatografia liquida ou gasosa
e a espectrometria de massas (PILON et al., 2020).

O desenvolvimento de técnicas mais recentes e integrativas, auxiliaram o
entendimento do metabolismo/funcionamento do organismo e sua relagdo com o
meio. A metabolémica, € uma dessas aliadas.

Concebida no final dos anos 90, a metabolémica hoje pode ser entendida nao
apenas como o estudo do metabolismo primario e secundario, mas também da
comparagao de perfis entre individuos, associados as condicbes ambientais e
patologias, por exemplo (OLIVER et al., 1998; PILON et al., 2020).

Avancos marcantes em ferramentas de bioinformatica e de quimica analitica,

especialmente em espectrometria de massas, também aceleraram significativamente
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o processo de identificagdo de produtos naturais em amostras com misturas
complexas, podendo auxiliar fortemente no estabelecimento do mapa quimico das
espécies e na identificacdo de marcadores moleculares (HENKE; KELLEHER, 2016;
MEDEMA; FISCHBACH, 2015).

Entre essas técnicas, destaca-se a rede de moléculas (MN) como uma
abordagem promissora (FOX RAMOS et al., 2019), onde os espectros de MS/MS s&o
organizados em agrupamentos de acordo com a similaridade espectral, fornecida pela
pontuagdo de cosseno. Outra abordagem importante para a Biologia foi o
desenvolvimento de protocolos de metabolémica, que possibilitam gerar dados quanti-
e qualitativos sobre os metabdlitos presentes em amostras de plantas submetidas a
diferentes condi¢cdes de estresse (BRUNETTI et al., 2013; FUNARI et al., 2013;
VILLAS-BOAS; NIELSEN; SMEDSGAARD, 2007).

Sob uma perspectiva mais ampla e filoséfica, a MN representa um mapa
espectral que pode ser enriquecido com multiplas anotagdes sobrepostas (ALLARD
et al., 2016; FOX RAMOS et al., 2019). Os espectros que compdéem a rede de
moléculas podem ser comparados de forma automatizada com bancos de espectros
de fragmentagédo in silico (MS/MS), possibilitando a correspondéncia entre
subestruturas de moléculas candidatas (ALLARD et al., 2016).

Uma das bases de dados de espectros de fragmentacdo é o ISDB-UNPD, a
Base de Dados in silico do Dicionario Universal de Produtos Naturais (ALLARD et al.,
2016). A base conta com espectros teodricos de fragmentagcao (MS/MS), em modo
positivo, para 170.602 produtos naturais, gerados por ferramentas computacionais. O
ISDB-DNP permite a dereplicacdo rapida de compostos, além de possibilitar a

visualizac&do na rede de moléculas da anotagao e suas estruturas quimicas.
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A anotagdo computacional in silico retorna 50 possiveis estruturas quimicas,
que, aliada a ponderagao taxondmica (RUTZ et al.,, 2019), permitem anotar com
grande confiabilidade os features, ions detectados, pela espectrometria de massas.

A ponderacao taxonbmica é também uma técnica recente de bioinformatica,
desenvolvida como uma forma de aumentar a confiabilidade na anotagao
computacional, visto a ampla diversidade quimica das espécies vegetais. A partir da
inclusdo da posicao taxondmica da amostra, a ponderagao recalcula e fornece uma
nova pontuacdo baseada na taxonomia, dos compostos candidatos obtidos pela
anotacdo (RUTZ et al., 2019).

O grande volume de dados metabolémicos, demandando protocolos robustos
para a extracdo de informagdes, tornou as analises multivariadas uma importante
ferramenta para a compreensao dos dados, que pode ser feita a partir de uma visao
global ou a partir do direcionamento da anélise em relagcédo a variaveis de influéncia
(PILON et al., 2020), assim, a caracteristica multivariada dos dados metabolémicos
podem ser entendidos mediante analises ndo-supervisionadas (como a PCA e o HCA)
e supervisionadas (como a OPLS-DA).

As analises multivariadas possibilitam o maior entendimento do objeto de
estudo, ao permitir obter relagdes entre um grande numero de variaveis que podem
interferir no metabolismo vegetal, explicando as diferengas, além de direcionar para
metabdlitos diferenciais nas amostras, que podem auxiliar na quimiotaxonomia e no
entendimento da defesa contra patégenos (PILON et al., 2020).

Adicionalmente, o uso de ferramentas abertas e gratuitas (Open Source) que
garantem a facil Localizagao, Acessibilidade, Interoperabilidade e Reutilizagdo (FAIR
principles) (WILKINSON et al., 2016) dos dados obtidos e gerados permitem uma

maior integragdo no estudo metabolémico. Isso porque, ao tornar os protocolos
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desenvolvidos em cada pesquisa facilmente localizados e acessados por outros
cientistas ou computadores, através de protocolos abertos e gratuitos, permitem que
cientistas os integralizem em suas pesquisas e reutilizem para novas analises (por ex.
machine learning) por serem dados liberados por licengca de uso de dados
(WILKINSON et al., 2016).

A metabolémica € uma area em constante desenvolvimento, e todas essas
técnicas contribuem para o estudo de produtos naturais, permitindo, na tematica deste
trabalho, estudar como a quimica foliar pode estar atrelada a resisténcia contra

patégenos.
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2 OBJETIVO

Investigar o perfil quimico foliar de variedades comerciais de Citrus, por meio

de métodos de metaboldmica nao direcionada e analises multivariadas, visando

identificar marcadores quimicos associados a resisténcia constitutiva a Xanthomonas

citri subsp. citri.

2.1 Objetivos especificos

Para viabilizar o desenvolvimento e cumprimento do objetivo central do projeto,

0s seguintes passos foram executados:

Analisar o perfil quimico através de metabolémica a partir de UHPLC-HRMS;
Realizar analises multivariadas (PCA, OPLS-DA, HCA);

Gerar rede de moléculas utilizando o fluxo de trabalho do GNPS;

Realizar a Anotagdo computacional in silico dos compostos;

Construir rede de moléculas multi-informativa a partir da integracao de analises

estatisticas e anotagdo computacional,

Identificar marcadores quimicos relacionados a resisténcia constitutiva a

Xanthomonas citri subsp. citri.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e preparagcao das amostras

As amostras de folhas foram obtidas de espécimes pertencentes a colegao da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinaria — UNESP, Campus de Jaboticabal, sob
coordenacgao do Prof. Jesus Aparecido Ferro. As plantas foram mantidas em casa de
vegetacao (21°14'34.0"S 48°17'02.4"W) sob irrigagdo controlada, fotoperiodo de 12h
e temperatura controlada, 28°C.

Foram coletadas folhas de trés semanas, de diferentes posicdes da planta,
totalmente expandida e saudavel de 17 variedades de Citrus (Tabela 1). As amostras
de folhas foram obtidas através de um corte no peciolo e submetidas a secagem por
liofilizagcao (Genevac HT-4SIl & HT4X Series Il).

Uma aliquota de cerca de 50 mg de folhas liofilizadas foi moida usando um
moinho de esferas (esfera de vidro de 2 mm; frequéncia de 30 Hz; 4 min) usando 5 ml
de MeOH-H20 85:15 (v/v) com 0,1% de acido féormico (Retsch MM200, Schieritz &
Hauenstein AG, Arlesheim, Suiga). As amostras foram centrifugadas, e os
sobrenadantes coletados e submetidos a extragao em fase sélida utilizando cartuchos
de silica C18 para a remogao de compostos lipofilicos.

A escolha do método de extracao partiu de revisao de literatura em relagao aos
citros (BRITO et al., 2014; TSUJIMOTO et al., 2019; ZHENG et al.,2020), visando a
otimizagdo e maximizagao da extracdo dos compostos.

A remocéao do solvente foi realizada por um sistema de evaporagédo rotativo
rapido sob pressao reduzida. As amostras foram ressuspendidas em MeOH 85% a
uma concentracgdo final de 5 mg/ml e foram armazenadas a -20 °C antes da analise

metaboldmica.
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3.2 Classificagao da suscetibilidade das variedades

Para classificar as variedades perante a suscetibilidade ou potencial resisténcia
ao Cancro citrico, foi realizado o cruzamento dos dados de diferentes trabalhos (De
CARVALHO et al., 2015; FERRASA et al, 2020; GOTTWALD; GRAHAM e
SCHUBERT, 2002) e atribuidos apenas dois estratos de classificagéo no estudo: (i)
potencialmente resistentes, que incluiu todas as espécies listadas como altamente
resistente e resistentes; (ii) suscetivel, englobando as espécies com baixa e alta
suscetibilidade e as suscetiveis.

O enquadramento de cada espécie pode ser

verificado na Tabela 1.

Tabela 1: Relagdo das espécies e variedades de Citrus utilizadas neste estudo. Os codigos
foram atribuidos para fins de analise e as variedades referidas por eles. A potencial resisténcia
e suscetibilidade descritas referem-se ao Cancro citrico (Xanthomonas citri subsp. citri).

Variedades Numero | Cédigo Espécie* Potencial
de Resisténcia/
espécimes Suscetibilidade**
Kumquat 3 KUM  Citrus japonica Thunb. Resistente
Satsuma 4 SAT Citrus reticulata Blanco Resistente
Ponkan 4 PON  Citrus reticulata Blanco Resistente
Lima Acida Citrus aurantifolia ,
Galego 4 LAG (Christm.) Swingle Suscetivel
Limao Tahiti 1 LTa  Citrus aurantifolia Suscetivel
(Christm.) Swingle
Limao Cravo 4 LCR  Citrus limon (L) Osbeck Suscetivel
Limao LS  Citrus limon (L) Osbeck Suscetivel
Siciliano
Clementina 2 CLE Eg{fgﬂ?ggﬂgna Suscetivel
Citrumelo 4 CMO gl.';g%: tg afid'S' x Citrus Suscetivel
Swingle 4 SWI fn’g v t’;afid’s’ x Citrus Suscetivel
. Citrus sinensis x Citrus ]
Citrange 2 CNG  giroliata*** Suscetivel
Pera Rio 4 PER Citrus sinensis L.Osbeck Suscetivel
Valéncia 4 VAL Citrus sinensis L.Osbeck Suscetivel
Hamlin 4 HAM  Citrus sinensis L.Osbec Suscetivel
Bahia 4 BAH Citrus sinensis L.Osbeck Suscetivel
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Natal 4 NAT Citrus sinensis L.Osbeck Suscetivel
Folha 4 FOL Citrus sinensis L.Osbeck Suscetivel
Murcha

*|dentificagdo obtida em “Citrus Variety Collection” (https://citrusvariety.ucr.edu/varieties.html) e The
plant List (2013). Atualizado por WFO - World Flora Online (2022)

** Resisténcia/ suscetibilidade atribuida segundo De CARVALHO et al. (2015) FERRASA et al. (2020)
e GOTTWALD; GRAHAM e SCHUBERT (2002).

***Hibridos conhecidos como Citroncirus.

3.3 Analise por cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas de alta resolugao (UHPLC-HRMS)

As analises por cromatografia liquida foram realizadas em parceria com o
Laboratdrio de Quimica de Produtos Naturais Bioativos da Universidade de Genebra,
Suica, coordenado pelos Professores Dr. Emerson Ferreira Queiroz e Dr. Jean-Luc
Wolfender.

O sistema consistiu em um Cromatégrafo Liquido de Ultra eficiéncia (UHPLC)
Thermo Dionex Ultimate 3000 acoplado a Espectrbmetro de Massas de Alta
Resolugédo (HRMS) Q-Exactive Plus (Thermo Scientific, Bremen, Alemanha) com
ionizacao por electrospray (HESI-III).

As separagdes cromatograficas foram realizadas em coluna Acquity BEH C18
130 A, 1,7 um, 2,1 mm por 150 mm mantida a 60°C, com fase movel de agua ultrapura
(solvente A) e Acetonitrila (solvente B) ambos acidificados com 0,1% de acido férmico,
vazdo em 600 uL/min; volume de injegdo: 1uL e gradiente de 2-98% de B em 5 min.

Os parametros da fonte de ionizagdo (tens&o, vazao do gas de revestimento,
taxa de fluxo de gas e gas de reposicao, temperatura capilar e nivel de RF da lente)
foram otimizados e o analisador calibrado por injegao direta usando uma mistura de
cafeina, acetato de metionina, arginina, fenilalanina (MRFA), sulfato de dodecil de
sédio, taurocolato de sédio e Ultramark 1621 em solugao de acetonitrila/metanol/agua

com 1% de acido formico (ALLARD et al., 2016).
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Os dados de MS/MS foram realizados nos trés ions mais intensos detectados
na verificagdo completa da espectrometria de massas (Experimento top3). A largura
da janela de isolamento MS/MS foi de 1 m/z e a energia de colisdo normalizada (NCE)
ajustada para 20, 35, 50 eV. Os experimentos MS/MS dependentes de dados tiveram
suas varreduras completas obtidas com resolugao de 35.000 FWHM, e varreduras
MS/MS em 17.500 FWHM, com tempo maximo de 50ms.

Os ions adquiridos foram colocados posteriormente em uma lista de exclusao
din&dmica por 2 s (ALLARD et al., 2016).

Para reduzir o efeito de possivel viés analitico nos resultados, as amostras
foram injetadas no sistema UHPLC-HRMS em um unico lote de forma randomizada e
intercaladas sistematicamente com amostras de controle de qualidade (QC) para
monitorar o desempenho do cromatografo (tempo de retencéo) e do espectrometro de
massa (intensidade e precisdo do sinal). A amostra de QC consistiu em um pool de
todas as amostras experimentais e foi preparada através da coleta de uma aliquota

de 1 yL de cada amostra.

3.4 Processamentos dos dados de UHPLC-HRMS

Os dados brutos (.raw) obtidos por UHPLC-HRMS foram convertidos para
.mzXML usando o software MS converter (Proteowizard) e processados no software
MZmine (PLUSKAL et al., 2010). Os parametros usados para processamento dos
dados foram: nivel de ruido a 1 x 108 para MS" e 0 para MS2.

As etapas de detecgao e filtragem dos picos permitiu gerar uma lista contendo

a massa de todos os ions detectados. Em seguida, os cromatogramas foram
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construidos com base no médulo ADAP seguindo os parametros: tamanho minimo de
grupo de 5, altura minima igual a 1x10° e tolerancia de 0,001 Da (ou 10 ppm).

O processo de deconvolugao também utilizou o modelo wavelets (ADAP) como
algoritmo para reconhecimento de picos, m/z e faixa de tempo de retencédo para
emparelhamento de varredura, MS? de 0,3 Da e 0,1 min, cujo limite S/N foi de 50,
altura minima do recurso de 5 x 105, limite de coeficiente/area 90, intervalo de duragéo
de pico de 0,02-1,5min e intervalo de RT wavelets de 0,02-0,05; o que permitiu separar
todos os ions que co-eluiram. Os cromatogramas foram entdo de-isotopados por
algoritmo de agrupamento de picos isotdpicos com tolerancia de 0,001 Da e RT de
0,05 min.

A lista de picos foi entdo alinhada de acordo com os ions e a intensidade
detectada em cada amostra com tolerancia de m/z ajustada a 0,001 Da e tolerancia
absoluta RT a 0,05 min.

A lista de picos ausentes pos-alinhamento foi preenchida pelo preenchimento
de lacuna do mesmo maodulo de preenchimento de intervalo RT e m/z com tolerancia
de 0,001 Da. Apdés o preenchimento, uma lista de picos foi gerada, contendo a
identificagdo de adultos e calculo de suas féormulas moleculares, gerando resultados
de espectros MS? dependentes. A lista foi entdo exportada e pré-tratada com base em
coeficientes de variagdo das amostras e controle de qualidade, resultando em uma
lista final de picos (.mgf) que foi ent&o utilizada como entrada para a geragao da rede

de moléculas e analises multivariadas.

3.5 Construgao da rede de moléculas (MN) através do GNPS

A rede de moléculas foi gerada a partir dos espectros de segunda ordem (MS?)

das 17 variedades de Citrus. O arquivo (.mgf), gerado pelo programa MZmine,
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contendo os espectros representativos de cada ion detectado, foi processado
primeiramente no software Filezilla e em seguida submetido ao GNPS (Global Natural
Products Social Molecular Networking — Rede molecular global de produtos naturais)
(WANG et al., 2016) para a geragao da rede.

Os espectros MS? foram entdo agrupados com o MS-Cluster com uma
tolerancia de massa original em 0,02 Da, e 0,02 Da para tolerancia de massa de ions
fragmentos, para criar espectros de consenso e espectros de consenso com menos
de dois espectros descartados. A rede foi criada apods as arestas serem filtradas para
uma pontuacao de cosseno acima de 0,7 e mais de seis picos correspondentes. O
programa Cytoscape (3.7.2) (SHANNON et al., 2003) foi utilizado para a visualizagao
da rede (ALLARD et al., 2016) e os espectros identificados inicialmente com base na

biblioteca espectral do GNPS.

3.6 Anotagao computacional in silico dos compostos

Os espectros de MS/MS foram anotados em segundo nivel (SCHYMANSKI et
al., 2014) a partir de uma comparagdo automatizada entre espectros teédricos e
experimentais, de acordo com a similaridade espectral. A comparacéo foi feita com os
espectros disponiveis (aproximadamente 177 mil espectros) na base de dados
espectrais in silico (tedéricos) da Universal Natural Products Database (ISDB-UNPD),
conforme descrito em Allard et al. (2016).

A comparacido automatica foi desenvolvida no Tremolo em ambiente Linux,
uma ferramenta de busca de biblioteca espectral (WANG; BANDEIRA, 2013). Os
parametros usados para processar a analise do conjunto de dados foram os seguintes:
tolerancia da massa dos ions parentais em 0,05 Da; pontuacdo minima de cosseno

0,7, retornando os 50 principais candidatos para cada espectro.
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3.7 Ponderagao taxonémica dos compostos candidatos

A etapa de ponderagéo taxondémica foi realizada em ambiente R, seguindo a
metodologia descrita por Rutz et al. (2019). Apds a anotagao por ISDB-DNP, a lista
com os 50 compostos anotados primeiramente por similaridade espectral (cosseno),
foi submetida a uma nova ponderacdo com base na distancia taxondmica das fontes
biolégicas dos compostos e das amostras analisadas. A ponderagao taxondémica
acrescentou uma pontuagao com base na distancia taxonémica e foi realizada em
nivel de género (Rutaceae < Citrus < Citrus spp).

As cinco principais estruturas candidatas, com maior meta-pontuacao, foram
recuperadas e as estruturas quimicas do primeiro hit de cada noé visualizadas na rede

de moléculas no Cytoscape usando o plug-in ChemViz.

3.8 Analise estatistica multivariada (MVA)

A analise multivariada dos dados obtidos por LC-MS foi realizada através do
software R, sendo os dados submetidos a analise multivariada ndo supervisionada e
supervisionada.

A analise dos componentes principais (PCA) foi utilizada para avaliar os
padrées de metaboloma das variedades estudadas e a variabilidade entre as
amostras, enquanto a analise hierarquica de agrupamentos (HCA) foi efetuada para
identificacado de clusters e determinar a acumulacgao e diversidade metabdlica.

Ap0s a identificagdo e determinagdo dos grupos de amostras pelo PCA e HCA,
a analise supervisionada OPLS-DA (analise ortogonal de minimos quadrados parciais-
discriminativa) foi realizada para rastrear metabdlitos diferenciais, ao ampliar as

diferencas entre os grupos. Através do OPLS-DA, foi possivel obter o valor de
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importancia (VIP), de cada ion. Tal valor expressa o quanto a substancia implica na
diferenca entre as amostras analisadas, e ao ser plotado na rede de moléculas,
direciona para possiveis marcadores quimicos.

Adicionalmente, um HeatMap (package Heatmap3) foi gerado através do
mesmo software para demonstrar o teor de cada metabdlito nas amostras analisadas,
utilizando como entrada apenas o conjunto de metabdlitos identificados através da
anotagao computacional in silico e seus respectivos nodos da rede de moléculas. O
percentual relacionado as classes de metabdlitos identificadas foi expresso em forma

de Treemap, obtido também através do package Treemap utilizando o software R.

3. 9 Calculo da Resisténcia Constitutiva (RC)

Os dados de abundancia de todos os ions detectados, foram utilizados para
determinar a razao entre as espécies consideradas potencialmente resistentes e
suscetiveis, seguindo metodologia descrita por Massana-Codina et al. (2020).

Resumidamente, investigamos na literatura as variedades de Citrus
consideradas suscetiveis ou potencialmente resistentes a Xanthomonas citri subsp.
citri, causadora do cancro citrico. Em seguida, os valores relacionados a resisténcia
(VRR) foram obtidos através da razdo entre a média da abundancia dos ions nas
plantas resistentes (MPR), pelas plantas suscetiveis (MPS), seguindo a equagéao:
VRR= (MPR/ MPS), cujo resultado foi expresso em Log2. A razado obtida permitiu uma
estimativa da contribuicdo de cada composto para a resisténcia, cujos metabdlitos

especificos foram destacados na rede através do tamanho do nddulo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Planejamento experimental

A fim de selecionar metabdlitos presentes nas folhas de Citrus que possam ser
utilizados como marcadores quimicos da resisténcia ao Cancro citrico, realizamos
uma selecao de variedades segundo a resisténcia a doencga. Isto nos permitiu obter
uma colegdo de amostras de variedades com diferentes graus de suscetibilidade a
serem comparadas.

De modo a gerar resultados que possam ser explorados em nivel estatistico e
ajudar na identificagdo de compostos, um plano de extragdo compativel com
abordagem metaboldmica foi aplicada (Figura 6). O perfil metabdlico das amostras foi
realizado aplicando métodos nao direcionados de metabolémica (LC-HRMS/MS), o
que nos permitiu gerar dados de LC-MS" associados a dados MS/MS". Esta estratégia
nos permite de um lado, explorar o set de dados de HRMS1 através de analises
multivariadas e identificar features com diferencga estatistica entre as variedades. Por
outro lado, o set de dados de MS/MS foi organizado para evidenciar as familias de
estruturas quimicas em uma unica rede de moléculas (MN) seguindo o fluxo de
trabalho disponivel no Global Natural Products Social Networking (GNPS) (WANG et
al., 2016).

A identificacdo dos compostos na MN foi realizada por meio de comparacao
automatica dos dados de MS/MS com uma base de espectros in silico de produtos
naturais e complementado com abordagem taxonbémica para aumentar a
confiabilidade das anotagdes (RUTZ et al., 2019). As familias quimicas dos compostos

anotados foram identificadas via ClassyFire (DJOUMBOU et al., 2016). Tal estratégia
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permitiu identificar as familias quimicas e os compostos de maneira automatica e

compreensiva na MN para todas a amostras.
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Figura 06. Mapa global da estratégia metabolémica empregada neste estudo. Coleta do material em casa de vegetagéo a partir de corte no peciolo.
Extracdo e andlise fitoquimica, a partir do preparo do extrato hidroalcodlico e analise por UHPLC-HRMS. Analise multivariada utilizando os dados
quimicos obtidos para a determinagdo de compostos com alto valor de importancia (VIP). Determinagao do valor relacionado a resisténcia a partir dos
dados de intensidade dos ions detectados, e cruzamento dos dados obtidos na literatura das espécies consideradas potencialmente resistentes e
suscetiveis. Rede de moléculas multi-informativa a partir da interpolagdo dos dados obtidos da anotagao computacional, VIP e valores de resisténcia,
para determinacdo de biomarcadores.
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Para facilitar a visualizac&o dos resultados e destacar os marcadores quimicos,

os resultados da analise metabolémica (LC-HRMS1) foram utilizados para o calculo

da resisténcia constitutiva ao Cancro citrico e inseridos na rede de moléculas

contendo as anotagdes dos compostos. Esta abordagem, permitiu aliar os resultados

estatisticos da metabolémica com a identificacdo estrutural e destacar metabdlitos que

podem estar associados a resisténcia constitutiva de maneira sistematica e rapida.

Isto nos gerou uma analise complementar a estatistica multivariada classica e
visualizacdo de dados de metabolémica.

A sequéncia de resultados obtidos seguindo esta abordagem é detalhada nos

tépicos seguintes.

4.2 Perfil quimico por UHPLC-HRMS

Um gradiente cromatografico genérico foi aplicado para analisar todas as
amostras em unico lote a fim de se obter resolucido satisfatoria e baixo nivel de
supressao de ions. Desta maneira, as 58 amostras foram analisadas neste método
para obter o fingerprint dos extratos em modo positivo e negativo.

Os espectros apresentados e os resultados analisados partem do modo
positivo, por apresentar o maior numero de ions detectados pela varredura. Os
cramatogramas analiticos de todas as 17 variedades podem ser vistos nos apéndices.

Como um esforco para eliminar vieses devido a possiveis instabilidades na
plataforma de LC-MS, seguimos uma abordagem utilizando amostras de controle de
qualidade (QC) (MICHOPOULOS et al.,, 2009; ZELENA et al., 2009). As amostras
experimentais foram randomizadas e intercaladas regularmente com amostras de

controle de qualidade (QC).
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Este procedimento é realizado para monitorar a estabilidade dos equipamentos,
pois, embora o UHPLC-HRMS seja um equipamento preciso e de analises fidedignas,
o alto numero de amostras exige analises em tempo prolongado, podendo levar a
alteragdes graduais no tempo de retencéo e na intensidade e acuracia dos valores de
m/z detectados, por exemplo (MICHOPOULQOS et al., 2009; ZELENA et al., 2009).
Neste trabalho, as amostras de QC foram preparadas a partir de um pool de
todas as amostras experimentais e injetadas de maneira regular em intervalos
definidos do lote de andlise. Seguindo esta estratégia, amostras de QC foram
analisadas a cada cinco inje¢des.Portanto, a estabilidade do cromatégrafo foi avaliada
através da analise do tempo de retencéo, e do espectrdmetro de massas através da
intensidade da area dos picos e valor de m/z, no decorrer das 75 inje¢des (Figura 07).
Em um primeiro passo, pode ser feita a analise da forma dos picos observados
nas amostras de QC no inicio, meio e fim das inje¢des. Esta primeira analise demonstrou
que os dados sao satisfatorios e indicam boa estabilidade dos instrumentos no decorrer
da aquisicdo dos dados, embora possa ter apresentado pequenas quedas na intensidade

dos picos.
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Figura 07. Cromatogramas analiticos representativos das amostras de controle de qualidade
obtidas a partir de um pool de todas as amostras experimentais dos extratos foliares de espécies
de Citrus, obtidos por UHPLC-HRMS. Os dados mostram estabilidade satisfatoria da plataforma
através da analise da intensidade do sinal. QC-01 (2.9e9); QC-15 (2.1€9).

Uma vez que os dados apresentaram qualidade satisfatéria, prosseguiu-se com
o processamento dos dados de UHPLC-HRMS/MS para analises estatisticas e

identificacdo dos compostos.

4.3 Processamento dos dados de LC-HRMS

O processamento dos cromatogramas obtidos do UHPLC-HRMS/MS (ver
secao 3.4 do Material e Métodos) resultou em uma primeira lista de picos contendo

dados de Rt, m/z e intensidade do sinal para cada ion detectado. A analise de
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variabilidade de ions foi realizada utilizando os dados das amostras de QC e utilizada
para filtrar features nao instaveis analiticamente como artefatos nas amostras
experimentais (THEODORIDIS; GIKA; WILSON, 2011). Os features com coeficiente
de variacéo (CV) abaixo de 25% em QCs foram filtrados para se obter um conjunto de
dados finais. Em seguida, somente os features contendo dados de HRMS/MS
associados foram mantidos na lista. A comparacéo dos dados obtidos para os modos
positivo e negativo, revelou que o modo positivo mostrou mais ions e foi complementar
ao modo negativo. Portanto, apenas os resultados em modo positivo foram usados
como base para analises de variagao metabdlica.

Desta forma, uma lista final foi obtida contendo 5975 features que foi utilizada

como entrada para analise multivariada e geragao de rede de moléculas.

4.4 Analise multivariada dos dados

Em uma primeira etapa, para se obter uma visdo compreensivel dos dados de
metaboldmica, realizamos uma analise estatistica ndo supervisionada, a analise de
componentes principais (PCA). A analise por PCA nos permite avaliar as amostras de
modo amplo e identificar padrbes e diferengas entre as amostras. Para reduzir a
importancia de valores de features muito elevados, sem alterar a estrutura geral dos
dados (WORLEY; POWERS, 2013), utilizamos a escala Pareto e transformagdo em
Log. A transformag&o em Log diminuiu a variagao dos dados aproximando-os de uma
distribuicdo normal.

Oito componentes principais foram calculados, com boa qualidade indicados
pelos valores de R*cumulativo e Q*cumulativo em 0,91 e em 0,70 respectivamente.

Os dois primeiros componentes principais (Figura 08) explicaram juntos 73% (R2X1=
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63%, R2X2= 10%) da variagdo nos dados espectrais. A distribuicdo das amostras
também revelou alguns outliers fora dos limites do modelo (T2 de Hotelling de 95%).

A qualidade dos dados obtidos p6de ser também avaliada com base na analise
das amostras de controle de qualidade (QC). As quinze amostras de QC formaram
um grupo conciso e proximo do centro da PCA (Figura 08-A). Esse padrao, de

agrupamento, indica qualidade satisfatéria dos dados
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Figura 08. Analise multivariada dos dados de LC-HRMS (+) obtidos em modo positivo
de 17 variedades de Citrus. A) Analise dos componentes principais (PCA) contendo
as amostras de controle de qualidade (QC) agrupadas na origem dos eixos, o que
sugere qualidade satisfatéria dos dados obtidos. B) PCA destacando os
agrupamentos quimicos das variedades revelando padrées no metaboloma. Legenda:
CNG = Citrange (hibrido); LTA = Limao Tahiti; SWI = Swingle (hibrido); SAT =
Satsuma; LAG = Lima Acida Galego; LS| = Limao Siciliano; PON = Ponkan; HAM =
Hamlin; KUM = Kumquat; BAH = Bahia; FOL = Folha Murcha; PER = Pera Rio.

Através da PCA (Figura 08-B), foi possivel distinguir alguns grupos de amostras
o que sugere diferengas no fingerprint. De modo geral, as amostras das 17 variedades

foram reunidas em trés grupos, G1-G3.
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O grupo G1 reuniu as variedades CNG (Hibrido), LTA (Citrus aurantifolia) e SWI
(Hibrido), positivamente correlacionadas entre si. O grupo G2 reuniu as variedades
SAT (Citrus reticulata), LAG (Citrus aurantifolia) e LS| e LCR (Citrus limon).

As demais variedades - PON (Citrus reticulata), KUM (Citrus japonica), CLE
(Citrus clementina) e todas as variedades de Citrus sinensis, formaram um outro grupo
(G3).

A PCA permitiu identificar padrées no metaboloma das variedades estudadas
de acordo com a resisténcia. A analise em detalhe de cada grupo, demonstrou que
PON e KUM, variedades consideradas resistentes ao Cancro citrico, compartilham
compostos com as variedades de Citrus sinensis (Grupo 3) e sdo positivamente
correlacionadas entre si, enquanto apresentam-se negativamente correlacionadas
com o Grupo 1. Por sua vez, as variedades de limbdes encontram-se fortemente
agrupadas.

Uma analise supervisionada (ortogonal de minimos quadrados parciais
discriminativas — OPLS-DA), foi realizada para destacar metabdlitos com potencial uso
como marcadores da resisténcia. O modelo OPLS-DA foi entdo construido utilizando
56 observagodes (exclusao de trés valores atipicos e QC).

Este modelo apresentou boa qualidade visto pelos dados de R2X cum=0,89;
R2Y cum= 0,54 e Q2 cum = 0,33. A variacao ortogonal foi explicada em 58% e mostrou
separagao nitida entre as amostras, mantendo os trés grupos observados, cujo
mapeamento encontra-se na Figura 09-A. Além da manutencdo dos grupos obtidos
na PCA, a OPLS-DA agrupou melhor as variedades de uma mesma espécie,

principalmente C.reticulata, separada na PCA.
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Figura 09. Anadlise multivariada supervisionada dos dados de LC-HRMS (+) obtidos em modo
positivo de 56 extratos foliares de 17 variedades de Citrus. A) Ortogonal de minimos quadrados
parciais discriminativas (OPLS-DA) com a separagao das amostras em trés grupos. B) Plot do
valor de importancia (VIP) de cada feature (composto) obtido do OPLS-DA. As barras em
vermelho destacam compostos com VIP>1.

O compartilhamento de compostos entre as variedades de Citrus sinensis e as
variedade Ponkan e Satsuma (Citrus reticulata), observadas na PCA e mantidas na
analise OPLSA-DA de forma mais intrincada, encontra respaldo nos estudos de
filogenia desenvolvidos por Wu et al. (2018), que estabelece relagdes de parentesco
entre as laranjas doces e tangerinas.

A relacao entre essas variedades também é apontada em estudos anteriores,
como de Luro et al. (2017) que aponta que a laranja doce (Citrus sinensis) € mais
préxima filogeneticamente de Citrus reticulata.

Citrus clementina (variedade Clementina- CLE) também permaneceu agrupada
com Citrus sinensis. Segundo Luro et al. (2017), a espécie provavelmente teve origem

de C.sinensis, sendo a laranja doce doadora do pélen.
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Os agrupamentos da OPLS-DA, também reuniu melhor as variedades hibridas
(CNG, CMO e SWI) e confirmou o agrupamento fechado das variedades de limdes
(Citrus limon) e limas (Citrus aurantifolia), uma vez que ambas as espécies tém
provavel origem em Citrus medica (CURK et al., 2016).

O valor de importancia (VIP) dos compostos foi obtido a partir da anélise de
OPLS-DA (Figura 09-B). Uma lista contendo os valores de VIP foi exportada
permitindo destacar 2633 features com VIPs > 1.

Compostos com valores de VIP>1 sdo tipicamente encontrados em grupos
especificos de amostras. A Figura 10-A demonstra a quantidade relativa de um

composto tipicamente com VIP>1.
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Figura 10. Plot da intensidade de alguns features representativos. A) Feature 532-
contendo VIP>1, detectado em LAG e LTA (Citrus aurantifolia). B) Feature 2272-
contendo VIP<1, detectado em todas as variedades exceto SWI (hibrido), PON
(Ponkan- Citrus reticulata) e CMO (hibrido).
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O VIP foi desenvolvido como forma de melhorar a interpretacdo dos modelos
em analises ortogonais em 2014 (GALINDOTPRIETO; ERIKSSON; TRYGG, 2014).
Ele permite classificar as variaveis por importancia, verificando a influéncia de
determinada variavel na projecao, e assim, auxiliando na visualizagao de metabdlitos
diferenciais que podem ser exclusivos de determinadas amostras (GALINDO-
PRIETO; TRYGG; GELADI, 2017). Segundo o algoritmo de desenvolvimento, VIPs>
1 apontam variaveis mais relevantes, enquanto VIPs <1 as variaveis com pouca
contribui¢cao para a formagao dos grupos.

Ao selecionarmos features com valores de VIP >1, podemos verificar que
guanto maior o valor, maior a probabilidade do feature estar presente em um pequeno
numero de amostras, destacando possiveis candidatos que possam ser utilizados
como marcadores quimicos.

Como podemos ver na figura 10-A o feature 532 encontra-se exclusivo nas
amostras LTA e LAG (10-A), enquanto o feature 2272 (10-B) esta presente em
praticamente todas as variedades.

Os resultados das analises multivariadas foram integrados na rede de

moléculas, cujos resultados sao discutidos a seguir.

4.5 Analise por rede de moléculas

A utilizagcado da rede de moléculas (MN) como estratégia para a organizagao
dos espectros de fragmentagao, abriu um leque de oportunidades para visualizagéao
deste tipo de dados e identificacdo de compostos de modo mais eficiente que os
métodos tradicionais (FOX-RAMOS et al., 2019).

A MN organiza os espectros em clusters (grupos), baseado na similaridade

espectral fornecida pela pontuagao de cosseno, que parte de vetores para comparar
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e revelar espectros quase iguais. Tal metodologia foi recentemente atualizada com a
insercao do Spec2Vec, que, ao invés de utilizar um vetor, baseia-se em linguagens
naturais, em que o algoritmo processa e aprende as relagdes dos picos dos espectros
baseado na frequéncia em que ocorrem (HUBER et al., 2021).

Em uma MN, cada n6 é um espectro e cada aresta, liga os espectros baseado
na similaridade, permitindo a visualizagdo de classes de estruturas quimicas e
também identificar analogias entre os ions detectados.

A organizagao dos espectros por similaridade revelando as familias estruturais
nas MNs, tém se mostrado uma ferramenta mais eficiente para a propagacao da
identificacdo de compostos ja conhecidos e destacando possiveis novos produtos
naturais, quando comparada com métodos tradicionais para identificacdo de
estruturas quimicas (PILON et al., 2021). A partir da identificacdo da estrutura quimica
localizada em um nodo, a propagacao da identificagcdo das estruturas nos nodos
vizinhos pode ser feita no cluster.

A anotacdo de compostos na MN pode ser realizada por varias estratégias
(FOX-RAMOS et al.,, 2019). Atualmente, a comparacdo de espectros com bases
espectrais, possibilita a anotagao rapida de compostos e a obtencdo de um perfil
preliminar do objeto de estudo compativel com abordagens metaboldbmicas. Além
disso, a anotagao automatica dos compostos, permite analisar dados que antes eram
subutilizados ou descartados devido a complexidade de analisar o grande volume de
espectros obtidos (ALLARD et al., 2016, QUINN et al., 2017).

Desta forma, neste trabalho, tomou-se vantagem da geracdo de uma MN
seguida de comparagao dos espectros contra uma base de espectros simulados in
silico para se obter de maneira rapida, um panorama geral dos compostos presentes

nos extratos foliares das espécies selecionadas.
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A lista contendo 5975 features (compostos), com dados de MS/MS associados

foi utilizada como entrada na plataforma GNPS para criagdo da MN seguindo o fluxo

de trabalho da “Feature-Based Molecular Networking” (FBMN) (NOTHIAS et al,
2020).

A MN resultante agrupou os 5975 nodos (features) em 723 clusters. Em

seguida, prosseguimos com a anotagcado dos compostos na MN. Para isso, o arquivo

(.mgf) contendo os dados de MS/MS, foi utilizado como entrada para a anotagao

computacional in silico dos compostos.

4.6 Anotacgao in silico dos compostos e ponderagao taxonémica

Uma estratégia de anotagao de produtos naturais foi realizada para identificar
os compostos na MN, a partir da comparacao dos espectros, obtidos das amostras de
Citrus, com uma base de dados espectrais.

Os dados de MS/MS experimentais foram comparados automaticamente com
a base de espectros de fragmentacado (MS/MS) simulados in silico, gerada a partir do
Dicionario de Produtos Naturais (ISDB-DNP) (ALLARD et al., 2016). A comparagao
dos espectros gerou uma lista de 50 candidatos (top 50) para cada espectro
experimental, ranqueados de acordo com o valor de cosseno (ALLARD et al., 2016).

O valor de cosseno permite comparar espectros quase idénticos, possibilitando
a anotacao do composto sem a necessidade de pesquisa manual em bases de dados
e o isolamento de compostos.

A figura 11-A e 11-B, demonstra o processo de anotagao. Os espectros tedricos
e experimentais sdo comparados em ambiente automatizado e uma série de
informacdes sao fornecidas, como a pontuagcdo de cosseno e o0 n° de picos

compartilhados, fornecendo confiabilidade na anotacéo.
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Quanto maior o valor de cosseno, maior a chance de os espectros pertencerem

a mesma molécula, devido a sobreposicao dos vetores resultantes dos espectros de
fragmentagcado utilizados na comparagdo, sendo assim, o valor minimo de

confiabilidade adotado € a pontuagéo de cosseno igual ou superior a 0,7.
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Figura 11. Comparacgao dos espectros representativos de similaridade estrutural obtida para dois
compostos, a partir do valor de cosseno, para a anotagdo computacional in silico via ISDB-DNP.
Em preto, espectro experimental obtido via analise de UHPLC-HRMS. Em verde, espectro tedérico
presente na base de dados do ISDB-DNP. A) composto anotado como Bergapteno. B) composto
anotado como Hesperetina- 7-O-rutinosideo. Os valores de cosseno que permitiram a anotagao
dos compostos, o n° de picos compartilhados entre os espectros tedricos e experimentais, as
férmulas moleculares, estruturais, valor de m/z e o n°® do composto na lista de compostos anotados
na tabela 02 sao apresentados.




53
Em um segundo passo, para aumentar a confidéncia das anotagdes, seguimos
uma abordagem taxondmica (RUTZ et al., 2019). As anotagdes (50 candidatos para
cada espectro) obtidas da ISDB-DNP, foram reclassificadas com base na distancia
taxondmica entre a fonte bioldgica das amostras analisadas e bioldgica de ocorréncia
dos candidatos. Esse método permitiu ordenar os compostos ja identificados em
Rutaceae em nivel de familia e Citrus em nivel de género, e também retornou
resultados condizentes com identificacdes ja relatadas para cinco das espécies
consideradas neste estudo.
O infografico abaixo (Figura 12) representa a anadlise quantitativa dos
resultados retornados a partir da anotagao in silico seguida de ponderagao taxonémica

dos compostos.

1618 foram identificados pela
anotagao computacional in silico.

-y compatibilidade
com Cinco especies p=
do estudo

111 2% & Gitrus aurantium

& eitrus raticulata
& Citrus japonica
& Citrus limon

/B & citrus aurantifolia

LTRSS 181 compostos identificados
em Rutaceae emgitrus  pE

Figura 12. Analise dos resultados obtidos na etapa de anotagao pelo IDSB-DNP seguida de
ponderacao taxondémica dos compostos candidatos. A anotacgéo in silico retornou candidatos
para 29% dos features detectados. Destes, a ponderacdo taxondmica reordenou 428
compostos candidatos compativeis a nivel de familia - Rutaceae- (26,45%) e 181 a nivel de
género- Citrus- (11,18%). A ponderagéao retornou também resultados compativeis a nivel de
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espécie, incluindo cinco espécies (expressas na imagem), dentre as oito consideradas neste
estudo.

As classificagbes das estruturas das entidades quimicas anotadas foram
padronizadas utilizando o ClassyFire (DJOUMBOU et al., 2016). O ClassyFire € um

site/aplicativo disponivel gratuitamente no enderego http://classyfire.wishartlab.com.

Este aplicativo permite a classificagdo automatizada das familias quimicas e é
compativel com dados grandes. O ClassyFire fornece informagdes relacionadas a
mais de 4.800 classes quimicas, ao entregar uma classificagdo hierarquica dos
compostos quimicos organicos e inorganicos conhecidos.

Utilizando este método, os compostos anotados em Citrus foram classificados
em 112 classes quimicas.

As classes mais representativas incluiram prenol lipidios (terpenos - 11,6%),
acidos graxos (10,19%), flavonoides (9,82%), acidos carboxilicos e derivados (9,14%),
benzenos e derivados (6,67%), cumarinas (6,67%), compostos organicos oxigenados
(5,93%) e compostos organonitrogenados (3,21%).

Os dados referentes as classes de metabdlitos podem ser observados no
Treemap (Figura 13). Um treemap (mapa de arvore) permite visualizar o conjunto de
dados como retangulos aninhados, em que o tamanho do retangulo é determinado
pelo valor a ser representado graficamente. O grafico abaixo foi construido a partir das
primeiras 41 classes de compostos identificadas, por apresentarem mais de seis
compostos representantes.

No Treemap, cada classe é representada por um retangulo perfeitamente

alinhado com aqueles de maior similaridade no percentual de compostos, sendo que
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a area de cada retangulo € proporcional ao percentual de compostos pertencentes

aquela classe.

Figura 13. Treemap do percentual de compostos anotados por classe de substancias. O
grafico foi ordenado de modo que as classes com o maior numero de representantes fossem
localizadas a esquerda do grafico e diminuissem gradativamente. O percentual foi obtido a
partir do calculo em relagéao ao total de compostos identificados pelo ISDN-DNP, e as classes
determinadas através de confirmagéao pelo ClassyFire.

Vale destacar que o script utilizado para a elaboragdo do Treemap, determina
gue o nome das classes de compostos com percentual muito baixo, e que, portanto,
terdo area do retangulo minima, sédo suprimidas para permitir melhor visualizagao do
conjunto de dados.

As familias quimicas identificadas foram integradas na Rede de moléculas e
podem ser visualizadas através da coloracédo da borda dos nos (Figura 14). Na rede
preliminar, destacamos os clusters das respectivas classes quimicas, baseados em
padrdes de coloracao que refletissem as familias quimicas que obtiveram altos valores

percentuais como destacado no freemap.
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Figura 14. Rede de moléculas dos compostos identificados em Citrus, gerada pelo GNPS (5975
features e 737 clusters), representando as classes de compostos previamente identificadas. Cada
nodo representa um composto. Cada composto esta ligado pelas arestas ao composto mais proximo
com similaridade estrutural, formando os clusters de classes quimicas. A) Estrutura completa da
rede de moléculas gerada pelo GNPS. A direita da imagem estdo destacados alguns clusters de
classes de compostos quimicos identificados na rede, bem como a estrutura quimica
correspondente ao composto de cada no, dentro de cada cluster destacado. B) Flavonoides. C)
Prenol Lipidios (conhecidos como terpenos). D) Cumarinas. E) Acidos graxos. F) Acidos
carboxilicos. Nodos em verde = n&o identificados.

As classes de compostos identificadas vao ao encontro de estudos anteriores
com espécies isoladas de Citrus ou em estudos combinados. A principal mudanca é
o percentual representativo de cada classe, tendo em vista as divergéncias
metabdlicas nas diferentes partes dos vegetais, e sabendo que a maioria dos estudos

desenvolvidos se concentrava nos frutos - seus tecidos e suco.
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Em estudos com Citrus limon, com foco a quimica dos frutos, € possivel
encontrar resultados similares aos encontrados nas folhas das variedades deste
trabalho, relatando a presenca de flavonoides, cumarinas, acidos fendlicos, acidos
carboxilicos e acidos graxos, além de outros compostos quase exclusivamente dos
frutos e sementes (KLIMEK-SZCZYKUTOWICZ; SZOPA; EKIERT, 2020). O mesmo
foi relatado por LV et al. (2015), que incluiu ainda terpenoides e alcaloides, e entre os
metabdlitos especializados mais comumente encontrados nos citrinos, por Liu et al.
(2021), em revisao sobre os constituintes quimicos de citros e saude humana.
Dos 1618 compostos identificados pelo ISDB-DNP, a ponderacao taxonémica
devolveu 181 compostos presentes no género Citrus.
Os 181 compostos anotados e retornados pela ponderagao taxonémica em
nivel de género foram organizados em uma lista (Tabela 2), inicialmente filtrada e
revisada de modo a destacar os compostos identificados, primeiramente em nivel de

género, excluindo aqueles com grande variagdo em Rt.



58

Tabela 2. Identificacdo dos compostos previamente identificados em Citrus e presentes nos extratos foliares de variedades
selecionadas. Os dados foram obtidos por UHPLC-HRMS em modo positivo. Os compostos foram anotados em comparagao com o
ISDB-DNP e reordenados pela ponderagao taxondémica, de modo a refletir apenas os reconhecidos em nivel de género.

N° m/z RT (min) Classe Férmula Anotacao dos compostos InChiKey (parcial) *
Molecular (ISDB-DNP ou GNPS)
Neutra Nome do Produto Natural
(ISDB-DNP)
1 1166.0862 0.6839 BZ CoH11NO, Metil 2- (metilamino) benzoato GVOWHGSUZUUUDR
2 | 150.0913 6.4943 BZ CoH11NO Fenilacetaldeido O-metiloxima NICHQMGWWYWONX
3 |289.0803 1.1972 CH C15H1206 2' 3,4,4', 6'-Pentahidroxichalcona CRBYNQCDRNZCNX
4 | 165.0546 1.1569 Cl CoHgO3 Acido 3-hidroxicinamico KKSDGJDHHZEWEP
5 | 247.0974 2.6047 CM C14H1404 (S) -Marmesina FWYSBEAFFPBAQU
6 |205.1952 4.0383 CM CisHoa a-bergamoteno YMBFCQPIMVLNIU
7 [307.1179 2.3017 CM C16H1806 Trans-O-metilgrandmarina NACAFQOYZHTCHZ
8 |259.0974 2.5861 CM C15H1404 5-metoxisseselina ZNMRQYJUVCXNGK
9 |287.0918 2.3716 CM C16H1405 Heraclenina CTJZWFCPUDPLME
10 | 331.1543 2.2624 CM C19H205 Poncimarina ICRMRGFEHCUSRS
11 | 345.1696 2.3713 CM C20H2405 Isoschininallylol XBYZRXVQYHWAFL
12 | 203.0339 3.8656 CM C11HeO4 Xantotoxol JWVYQQGERKEAHW
13 | 261.1114 2.3275 CM C15H1604 Citrusal VCYVDHAWDPDCKW
14 | 217.0494 3.7116 CM C12HsO4 Bergapteno BGEBZHIAGXMEMV
15 | 203.0339 4.1016 CM C11HgO4 Bergaptol GIJHDGJRTUSBJR
16 | 163.0390 0.6712 CM CoHsO5 7-Hidroxicumarina (Umbeliferona) ORHBXUUXSCNDEV
17 | 261.1179 3.2178 CM C15H1604 7-O-Prenilescopoletina ZLPLFUBVEZVYDX
18 | 231.1050 2.3912 CM C14H1403 Ostenol RAKJVIPCCGXHHS
19 | 247.0605 3.4094 CM C13H 1005 Isopimpinelina DFMAXQKDIGCMTL
20 | 318.1380 3.0698 CM C17H1605 Felopterina BMLZFLQMBMYVHG
21 | 247.0941 2.9958 CM C14H1404 Colombianetina YRAQEMCYCSSHJG
22 | 287.0903 2.2009 CM C16H1405 Trichoclin SYEZZRGTJNNHEL
23 [ 193.0495 3.1732 CM C10HgO4 Isoscopoletina SYTYLPHCLSSCOJ




24
25
26
27
28
29
30
31
32

33
34
35
36

37

38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48

49
50

168.1024
288.0875
373.1291
5971777
628.2230
287.0902
3431177
625.1765
375.1083

313.1070
359.1136
403.1390
345.0974

433.1129

329.1025
609.1807
315.0855
579.1702
611.1960
579.1708
595.1663
315.0868
433.1500
625.1762
359.1123

391.1387
303.0857

2.1105
2.1258
3.0266
1.1942
1.4418
1.7993
2.3875
1.3237
2.5432

2.5110
2.7108
2.3081
2.3899

1.2016

2.9472
1.6742
1.6596
1.1826
1.4459
1.3574
0.9522
2.3278
2.8597
1.1677
2.0660

2.5242
1.4456

AL
AL
FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL

FL
FL
FL
FL

FL

FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL

FL
FL

CoH13NO2
C15H13NOs
C20H2007
C27H32015
C28H34015
C16H1405
C19H1806
C28H32016
C19H180s

C1gH1605
C19H1807
C21H220s
C1gH1607

CZ1H20010

C18H1606
C28H32015
C17H1406
C27H30014
C28H34015
C27H30014
C27H30015
C17H1406
C22H2409
C28H32016
C19H1807

C20H220s
C16H1406

Sinefrina

Grandisine lll

Tangeretina

Neoeriocitrina

Hesperetina 7-O-rutinésido
Isosacuranetina/4'-Metilnaringenina
5,6,2 "', 6'-tetrametoxiflavona
Isorhamnetin-3-O-rutinosideo
5,2'-Diidroxi-6,7,8,6'-tetrametoxiflavona

4", 5,7-Trimetoxiflavona
3'-Hidroxi-5,6,7,4'-tetrametoxiflavona
Nobiletina
Eupatorina

Isovitexina

5-hidroxi-7,8,4'-trimetoxiflavona
Diosmetin-7-O-rutinosideo
4 "' 5-Dihidroxi-6,7-dimetoxiflavona
Vitexin-2-O-rhamnosideo
Hesperidina
Apigenina 7-O-neohesperidosideo
Apigenina 6,8-di-C-glucosideo
4 ' 5-Dihidroxi-7,8-dimetoxiflavona
3',4',5" 3,57,8-Heptametoxiflavona
3, 8-Diglucosildiosmetina
2- (3,4-dimetoxifenil) -7-hidroxi-5,6-
dimetoxicromen-4-ona
5-Desmetilcitromitina

Homoeriodictiol
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YRCWQPVGYLYSOX
QNXGBYOUHGRJCI
ULSUXBXHSYSGDT
OBKKEZLIABHSGY
QUQPHWDTPGMPEX
HMUJXQRRKBLVOO
PBQMALAAFQMDSP
UIDGLYUNOUKLBM
GMQFOKBGMKVUQZ

ZXJJBDHPUHUUHD
LYLDPYNWDVVPIQ
MRIAQLRQZPPODS
KLAOKWJLUQKWIF

MYXNWGACZJSMBT

RRZRJBICWWNHRB
GZSOSUNBTXMUFQ
ZIIAJIWLQUVGHB
LYGPBZVKGHHTIE
QUQPHWDTPGMPEX
RPMNUQRUHXIGHK
FIAAVMJLAGNUKW
FTFPXINQVCVDEY
AFQWYRUBZJYCIF
OZSVEJJFZRCNON
QZNYGJAIWILZLF

XRMJVHGTNXEOHH
FTODBIPDTXRIGS
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53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74

75
76
77
78

373.1285
375.1151
403.1393
389.1238
509.1292
595.1655
419.1342
419.1336
361.0924
271.0725
373.1288
593.1845
625.1768
329.1020
449.1439
595.2006
315.0866
331.0812
391.1386
301.0706
493.1330
565.1547
347.0759
595.1655

339.1075
517.1335
369.1209
225.0757

2.3670
2.2087
5.3045
2.9084
1.3700
1.2160
3.0290
2.3815
2.4188
1.3847
2.3656
1.4406
1.2006
2.0322
1.4409
1.7860
2.6518
2.0456
2.2849
1.9925
1.5005
1.1645
1.1456
1.1244

0.8443
1.4252
0.8903
1.4321

FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL
FL

AF
AF

C20H2007
Ci19H1g0s
C21H220s
C20H200s
C23H24013
C27H30015
C21H2209
C21H2209
C18H160s
C15H100s
C20H2007
C28H32014
C28H32016
C1gH1606
C22H24010
C28H34014
C17H1406
C17H1407
C20H220s
C16H1206
C23H24012
C26H28014
C17H140s
C27H30015

C16H180s
C25H24012
C17H2009
C11H120s

3,7,3',4' 5'-pentametoxiflavanona
3", 5-dihidroxi-3,4', 5 ', 7-tetrametoxiflavona
3,3, 4", 5,6,8-Hexametoxiflavona
5-Demetillnobiletina
Seringetina-3-O-glucosideo
Kaempferol-3-glucosideo-3 " - Rhamnosideo
6-hidroxi-3,3 ', 4', 5,7,8-hexametoxiflavona
5-hidroxi-3,6,7,8,3 ', 4'-hexametoxiflavona
Acerosina
6,7,4'-trihidroxiisoflavona
Isosinensetina
2-O-ramnosil-swertisina
3, 8-Diglucosildiosmetina
5-hidroxi-7,8,4'-trimetoxiflavona
Poncirenina
Poncirina
4 "' 5-Dihidroxi-7,8-dimetoxiflavona
3,5,6-Trihidroxi-7,4'-dimetoxiflavona
5-Demetilcitromitina
Diosmetina
Jaceosideo
Isovitexina 2 " - O-arabindsido
3", 4', 5,7-Tetrahidroxi-6,8-dimetoxiflavona
8- [4,5-di-hidroxi-6- (hidroximetil) -3- [3,4,5-tri-

hidroxi-6- (hidroximetil) oxan-2-il] oxioxan-2-il] -5, 7-

dihidroxi-2- (4-hidroxifenil) cromen-4-ona
Acido p-coumaroilquinico
Acido 1,4-Dicafeoilquinico
Acido 4-O-feruloil-D-quinico
Acido sinaptico
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VTMFDSJJVNQXLT
PCMORTLOPMLEFB



79 | 375.1441 2.7958 DP C20H2207 2'-Hidroxi-3,3 ', 4,4', 6'-pentametoxi-trans-chalcona HJEVKPPOPFNTMA
80 | 377.1021 2.2044 NF C22H1606 Pummeloquinona GPGGGLOHXPWGDO
81 [ 1563.1274 1.1134 LP/TE Ci1oH160 Limoneno-4-ol OVKDFILSBMEKLT
82 | 163.1274 1.4023 LP/TE Ci1oH160 Carveol BAVONGHXFVOKBV
83 | 339.1599 3.8678 LP/TE C21H204 Eter geranilico de bergaptol DBMJZOMNXBSRED
84 | 151.1107 1.8703 LP/TE C1oH140 3-hidroxi-p-menta-1,8-dien-7-al CGYLWHVYZDSTDR
85 | 219.1743 1.1672 LP/TE Ci5H220 3,7 (11) -Eudesmadien-2-ona SVQMAXHCMOZBSF
86 | 217.1580 2.5270 LP/TE Ci15H200 1(10),8,11-Eremophilatrien-2-one PHRADXUJOZKVDN
87 | 219.1745 3.9452 LP/TE Ci5H220 3,7 (11) -Eudesmadien-2-ona SVQMAXHCMOZBSF
88 | 151.1111 2.7012 LP/TE Ci1oH140 3-hidroxi-p-menta-1,8-dien-7-al CGYLWHVYZDSTDR
89 |432.1886 1.3379 LP/TE C19H26010 Beta-D-Glucopiranosideo VJVGTGQETNCOEX
90 | 370.1653 3.0771 Pl C21H23NOs 3-metil-éter-Prenylcitpressine NA

91 | 318.0974 2.1707 QU C16H15NOs 1,2,3,4,5-Pentahydroxyacridone2,4-Di-Me éter GGFAVDAJPCNMKS
92 |302.1026 2.5975 QU C16H1sNOs Grandisine | VPMIRWSZFAXDKP
93 | 549.2860 5.1834 TP C34H36N4O3 Ester de pirofeoforbide-a-monometil YMBZVJAREAJWOI
94 | 535.2708 4.8182 TP Cs3H34N4O3 Pirofeoforbideo a FDKRLXBXYZKWRZ
95 | 367.1556 0.6971 TR C17H22N207 1-beta-D-glucopiranosil-L-Triptofano ZHBHZDMTVVJASV
96 | 174.0904 0.9977 TR C11H14N20 5-Metoxitriptamina JTEJPPKMYBDEMY

Lista de abreviagbes: DNP = dicionario de produtos naturais; BZ = benzeno e derivados; CA= acidos carboxilicos e derivados; Cl= acido cinamico
e derivados; CH= chalcona; CM = cumarinas e derivados; FL= flavonoides; NF = naftalenos; LP/TE= prenol lipideos/terpenos; QU= quinolinas e
derivados; TP= tetrapirroles e derivados; DP= diarilpropanoides; Pl= piridinas e derivados; AL= alcaloides; TR= triptaminas e derivados; AF=
acido fendlico. * InChiKey= Internacional Chemical Identifier.
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Os compostos anotados em nivel de género encontram correspondéncia em
estudos atuais sobre os diferentes tecidos de Citrus, e estudos voltados a
quimiotaxonomia.

Os compostos 09, 10, 12, 14, 15, 16, 19 e 23, todos cumarinas sao compativeis
aos ja detectados em estudos de distribuigdo associado a filogenia, desenvolvidos por
Dugrand-Judek et al. (2015) e estudos associados a atividade contra patéogenos, por
Ramirez-Pelayo et al. (2019). Esses compostos tém ag&o de defesa contra insetos
herbivoros e patdégenos, como a Umbeliferona e a Escopoletina, contra o mofo verde
- Penicillium digitatum (AFEK et al., 1999; SANZANI; SCHENA; IPPOLITO, 2014) e
que podem agir também como fotossensibilizantes em humanos.

O composto 24 foi anotado como sendo a Sinefrina. A Sinefrina € um alcaloide
similar a Efedrina, e que vem sendo muito explorado em Citrus desde a proibicao do
uso da Efedrina em suplementos alimentares, pela agéncia regulatéria americana,
inclusive sendo este um biomarcador da autenticidade dos sucos de laranja e
potencial biomarcador para o mel da laranja (KAEFER et al., 2015; TETTE et al,,
2017).

A Sinefrina é uma amina bioativa relacionada a vasoconstricdo, aumento da
presséo arterial e da perda de peso em obesos pela agdo termogénica (TSUJITA;
TAKAKU, 2007), o que enfatiza seu uso como suplemento.

O composto 25 foi relatado como Grandisine Ill, um alcaloide de acridona, cujos
estudos sdo escassos, mas relacionados a atividade anti-herpética (YAMAMOTO et
al.,1989).

Os compostos 26-74, pertencem aos flavonoides, incluindo as

polimetoxiflavonas. Os flavonoides sdo abundantes em Citrus, sendo os compostos
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27, 28, 29, 31, 39, 41, 42 e 43 os mais comumente detectados nas espécies citricas
(TRIPOLI et al., 2007; WANG et al., 2017; ZANDALINAS et al., 2017).

A Tangeritina e Nobiletina, respectivamente compostos 26 e 35, além dos
compostos 32, 33, 34, 46 e 57, todos PMFs (polimetoxiflavonas), também se destacam
em outros estudos (PENG et al.,, 2021; Xl et al., 2015).

Como discutido por LV et al. (2015), os flavonoides possuem ampla
aplicabilidade farmacéutica, com estudos envolvendo atividades anti-inflamatadrias,
antioxidantes, redutoras do colesterol e de glicose sérica, neuroprotetora e anti
aterosclerose.

Com os dados das identificagcdes e abundancia dos 1618 compostos, também
foi possivel obter um HeatMap (Figura 15). Um Heatmap, ou mapa de calor, € uma
ferramenta de visualizagao de dados que parte de cores para facilitar o entendimento
das informacgdes, seguindo de guia para a identificagdo de como os dados estédo
agrupados.

O Heatmap foi construido para apresentar a abundancia dos compostos

identificados em relac&o as variedades estudadas.
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Figura 15.Heatmap apresentando a frequéncia de cada composto em cada uma das
variedades de Citrus. Os dados representam a abundancia e presenca de cada composto,
detectado a partir da analise por UHPL-HRMS dos extratos foliares. A direita estédo
representados os nodos da rede de moléculas em que cada composto esta localizado. Abaixo,
encontram-se as abreviagdes de cada variedade seguindo a tabela fornecida em materiais e
métodos. A esquerda, no topo da imagem, encontra-se a legenda do padrdo de coloragao
(vermelho= pouco abundante/ausente; verde= abundante). A analise hierarquica de clusters
fornecida no pacote heatmap3 foi construida com base no método de Spearman.

Através do script de obtencao do Heatmap, foi possivel extrair os dados da
Analise Hierarquica de Cluster (HCA) separadamente. O HCA (Figura 16), baseado
no método de Spearman, refletiu melhor as relagdes entre a composi¢cao quimica das

variedades obtidas, em funcdo dos compostos identificados.
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Figura 16. Analise Hierarquica de Cluster obtida das dezessete variedades de Citrus
estudadas. O HCA foi construido através do programa R Studio, baseado no script conjunto
do Heatmap, e utilizando o método de Spearman.

O HCA refletiu dois clusters principais. O primeiro cluster reuniu variedades de
Citrus reticulata (SAT, PON), Citrus clementina (CLE), os hibridos. (CMO, CNG, SWI)
e Citrus sinensis (PER, VAL, BAH, NAT, FOL).

O segundo cluster, por sua vez, reuniu as espécies das variedades de limas,
Citrus aurantifolia (LAG, LTA), e limdes- Citrus limon (LCR, LSI), bem como Citrus
Japonica (KUM) e a variedade HAM de Citrus sinensis.

Embora consideradas espécies resistentes ao cancro citrico, as variedades
SAT e PON, de C. reticulata, foram distribuidas separadamente da variedade
Kumquat, também resistente e que apresentou composi¢cdo quimica mais relacionada
a variedade Hamlin.

Importante ressaltar que as trés variedades resistentes apresentaram ser mais
relacionadas com alguma, dentro das variedades de Citrus sinensis consideradas no
trabalho, do que em relagao as variedades de C. limon e C. aurantifolia, e que se
encontram com composi¢cao quimica de maior compatibilidade.

Os dados de composi¢cdo quimica até o momento determinados, refletem
novamente a filogenia e a confirma. Os dados de PCA, OPLSA-DA e HCA corroboram

a proximidade de Citrus sinensis, Citrus reticulata e Citrus clementina vistas por Luro
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et al. (2017) e WU et al. (2018), tendo em vista sua provavel origem durante os
possiveis cruzamentos e retrocruzamentos no inicio da dispersao dos citros. Além de
confirmarem que, quimicamente, as espécies de limas e limdes, também sao mais
similares, como ja apontado em estudos genéticos por Curk et al. (2016).

4.7 Integracao de metadados na rede de moléculas para identificagcao de
marcadores quimicos

Para destacar marcadores quimicos especificos, os resultados das analises
multivariadas (MVA) e dos valores relacionados a resisténcia constitutiva (RC) a
Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) foram combinados em uma unica rede multi-
informativa.

A rede de moléculas é uma ferramenta que auxilia na interpretacdo e
visualizacdo dos dados quimicos obtidos por MS, facilitando a identificacido de
compostos relevantes, quimiomarcadores e potenciais medicamentos, dentro do
grande volume de moléculas obtidas pela metabolémica ndo direcionada (NOTHIAS
et al., 2020; QUINN et al., 2017).

Ademais, apds a rede ter sido gerada, ela pode ser enriquecida com multiplos
dados de entrada, andlises multivariadas, analises de micronutrientes do solo,
analises de resisténcia a patdégenos, andlises de DNA, RNA, que integralizados na
rede permitem uma melhor compreensao dos resultados obtidos e que podem ser
explorados a partir de sua visualizagdo na ampliagdo dos nodos da rede (QUINN et
al., 2017).

Neste estudo, a rede de moléculas foi utilizada em quatro instancias: i) para
organizar o conjunto de dados espectrais, obtidos através da metabolémica nao
direcionada e agrupar as familias de compostos detectados nos extratos foliares das

variedades citricas; ii) para adicionar a anotagao dos compostos seguindo estratégia
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computacional in silico aliada a ponderagao taxondmica, possibilitando a identificacao
dos nodos na rede; iii) para integragdo dos resultados das analises multivariadas,
OPLS, e destacar compostos com alto valor de importancia, a partir do VIP; iv) para
integracao dos valores obtidos da resisténcia constitutiva a Xcc em cada variedade.

Para melhor compreensao do conjunto de dados integrados na rede,
inicialmente cada rede de moléculas obtida foi exportada, de modo a representar os
dados integrados em cada uma das etapas e refletidos nos tamanhos dos respectivos

nodos (Figura 17).

a) Rede Inicial- Identificagdes b) Rede VIP

aEl || IIIIIu e o W S OED

BRA KUM SWI CMO CNG LAG LCR LTA CLE SAT PON BAH FOL NAT HAM PER VAL

Figura 17. Redes de moléculas individuais dos features detectados na analise do extrato foliar
de Citrus, por UHPLC-HRMS. a) Rede inicial- identificagdes. Rede de moléculas inicialmente
gerada apos a anotagao computacional in silico, baseado no ISDB-DNP. b) Rede VIP. Rede de
moléculas contendo o valor de importancia (VIP), obtido através da analise multivariada OPLS-
DA. c) Rede RC. Rede relacionada a Resisténcia Constitutiva a Xcc, obtida a partir do calculo
da abundancia dos ions nas variedades resistentes e suscetiveis. Em cada uma das redes, os
valores sdo apresentados nos tamanhos dos seus respectivos nodos, enquanto a coloragao dos
nodos é determinada pelas variedades de cada uma das espécies d), variedades da mesma
espécie apresentam tonalidades diferentes da mesma cor.
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A MN inicial (Figura 17-a), permitiu obter uma visdo global dos features
identificados em cada variedade. Esta rede apresenta todos os nodos (5975) com
seus respectivos tamanhos originais, refletindo apenas na coloragdo, os compostos
identificados em cada variedade.

As redes posteriores (17-b e 17-c), cujos dados de anadlises estatisticas e
resisténcia foram integrados, refletem os tamanhos dos nodos a partir de valores pré-
estabelecidos. A rede VIP (Figura 17-b) fornece os valores de importancia obtidos nas
analises por OPLS-DA para cada feature. Deste modo, 2633 features, com VIP >1
foram visualizados na rede, e os demais, mantidos em seus tamanhos originais.

A rede RC (resisténcia constitutiva- Figura 17-c), seguindo o mesmo padrao
para identificacdo de marcadores quimicos, foi construida a partir dos valores de
abundancia dos ions das variedades consideradas potencialmente resistentes (Citrus
Jjaponica e Citrus reticulata) e suscetiveis, seguindo a metodologia ja descrita. Os
valores de RC foram convertidos em Log2, e todos os features com valores de RC >
0,225 foram ampliados na rede, totalizando 1631 nodos.

Para detectar marcadores quimicos que poderiam estar relacionados a
resisténcia constitutiva, uma analise minuciosa foi realizada na rede RC. Observamos
os nodos com compostos identificados, que haviam sido destacados na rede por
apresentarem os valores de RC>0,225 e aliamos a analise do VIP, fornecida pela
OPLS-DA.

A rede RC permitiu observar a discrepancia na presenga de alguns compostos
nas variedades potencialmente resistentes, possibilitando a elevacido desses
compostos ao nivel de possiveis marcadores quimicos.

A rede apresentou em sua maioria, nodos ressaltados pertencentes as

variedades KUM (C. japonica), PON e SAT (C. reticulata), variedades ja classificadas
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como potencialmente resistentes, mas que n&o possuiam dados vinculando a
resisténcia a quimica foliar.

A partir da averiguagao dos dados, foi possivel obter 12 marcadores quimicos
possivelmente relacionados a maior resisténcia a Xcc por apresentarem-se mais
abundantes nas variedades consideradas resistentes - Satsuma, Ponkan e Kumquat,
do que nas suscetiveis.

Dos 12 biomarcadores detectados, sete foram para a variedade PON (Ponkan-
Citrus reticulata), um para a variedade SAT (Satsuma- Citrus reticulata) trés para a
variedade KUM (Kumquat- Citrus japonica) além de um composto comum para as
variedades KUM e SAT (Tabela 03). O compartilhamento de apenas um composto,
demonstra a diversidade de substancias relacionadas a resisténcia.

Dentre os marcadores de resisténcia, sete pertencem a classe dos flavonoides
(I, 1, v, VI, IX, XI e XIl), um a acido fendlico (V), um a piridina (VI), um a acido
cinamico (VIII) e um prenol lipidio/terpeno (X).

Com base nos valores de RC e VIP, foi possivel identificar compostos como
potenciais marcadores quimicos de maneira sistematica utilizando a rede de

moléculas (Figura 18).
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Tabela 03. Dados cromatograficos e espectrométricos dos marcadores quimicos selecionados na rede de moléculas potencialmente
relacionados a resisténcia constitutiva a Xanthomonas citri subs. citri em variedades de Citrus, obtidos por HPLC-HRMS em modo
positivo. A anotagdo dos compostos foi obtida pelo ISDB-DNP. A chave parcial InChiKey (Internacional Chemical Identifier) é
fornecida.

Férmula ~
RT Molecular Anotacao dos compostos ) )
N° m/z . Classe (ISDB-DNP) IK_DNP (parcial) Variedade
(min) (ISDB- N do Produto N |
DNP) ome do Produto Natura
| 377.1229  1.9683 FL C19H200s 5,3'-dihidroxi-6,7,8,4'- WBTIDXJSMUSRJQ PON
tetrametoxiflavona
1] 315.0866 2.6518 FL C17H1406 Isoscutelareina 7,8-dimetil éter FTFPXINQVCVDEY PON
'] 315.1278  2.6246 - C11H22010 4-O- (beta-D-glucopiranosil) -D- LKUUMZAPLBFPMK PON
ribitol
IV | 757.2548 1.4410 FL C34H44019 Hesperetina 7- (2,6- LMWHBZYEUQWDBE KUM
,diramnosilglucosideo)
V| 517.1335 1.4252 AF Cas5H24012 Acido 1,4-Dicafeoilquinico IYXQRCXQQWUFQV PON
VI | 148.1116  0.5485 PI CxH1sN 4,7-Dimetil-6,7-dihidro-5H-2- ZHQQRIUYLMXDPP KUM; SAT
pirindina
VIl | 271.0602  1.9471 FL C15H100s 5,7,3'-trihidroxiflavona BEXPKGWBRBLIIC PON
VIII | 296.1658 2.8100 Cl C19H21NO2 Herclavina VANLAWLPWTVXIB SAT
IX | 579.1702 1.1826 FL Ca7H30014 Apigenina 7-O-neohesperidosideo RPMNUQRUHXIGHK KUM
X |219.1745 2.6349 LP/TE C1sH220 3,7 (11) -Eudesmadien-2-ona SVQMAXHCMOZBSF KUM
XI|435.1280 2.1727 FL C21H22010 Digicitrina GIEYELPGDHOPHM PON
XIl'| 299.0549 1.9519 FL C16H1006 2- (1,3-Benzodioxol-5-il) -5,7-di- LHUUGUDSYBWEPF PON
hidroxi-4H-1-benzopiran-4-ona

CM = cumarinas e derivados; FL= flavonoides; AF = acido fendlico; Pl= piridinas e derivados; Cl= acido cindmico e derivados; LP/TE= prenol
lipidios/ terpenos.
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Figura 18. Clusters selecionados através da rede de moléculas relacionada a resisténcia constitutiva a Xanthomona citri subps. citri. Os valores
de RC foram integrados na rede, de modo que nodos destacados representam valores de RC acima de 0,225. Amarelo, laranja claro e laranja
escuro indicam as variedades de Citrus Kumquat (KUM), Ponkan (PON) e Satsuma (SAT), respectivamente. As caixas em destaque apresentam
as variedades, valores de VIP e RC, obtidos nas analises estatisticas, além da férmula molecular e a estrutura quimica do composto.
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Os biomarcadores I, VII e Xl sdo polimetoxiflavonas (PMFs) encontradas em
PON e SAT, ambas variedades de Citrus reticulata. N&do foram detectados PMFs em
Citrus japonica, em concordancia com estudos de Peng et al. (2021), que ressalta a
inexisténcia desses compostos ao analisar o germoplasma de Citrus.

O composto IV, foi identificado como Hesperetina 7- (2,6-
diramnosilglucosideo), também encontrado como 5,7,3'-Trihidroxi-4'-metoxiflavanona
7- (2,6-diramnosilglucosideo).

A busca pelo composto ndo retornou resultados condizentes com outras
espécies citricas. No entanto, a Hesperetina € um composto comumente encontrado
em Citrus, e um similar (3,5,7-trihidroxiflavanona 7-ramnoglucosideo) foi encontrado
em Citrus sinensis e Citrus reticulata, tendo maior abundancia em C. reticulata,
considerada resistente (PETERSON et al., 20006).

O composto IX, foi identificado como sendo a Apigenina-7-O-
neohesperidosideo, biomarcador de Citrus japonica. O composto também foi
identificado na variedade Kumquat em estudo de perfil quimico e atividade
antioxidante por Lou et al. (2016).

A identificacdo de flavonoides como quimiomarcadores potencialmente
relacionados a resisténcia, esta de acordo com o desempenhado pelos flavonoides
como umas das principais classes de metabdlitos envolvida na defesa das plantas.

Os flavonoides sao formados a partir da via dos fenilpropanoides pela
transformacao da fenilalanina. Devido a ag&o de diferentes transferases, a estrutura
do flavonoide passa por alteragdes que modificam também seus alvos celulares. Isso
implica, diretamente, nas inumeras agdes bioldgicas da classe, que incluem

fotoprotecao, reproducédo, regulagdo, comunicagao e protecdo contra herbivoros e
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patégenos (uma revisdo completa é fornecida em Falcone-Ferreyra, Rius, Casati;
2012).

Devido a imobilidade dos vegetais, a produgdo de substancias que as tornem
resistentes € um dos mecanismos que possibilita sua sobrevivéncia no ambiente, e os
flavonoides estao altamente envolvidos no processo. Segundo Treutter (2006),
flavonoides podem ser “pré-formados” ou “induzidos”, sendo que os pré-formados
fazem parte da imunidade inata do vegetal (resisténcia constitutiva) e, mesmo os
induzidos, podem ja ser compostos da imunidade inata, porém, aumentam a sua
producédo durante o ataque (TREUTTER, 2006).

Ainda segundo Treutter (2006), esses flavonoides “pré-formados” atuam na
relagcdo planta-patdégeno de modo a agirem como sinalizadores da infecgdo ou
diretamente na defesa, podendo caracterizar a resisténcia de espécies, como no caso
da resisténcia da banana (COLLINGBORN et al., 2000), ou da doenga da murcha
(BECKMAN, 2000), ou ainda na germinacéo de esporos de Xanthomonas oryzae pv.
oryzae. O autor ainda considera aumentar a produc¢ao de flavonoides “pré-formados”
como forma de ampliar a resisténcia.

Os flavonoides também podem ser considerados fitoantecipinas (compostos de
defesa produzidos constitutivamente), e ha relatos da agdo de epicatequinas e
isoflavonas como aliados antimicrobianos (DAO; LINTHORST; VERPOORTE, 2011),
além de flavonoides como fator de resisténcia de planta de feijao a pulgdes
(LATTANZIO et al., 2000).

A anotacado de polimetoxiflavonas como quimiomarcadores obtém também
amparo de alguns estudos que inconcluem os flavonoides metoxilados, como alguns
dos marcadores quimicos anotados e com acgado antimicrobiana (WIDMER;

MONTANARI, 1995).
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Como ressaltado, nenhum estudo até o momento havia relacionado a
composi¢cdo quimica das folhas com a resisténcia a Xcc em espécies de Citrus
reticulata e Citrus japonica. No entanto, os resultados indicam a presenga de
flavonoides como possiveis aliados a resisténcia.

Outros estudos, porém, embora ndao tenham buscado quimiomarcadores,
avaliaram modificagcdes nas rotas biossintéticas e alteragdes nas producdes de
metabdlitos apds indugdo do patdégeno, revelando alteragdes em algumas vias
importantes do metabolismo especializado, como a dos fenilpropanoides, em relagao
a invasao, além de elucidar a relagdo de flavonoides e alguns fitohormdnios na
resisténcia.

Giraldo-Gonzalez et al. (2021), demonstraram em seus estudos com a
variedade Kumquat, que genes relacionados ao reconhecimento de patdgenos,
reforco de parede celular e sintese e efluxo de metabdlitos especializados, com énfase
na rota biossintética dos fenilpropanoides, foram superregulados no inicio da infecgéo
por Xcc. Os autores ainda ressaltam que os flavonoides, cumarinas, acidos fendlicos
podem desempenhar papel importante na defesa da variedade.

Em um estudo sobre a resisténcia induzida por uma variedade de Xcc em Citrus
limon, Roeschlin et al. (2017) demonstraram que a resisténcia da espécie envolveu
uma reprogramacao da transcrigdo, além de refor¢co da parede celular e acumulo de
acido salicilico (SA) e compostos fendlicos, principalmente flavonoides, que, em
conjunto ao SA, regulam mecanismos de autofagia controlando a infecgdo. Os genes
relacionados a biossintese de flavonoides também foram superregulados, bem como
do acido salicilico, e analises histologicas confirmaram o acumulo de flavonoides em

resposta a infecgéo.
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Os incrementos na via do acido salicilico nas respostas a resisténcia sao
importantes, visto que o composto € reconhecido como eliciador de metabdlitos
especializados, principalmente da via dos fenilpropanoides, como os flavonoides,
embora nao tenha sido encontrado estudos diretos sobre a acao de acido salicilico na
biossintese de flavonoides em Citrus.

Ainda que néo tenha sido testado em X.citri, Johann (2003) demonstrou que as
flavonas 6,7,8,4’-pentametoxi-flavona e 5,6,7,8,3’,4’-hexametoxi-flavona, isoladas de
Citrus reticulata, possuem atividade inibitéria contra bactérias patogénicas, o que
permite sugerir o mesmo papel endégeno na planta.

Isoflavonas também desencadearam a nodulagao e a defesa da planta da soja
contra Xanthomonas axonopodis pv glicina, em situacdo anterior ao desafio do
patogeno e durante o ataque (ALGAR et al., 2014).

Xanthomonas axonopodis € um sinbnimo de Xcc, sendo que as espécies de
Xanthomonas podem infectar uma ampla variedade de plantas, embora cada
hospedeiro tenha uma espécie individual associada e responsavel pela infecgao,
mesmo apresentando sintomas parecidos (FARIA, 2020).

Os resultados do trabalho, determinados através de redes de moléculas e
dados estatisticos, permitiu a elaboracdo de um mapa quimico dos compostos
presentes nas folhas das 17 variedades de Citrus utilizadas no estudo, possibilitando
a anotacao de potenciais compostos relacionados a resisténcia constitutiva a bactéria
patogénica Xanthomonas citri subps citri (Xcc).

O estudo néao estabeleceu limitagdes as substancias, uma vez que se baseou
em metabolbmica ndo-alvo, ampliando assim o rol de compostos anotados, um
contraponto aos estudos que partem da metabolbémica direcionada. Buscou-se

também explorar diversas variedades para estabelecer sua composicao foliar, dando
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primazia aos estudos deste 6rgao vegetal, realizando assim um segundo contraponto
com os estudos atuais focados nos frutos, cujos compostos puderam parcialmente
serem visualizados na tabela 02.

O confronto dos dados, permitiu a visualizagao das substancias presentes nas
amostras das dezessete variedades citricas, evidenciando as relagcbes entre
estruturas quimicas e as variedades estudadas, que, atrelado a significancia
estatistica, para tais relacdes, permitiu a identificacdo de marcadores quimicos

potencialmente relacionados a resisténcia contra Xcc.
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5 CONCLUSAO

Com o alto valor agregado nas plantas citricas brasileiras, entender a quimica
foliar em busca de alteracbes metabdlicas passiveis de fornecerem resisténcia ao
ataque de patdégenos, pode ajudar na selegado de variedades resistentes reduzindo o
impacto do ataque na producéo, rentabilidade e uso de agroquimicos.

Neste trabalho, buscou-se anotar marcadores quimicos que pudessem estar
atrelados a resisténcia constitutiva a Xcc a partir de metabolédmica n&o direcionada,
rede de moléculas e analises estatisticas.

A partir da integralizagdo dos dados obtidos, foi possivel concluir que o
metabolismo especializado das variedades de Citrus estao atrelados a resisténcia
constitutiva a bactérias patogénicas, como a Xcc, e a identificar doze biomarcadores
que podem estar relacionados a resisténcia constitutiva em duas espécies, Citrus
reticulata e suas variedades Ponkan e Satsuma; e Citrus japonica e sua variedade
Kumquat, sendo majoritariamente da classe dos flavonoides.

Tais resultados abrem novas ferramentas no controle de patégenos ao
possibilitar:

i) novos estudos de desenvolvimento de produtos naturais para o controle do Cancro
citrico;

ii) a selegao de variedades mais resistentes, conduzidas pelo biomarcador;

iii) ou o desenvolvimento de eliciadores da via de flavonoides para aumentar a
producdo de compostos relacionados a resisténcia, tendo em vista que os
biomarcadores foram determinados por apresentarem-se mais abundantes nas

variedades consideradas resistentes do que nas suscetiveis.
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APENDICE A: Cromatogramas analiticos representativos dos extratos foliares das 17 variedades comerciais de Citrus, obtidos por
UHPLC-HRMS.



