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RESUMO

Os trabalhos de biossintese e compartimentalizacdo em espécies da familia
Celastraceae realizados pelo grupo de pesquisa da Profa. Maysa Furlan trouxeram
importantes elucidacfes no processo de formacado dos triterpenos quinonametideos,
metabdlitos secundarios que mostram exclusivo acumulo em espécies jovens dessa
familia e apresentam potencialidades bioldgicas, incluindo antitumoral,
antimicrobiana e anti-inflamatéria. Estudos bioldégicos recentes com foco na
avaliacdo antimicrobiana desenvolvidos pelo nosso grupo em colaboracdo com o
Prof. Rafael Guido do Instituto de Fisica da USP/Séo Carlos, demonstraram que o0s
triterpenos quinonametideos apresentam potencial atividade contra a bactéria
Xanthomonas albilineans, a qual estd presente no solo e é causadora da
escaldadura das folhas em plantacdes de cana de agucar trazendo limitacdes a
producdo de alcool e aclucar. Desta forma, o acumulo dos triterpenos
guinonametideos pode estar relacionado a uma resposta da planta ao ataque de
agentes infectantes como a X. albilineans, o que permitiria avaliar a sua via
biossintética pela alteracdo do nivel de expressdo génica responsavel por dirigir a
producdo desses metabdlitos. Com isso, o presente trabalho propde avaliar a
interacdo entre a espécie M. ilicifolia (Celastraceae) e a bactéria X. albilineans de
forma a investigar se a biossintese dos triterpenos quinonametideos pode ser
induzida e/ou otimizada pela acdo do microrganismo. Os experimentos foram
realizados pela interacdo entre cepas de X. albilineans e plantulas de M. ilicifolia e
posterior analise dos extratos de raizes e folhas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia para detectar e quantificar os metabdlitos de interesse. Outrossim,
analises de expressédo génica da planta in natura e infectada foram realizadas para
avaliar se houve alteracdo da expressao de genes conhecidos da via dos triterpenos
em resposta a infec¢cdo. Os estudos demonstraram aumento da concentracdo em
até 48 vezes para a pristimerina e até 44 vezes para a maitenina apoés infeccéo das
plantulas de M. ilicifolia com X. albilineans, demonstrando que a interacao
planta/microrganismo pode potencializar a producao desta classe de substancias, o
gue corrobora os resultados antibacterianos previamente obtidos. Por outro lado,
ndo houve alteracdo significativa do nivel de expressédo dos genes que codificam a
friedelina sintase e a oxidorredutase CYP712K4, indicando que a quantidade dessas

enzimas pode nédo ser limitante para a via biossintética dos compostos em estudo.



Assim, os resultados do presente trabalho proporcionam a busca de outras enzimas

gue sejam determinantes para a biossintese dos triterpenos quinonametideos nas
condicdes de estresse bidtico.

Palavras-chave: Maytenus Iilicifolia, Xanthomonas albilineans, pristimerina,

maitenina, biossintese.



ABSTRACT

Studies dealing on biosynthesis and compartmentalization in species of the
Celastraceae family carried out by the research group of Profa. Maysa Furlan
brought important elucidation of the quinonemethide triterpenes pathway. These
compounds are secondary metabolites that show exclusive accumulation in
seedlings of Celastraceae species and show biological potentials, including
antitumor, antimicrobial and anti-inflammatory. Recent biological studies focusing on
antimicrobial evaluation developed by our research group, in collaboration with Prof.
Rafael Guido from the Physics Institute of USP/Sédo Carlos, demonstrated that the
guinonemethide triterpenes show potential activity against Xanthomonas albilineans,
which is present in the soil and infects sugarcane plantations, bringing limitations to
the production of alcohol and sugar. Thus, the present work proposes to evaluate the
in vivo interaction between M. ilicifolia (Celastraceae) and X. albilineans in order to
study whether the biosynthesis of quinonemethide triterpenes can be induced and/or
optimized by the action of such microorganism. These experiments were carried out
by contact between X. albilineans strains and M. ilicifolia seedlings and subsequent
analysis by high performance liquid chromatography coupled to a photodiode array
detector to detect the presence and concentration of the metabolites of interest.
Furthermore, gene expression analyzes of the in natura and infected plant were
performed to evaluate whether there was variation of the expression of known genes
of the triterpene pathway in response to infection. The studies showed an increase in
the production up to 48 times of pristimerin and up to 44 times of maytenin after
infection of M. ilicifolia seedlings with X. albilineans, demonstrating that the plant-
microorganism interaction can potentiate the production of this class of compounds,
which corroborates the antibacterial results previously obtained. Furthermore, there
was no significant change in the expression level of the genes that encode friedelin
synthase and CYP712K4 oxidoreductase, indicating that the amount of these
enzymes may not be limiting for the biosynthetic pathway of the compounds under
study. Thus, the results of this work provide the search for other enzymes that are
crucial for the biosynthesis of quinonemethide triterpenes under biotic stress

conditions.

Keywords: Maytenus ilicifolia, Xanthomonas albilineans, pristimerin, maytenin,

biosynthesis.
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1 - INTRODUCAO

A espécie Maytenus ilicifolia, popularmente conhecida como “espinheira-
santa”, € empregada para aliviar dores de estdmago, nauseas, Ulceras e gastrites
(Biral et al., 2018; Niero; Faloni de Andrade; Cechinel Filho, 2011). As cascas das
raizes, mostram o acumulo de triterpenos quinonametideos (TQMSs), considerados
marcadores quimicos de espécies da familia Celastraceae. Os TQMs demonstram
diversas potencialidades bioldgicas, incluindo atividades antioxidantes (Carvalho et
al., 2005; Santos et al., 2010; Klai¢; Morimoto; Silverman, 2012; Yang et al., 2020),
antiprotozoaria (Dos Santos et al., 2013; Nufiez et al., 2021), anti-inflamatoria
(Veloso et al., 2017; Coppede et al., 2014; Kim; Park; Kim, 2013; Zhan et al., 2018;
Huang et al., 2021; Zhao et al., 2021), contraceptiva (Mannowetz; Miller; Lishko,
2017), antimicrobiana e antibacteriana (Inacio et al.,, 2019; Morales et al., 2020;
Huang et al., 2021; Padilla-Montafio; Guerra; Mouijir, 2021), antitumoral (Cevatemre
et al., 2018; Park; Kim, 2018; Hernandes et al., 2020; Morales et al., 2020; Huang et
al.,, 2021; Zhao et al., 2021) e, em um trabalho recente ainda ndo publicado, a Dra
Vania Aparecida de Freitas Formenton Macedo dos Santos, realizou ensaio
antibacteriano contra Xanthomonas albilineans. Esses estudos mostraram que dois
TQMs, pristimerina (1) (ICso 1,0 mM) e maitenina (2) (ICso 0,46 mM) (Figura 1) sé&o
potencialmente ativos, sendo a maitenina duas vezes mais ativa que o padrao
positivo, tetraciclina (ICso 1,0 mM). Esses estudos foram desenvolvidos pelo nosso
grupo de pesquisa em colaboracdo com o Prof. Rafael Guido do IFSC/USP/Séao

Carlos (dados nao publicados).

Figura 1. Estrutura quimica da pristimerina (1), maitenina (2) e do padréo positivo tetraciclina com os

respectivos ICso contra Xanthomonas albilineans.

(1 (2) Tetraciclina
1C20=1,0mM IC50=0,46 mM [C50=1.0 mM
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1.1 - Triterpenos quinonametideos

Os triterpenos quinonametideos sdo conhecidos como celastroloides e
apresentam nas suas estruturas quimicas o nucleo 24-nor-D:A-friedo-oleanano
(Gunatilaka; Fernando; Kikuchi, 1996), sendo que o sistema quinonametideo
apresenta insaturacbes e funcbes oxigenadas nos C-2 e C-3. Os triterpenos
guinonametideos classificados como 6-oxofendlico-nor-triterpenoide e 7-oxo-
quinonametideo séo resultados das oxidagbes no C-6 e C-7, enquanto as
insaturacdes adicionais em C-14 (15) dao origem aos 14 (15)-enoquinonametideos.
Além dessas caracteristicas do sistema quinonametideo, normalmente apresenta o
C-29 oxidado a -CO2zH ou a -CO2Me que, apés descarboxilacdo, origina a série 29-
nor. Os C-15, C-21, C-22, C-23 e C-28 também sofrem oxidac¢des (Santos; Furlan;
Amorim, 2016) (Figura 2).

Figura 2. Estrutura quimica do 24-nor-D:A-friedo-oleanano.
29

RY
“‘

Fonte: Santos; Furlan; Amorim, 2016, p. 112.

1.2 - Biossintese dos triterpenos friedelanicos e quinonametideos

Os trabalhos de biossintese dos TQMs até entdo desenvolvidos (Corsino et
al., 2000; Buffa Filho et al., 2002; Buffa Filho et al., 2004; Jeller et al., 2004; Souza-
Moreira et al., 2016; Pina et al., 2016; Inacio et al., 2017; Souza-Moreira et al., 2018;
Alves et al., 2018; Inacio et al., 2019; Bicalho et al., 2019; Mazzeu et al., 2021)
demonstraram a biossintese compartimentalizada de triterpenos quinonametideos
nas raizes e friedelina nas folhas abrindo novas perspectivas de estudos, incluindo a
analise protedbmica, a qual, em trabalhos recentes, indicou que as raizes de M.
ilicifolia apresentam elevado teor de proteinas de defesa (Paz et al., 2013; Paz et al.,
2017; Santos, et al., 2021). O alto teor dessas proteinas pode estar associado a
necessidade de producédo de metabdlitos de defesa.
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Experimentos de engenharia metabdlica tém sido utilizados para a
superexpressao das sequéncias codificadoras de enzimas envolvidas na biossintese
dos TQMs e de seus precursores. A producdo do primeiro precursor, a friedelina,
em sistema heterélogo constituido por Saccharomyces cerevisae ja € realidade
(Alves et al., 2018; Souza-Moreira et al., 2016). Outrossim, a caracterizacdo da
CYP712K4, uma enzima identificada como oxidorredutase do tipo P450 de M.
ilicifolia, responséavel pelas etapas posteriores de oxidacdo da friedelina no C-29,
levou a producédo heterdloga do &cido maitendico, um intermediério importante da
via de biossintese de TQMs (Bicalho et al., 2019) (Figura 3).

Figura 3. Biossintese da friedelina e do acido maitendico, respectivamente precursor e intermediario

na via biossintética dos TQMs.
OPP

Y

. o OPP
isopentenil pirofosfato &
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L —» — | —
| XN
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CYPT1 2K4}

friedelina 29-hidroxifriedelina

CYP712K4 o
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3-oxo-friedelan-29-al acido maitendico

Fonte: Adaptado de Alves et al., 2018; Bicalho et al., 2019; Mazzeu et al., 2021.

A via biossintética dos TQMs em plantas tem como precursor base a
friedelina e as etapas de oxidacdo em varias posi¢cdes séo catalisadas por enzimas

oxidoredutase do tipo citocromo P450 (Bicalho et al., 2019). As enzimas citocromo
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P450 ja descritas apresentam importantes funcdes na biossintese de TQMs como
oxidacbes em diferentes posicdes do esqueleto triterpénico e propostas
biossintéticas com oxidagbes no anel A dos triterpenos sugerem a origem do
sistema quinonametideo (Bicalho et al., 2019; Zhou et al., 2021; Hansen et al., 2020;
Miettinen et al., 2018; Thimmappa et al., 2014; Seki; Tamura; Muranaka, 2015;
Moses et al., 2013) (Figura 4).

Figura 4. Proposta de biossintese dos TQMs.

acido maitenéico acido wilférico C acido 3-hidroxi-2-oxo-D:A-
friedelan-3-en-29-6ico

P450-2 |

celastrol

P450-3

maitenina pristimerina

Proposta de biossintese para os TQMs pela atividade combinada dos citocromos P450s. O metabdlito
secundario em cinza, ainda nao foi identificado em plantas que produzem os TQMs. A seta tracejada
indica varias etapas enzimaticas.

Fonte: Adaptado de Jeller et al., 2004 e Bicalho et al., 2019.
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A compartimentalizacdo dos TQMs nas raizes pode estar relacionada também
a uma compartimentalizacdo da expressao dos genes das proteinas envolvidas na
sintese desses compostos visto que potencialmente geram uma resposta ao
estresse metabdlico, aumentando a tolerancia da planta aos estresses bidticos e
abidticos (Etalo; Jeon; Raaijmakers, 2018; Santos et al., 2021; Abdul Haseeb et al.,
2022). Assim, a biossintese dos TQMs pode desempenhar importante funcéo

biologica na protecdo da M. ilicifolia contra patégenos presentes no solo.

1.3 - InteragBes interespecificas na producdo de metabolitos secundarios

A expansao dos estudos em Quimica de Produtos Naturais ao longo dos anos
tem demonstrado diferentes funcdes ecoldgicas dos metabolitos secundarios de
plantas que podem estar envolvidos na protecdo e na atragédo de polinizadores. Os
microrganismos que habitam os tecidos da planta podem induzir vias biossintéticas
de tal forma a alterar o metaboloma da espécie vegetal ou induzir a bioproducéo de
metabdlitos ainda desconhecidos (Figura 5). O entendimento da funcédo bioldgica
pode se dar pela caracterizacdo genética e de enzimas envolvidas de forma a
introduzir novas perspectivas sobre os mecanismos com que essas substancias

atuam na natureza (Etalo; Jeon; Raaijmakers, 2018).

Figura 5. Alteracao das vias biossintéticas de espécies vegetais relacionada as interagfes ecoldgicas.

Resisténcia
induzida

% y
% 7 Herbivoria

S Q 1 e s
Patogenos o= "*; e LH \‘\j‘\/ =
e i \
. ° op O &
H8 ( vy o v Y
D N 5 e =5 ¢ w*‘/e_
£53 ox S ! .
£y < ~_ 0 & L O {33
| e Qs L ek
; © A o o
Seca e estresse - ¥ (\(J "\._J\‘,E \ . {
s | ’ Controle '
H ). W . & 3
Promogéo do 6 Tratado 3 “}/__,"
crescimento e
v < »
<3

$ 10 15 20 25 30 35 40
Tempo de retengéo (min)

¢

* Alteracdes fitoquimicas

Fonte: Etalo; Jeon; Raaijmakers, 2018.
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A rizosfera, ecossistema que compreende as raizes, solo e diversos
microrganismos, € rica em substancias que servem como fonte de carbono para o
crescimento microbiano. Por outro lado, o microbioma da rizosfera colabora na
defesa contra os patdgenos de raiz, aquisicdo de nutrientes, promoc¢do do
crescimento, inducao de resisténcia sistémica contra patdégenos e insetos herbivoros
gue se nutrem de material vegetal nas partes aéreas. Outrossim, pode aumentar a
tolerancia da planta ao estresse abidtico, como salinidade, seca e congelamento
(Valette et al., 2020; Wei et al., 2022).

A interacdo ecolégica entre vegetais e microrganismos da rizosfera €
responsavel por induzir a producdo de metabdlitos secundarios, biossintetizados nas
raizes, que exibem uma diversidade de atividades biol6gicas como resposta ao
estresse bidtico e abibdtico e podem impulsionar a producdo de substancias de
interesse agricola e/ou farmacéutica. No entanto, ainda pouco se sabe como os
microrganismos alteram a quimica das plantas. Contudo, ha relatos na literatura
sobre a importancia da colonizagcdo de microrganismos na qual a colonizacao
radicular é um passo fundamental para as associacdes benéficas e infec¢des por
patdogenos do solo. Tais interacBes envolvem a atracdo dos microrganismos por
plantas e ativacdo da resisténcia induzida por plantas com evasdo microbiana.
Pesquisas mais recentes visam compreender a alteracdo no metabolismo dos
organismos envolvidos nas interacdes simbibticas ou patogénicas a partir dos genes
responsaveis pela transcricdo de proteinas e enzimas vinculadas ao metabolismo
primario e secundario de plantas (Chagas et al., 2018; Abdul Haseeb et al., 2022;
Dhara; Raichaudhuri, 2021; Han et al., 2021; Wei et al., 2022; Etalo; Jeon;
Raaijmakers, 2018).

Nas raizes de Maytenus ilicifolia ha abundante presenca de metabdlitos,
incluindo os terpenos quinonametideos (Santos et al., 2010; Dos Santos et al., 2013;
Paz et al., 2017; Santos et al.,, 2021), alcaloides sesquiterpenicos piridinicos
(Corsino et al., 1998; Santos et al., 2012; Huang et al., 2021; Santos et al., 2021) e
flavonoides (Santos, et al.,, 2021). As enzimas responsaveis pela biossintese de
triterpenos, 2,3-oxidoesqualeno sintase e ciclizacdo da friedelina (precursor dos
triterpenos quinonametideos), friedelina sintase, foram identificadas em andlise

histoquimica realizada por Santos, V.A.F.F.M e colaboradores (2021). Neste
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trabalho, os triterpenos quinonametideos foram encontrados nas camadas externas
da periderme, regido vegetal constituida por suberina associada a ceras, cutina e
lignina que formam barreira protetora contra microrganismos patogénicos que
habitam o solo (Santos et al., 2021). Tais resultados, associados a atividade
antimicrobiana que estas substancias possuem, corroboram sua importante funcéo
biolégica na protecdo da espécie vegetal em resposta a estresses bidticos e

abioticos.

1.4 - Xanthomonas albilineans

A escaldadura das folhas é uma doenca vascular e letal que afeta folhas,
caules e raizes da cana de acUcar. Dentre os sintomas apresentados por plantas
infectadas, estdo o aparecimento de estrias brancas e ressecamento das folhas
(Figura 6). Essa doenca vascular e letal é causada por bactérias Xanthomonas
albilineans (Lin et al., 2018). A contaminacdo das plantacdes ocorre por estacas e
ferramentas de colheita infectadas (Mensi et al., 2016), incidindo de forma astuciosa,
pois as plantas infectadas podem apresentar os sintomas depois de estarem
doentes por anos (Rott et al., 2017). Estudos relatados na literatura demonstraram
uma elevada variedade genética deste patdbgeno no mundo todo dentre as quais
foram identificadas, no minimo, trés cepas sorolégicas e diversas variantes
virulentas associadas ao surto de escaldadura nas folhas. Destas linhagens foi
isolada uma fitotoxina, a albicidina, responséavel por inibir a diferenciacdo do
cloroplasto interrompendo a fotossintese (Rott et al., 2017).

Figura 6. Folha de cana de acucar infectada com X. albilineans.

Fonte: Rott, L. et al., 2017.
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Diante da tardia observacdo dos sintomas que contribui significativamente
para o alastramento da escaldadura das folhas nas plantacdes de cana de acgucar, a
rapida identificacdo do patdégeno € essencial para impedir a disseminacdo da
doenca. Para tanto, varios estudos de deteccdo de X. albilineans utilizando técnicas
de biologia molecular tém sido desenvolvidos (Lin et al., 2018), sendo a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) uma técnica que pode ser utilizada para detectar
microrganismos invasores em estagios iniciais da infeccdo, a partir de um molde
original de DNA ou RNA.

Outrossim, as funcdes celulares e teciduais sdo mediadas pela expressao
génica na qual o RNA é traduzido em uma proteina. O RNA possui a importante
funcdo de carregar a informacao contida no DNA para o processo de transcricdo e
posterior traducdo de proteinas especificas da célula tornando possivel investigar a
producdo dos metabdlitos secundarios de interesse na espécie vegetal em estudo.
Assim, o RNA isolado e purificado de fontes biolégicas serve como molde para a
sintese de cDNA e fornece perfis quantitativos e qualitativos de um polipeptidio
funcional utilizando a amplificacdo desse fragmento alvo pela PCR (Farrell, 2017).
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2 - OBJETIVOS

Esse trabalho teve como objetivo avaliar se a biossintese dos triterpenos
quinonametideos (TQMs) pode ser induzida e/ou otimizada pela interacdo entre a
espécie Maytenus Ilicifolia e a bactéria Xanthomonas albilineans. Os objetivos

especificos foram:

v Isolar e purificar os padrbes pristimerina e maitenina para analises

quantitativas dos extratos de raizes de M. ilicifolia.

v Avaliar a presenca dos triterpenos quinonametideos em plantulas de M.
ilicifolia por meio de técnicas cromatograficas qualitativas e quantitativas para a
deteccado e determinacédo da concentracdo dos triterpenos quinonametideos antes e

apos infeccdo com a bactéria X. albilineans.

v Avaliar o nivel de expressao génica das sequéncias codificadoras de enzimas
conhecidas da via dos TQMs a partir do mRNA de amostras das plantulas néo
infectadas e infectadas a fim de correlacionar modificacbes da expressao com

alteracOes na producao desses compostos.
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3 - MATERIAIS E METODOS
3.1 - Material biolégico

Para o desenvolvimento deste trabalho, foi utilizada a espécie de bactéria
gram-negativa Xanthomonas albilineans Xall, gentilmente cedida pelo laboratério
do Instituto de Fisica da Universidade de Sao Paulo, campus de S&o Carlos, sob
responsabilidade do Prof. Dr. Rafael Guido. As células foram mantidas congeladas
em glicerol 20% a -70°C. Ap6s descongelamento, foram repicadas em meio XAS (-
do inglés, Xanthomonas albilineans selective media (sacarose 1%, peptona 0,5%,
fosfato de potassio dibasico 0,05%, sulfato de magnésio 0,025% e sulfito de sodio
0,005%) (Garces; Gutierrez; Hoy, 2014; Davis et al., 1994) sélido e foram mantidas a
28 °C por 2-5 dias. In6culos liquidos foram realizados no mesmo meio de cultura e
incubados da mesma forma, sob agitacao constante.

As espécies da planta jovem (5-7 anos) de Maytenus ilicifolia foram cultivadas
na Universidade de Ribeirdo Preto (UNAERP), Departamento de Biotecnologia em
01 de dezembro de 2017. Amostras das plantulas utilizadas nos testes de infeccao
foram coletadas em 18 de dezembro de 2019. A exsicata encontra-se sob a
manutencdo e preservacdo da Profa. Dra. Ana Maria Soares Pereira, a qual é
membro do comité Técnico Tematico de Apoio a Politica Nacional de Plantas

Medicinais e Fitoterapicos da Farmacopéia Brasileira.

3.2 - Obtencéo e identificagcdo dos padrdes de pristimerina (1) e maitenina (2)

isolados e purificados das cascas das raizes de Maytenus ilicifolia

Os padrbes de pristimerina (1) e maitenina (2) (Figura 1, p. 24) foram obtidos
seguindo a metodologia previamente desenvolvida (Dos Santos et al., 2013). Sendo
assim, 431,18 g de cascas das raizes de M. ilicifolia foram submetidas a trituracdo
em moinho de facas e extragdo em diclorometano P. A. (DCM) como solvente
extrator que foi, posteriormente, recuperado por rotaevaporagdo resultando em
5,845 g do extrato bruto. Apds secagem em capela com fluxo de ar continuo, o
extrato foi ressuspendido em acetato de etila P. A. (AcOEt) e submetido a analise
por cromatografia em camada delgada preparativa (CCDP) para o isolamento dos

padrbes. A placa de silica foi submetida a 3 eluicdes no sistema de solvente hexano
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P. A. (Hex) e AcOEt P. A. (7:3) obtendo-se 5 fracbes das quais as fracdes
majoritarias correspondentes a maitenina (3,95 g) e pristimerina (1,84 g) foram
recortadas extraindo-as da silica com metanol P. A. (MeOH) e AcOEt P. A. (9:1).
ApOs a extracao, as fracdes foram filtradas a vacuo e secas em capela com fluxo de

ar continuo.

Essas fracbes contendo (1) e (2) foram purificadas por cromatografia em
coluna (CC) utilizando uma coluna de 18 cm x 1,5 cm de diametro para a fragdo 1
(F1) e de 20 cm x 1,5 cm de didmetro para a fragdo 2 (F2), empregando silica como
adsorvente e fase mével com Hex P. A. e AcOEt P. A. em gradiente de polaridade
decrescente. A F2 deu origem a 11 subfracdes, sendo que as subfracdes 4 e 5
também foram submetidas a purificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE-DAD) em escala preparativa utilizando um cromatégrafo Shimadzu
constituido por sistema binario de bombas LC — 6 AD, detector PDA SPD — M20 A,
coluna Phenomenex® C18 10 ym (250 mm x 21,2 mm) e A= 254 nm/420 nm e
sistema de solventes MeOH:H20 (7:3) em fluxo de 8 mL x mint. A separagéo da F1
por CC deu origem a 10 subfracbes, sendo que as subfracdes 4 e 5 (545,1 mg)
foram identificadas como maitenina (2). A purificagdo da F2 por CLAE-DAD em
escala preparativa levou ao isolamento de 409,6 mg da pristimerina (1).

Os padrbes (1) e (2), obtidos das cascas das raizes de M. ilicifolia foram
identificados por cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplado a espectrometria
de massas (CLAE-DAD-ESI) e ressonancia magnética nuclear de hidrogénio um
(RMN de 'H) e de carbono treze (RMN de 3C). A identificacdo por CLAE-DAD-ESI
foi realizada em sistema LC Shimadzu®, com bomba LC-20AD, detector de arranjo
de diodos SPD-M20A, forno de coluna CTO-20A, injetor automatico SIL-20AHT,
moédulo de comunicagcdo CBM-20A hifenado a um espectrdmetro de massas
Amazon SL Bruker® que possui fonte de ionizacéo por eletrospray (ESI) e analisador
lon Trap (CLAE-DAD-ESI). Os cromatogramas e espectros de massas foram
registrados e reprocessados utilizando software DataAnalysis versdao 4.1. A
identificacéo de (1) e de (2) por RMN de 'H e de 3C foi realizada pela comparacéo
dos espectros experimentais com espectros relatados na literatura (Dos Santos et

al., 2013) e os dados foram obtidos em espectrémetro Bruker Avance IIl 600 (14,1 T)
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operando a 600 MHz com crioprobe na frequéncia do 'H e 150 MHz na frequéncia

do 13C. As amostras foram analisadas em cloroférmio deuterado (CDClz).

3.3 - Padronizacéo do sistema de solvente extrator

A fim de substituir a extragdo com diclorometano por um sistema de solvente
nao clorado, fez-se quatro extracdes em diferentes sistemas de solvente utilizando
hexano e acetato de etila (8:2, 7:3 e 6:4), incluindo a extracdo com diclorometano
para comparacao utilizando 21,0 g de cascas de raizes de Maytenus ilicifolia, os
quais foram submetidos a clean up em cartucho C18 Chromabond® Ci18ec e
analisados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE-DAD) em escala
analitica com cromatégrafo Shimadzu®, com sistema de bombas binario LC-20 AT,
detector PDA SPD-M20 A, auto-injetor SIL-20 A, um controlador CBM-20 A e coluna
Phenomenex® C18 5 um (150 mm x 4,6 mm). A fase mével isocratica empregada foi
MeOH:H20 (80:20) em fluxo de 1,0 mL x min' e volume de injecdo de 20 pnL
totalizando 40 minutos de analise. Os cromatogramas foram registrados e
reprocessados utilizando software LCsolution, os quais tiveram a area dos picos
referentes a pristimerina (1) e maitenina (2) avaliados nos comprimentos de onda de

420 nm a fim de determinar o teor dessas substancias em cada extracao.

3.4 - Infeccdo das plantulas de Maytenus ilicifolia com Xanthomonas

albilineans

A infeccdo de plantulas de M. ilicifolia foi realizada em colaboragdo com o
Dra. Mariana Ortiz de Godoy e o Prof. Dr. Rafael Guido no Instituto de Fisica da

Universidade de Sao Paulo, campus de S&o Carlos.

Uma colénia Unica foi cultivada em meio liquido XAS. O caldo foi
suplementado com os antimicrobianos: cicloexamida (1 mg/mL), cefalexina (0,25
mg/mL), novobiocina (0,30 mg/mL) e kasugamicina (0,5 mg/mL), apés esterilizacdo
em autoclave. Apos incubacao por 5 dias a 28 °C, o cultivo foi semeado em placas
de Petri contendo meio XAS agar 1,5% para confirmar o isolamento da bactéria. As
amostras de trabalho foram produzidas repetindo esse procedimento. Dessa forma,

o cultivo celular foi mantido a 28 °C até que atingisse densidade Optica a 600 nm
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(OD600) do meio entre 0,8 e 1,0 por aproximadamente quatro dias com saturacao
do meio alcancada em 7 dias. Foram diluidas aliquotas em 1:100 para realizar a
injecdo nas plantas. E estimado uma concentragdo da unidade formadora de
coldnias (em inglés, colony-forming unit - CFU) em torno de 10° bactérias/mL.

Os testes de infeccdo de Maytenus ilicifolia por Xanthomonas albilineans
foram realizados seguindo trés procedimentos: 1 (I11). a partir do corte das folhas
com lamina umedecida no in6culo. Segundo estudos (Rott et al., 2010; Daugrois
J.H., 2012; Mensi et al., 2014), a escaldadura das folhas, causada pela X.
albilineans, € uma doenca vascular que inicialmente percorre o xilema das
plantacdes de cana de acucar, portanto, em 2 (12). pela injecdo de 100 pL do cultivo
celular, apés excisdo do caule realizado com lamina estéril e 3 (13). pipetou-se 100
uL da suspensao bacteriana na superficie de um corte feito acima do meristema
apical com uma lamina previamente mergulhada na suspensdo do in6culo (Garces;
Gutierrez; Hoy, 2014). O estilete foi esterilizado em agua sanitaria 40% entre as
inoculacdes. A cada sete dias de infeccdo, aproximadamente 15 mg das raizes
foram coletadas para andlise cromatografica em CLAE-DAD para identificacdo e
avaliacdo do teor de (1) e de (2) nos extratos obtidos a partir das cascas das raizes
utilizando Hex:AcOEt (8:2) como solvente extrator. Esses extratos foram
ressuspensos em 3,0 mg/mL. Todos os extratos foram analisados na mesma
condicdo do Topico “3.5 - Quantificacdo de pristimerina (1) e maitenina (2) nas
raizes de plantulas antes e apés a infeccdo por Xanthomonas albilineans”, p. 37.
Apés a avaliacdo desses testes, sete plantulas de trabalho (Mil, Mi2, Mi3, Mi4, Mi5,
Mi6 e Mi7) e trés plantulas de controle (C1, C2 e C3) foram selecionadas para as
analises quimica e bioldgica antes e ap6s infeccdo com X. albilineans. As plantulas
de trabalho foram inoculadas com a bactéria enquanto as plantulas de controle
tiveram o mesmo tratamento, porém foram inoculadas com o meio de cultura liquido
XAS sem bactéria. Contudo, a plantula 3 (Mi3) néo resistiu a infeccdo com X.
albilineans e as plantulas 6 (Mi6) e 7 (Mi7) ndo resistiram 0s estresses causados
pelas extracdes antes da infeccdo com X. albilineans. Dessa forma, néao foi possivel
continuar os ensaios de quantificacdo, deteccdo da infeccao e analise da expressao
génica com esses individuos. As plantulas de trabalho (Mil, Mi2, Mi4 e Mi5) e as

plantulas de controle (C1, C2 e C3) tiveram folhas (30 mg/5,0 mL de solvente) e
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raizes (90 mg/15,0 mL de solvente) coletadas para as analises de quantificacdo de
(1), (2) e (3), andlise da expressao génica (aproximadamente 100 mg de folhas e 50
mg de raizes) e deteccao da infec¢do (aproximadamente 100 mg de folhas) antes e
apos o periodo de infeccao e de administracéo do controle.

3.5 - Quantificacdo de pristimerina (1) e maitenina (2) nas raizes de plantulas

antes e apos a infeccao por Xanthomonas albilineans

Os extratos obtidos a partir das cascas das raizes utilizando Hex:AcOEt (8:2)
como solvente extrator das plantulas foram ressuspensos em triplicata na
concentracdo de 1,0 mg/mL para as amostras da pré infeccdo C1, C2 e C3. Dessas
mesmas amostras da pré infeccdo Mi2, Mi4 e Mi5 foram ressuspensos em 5,0
mg/mL e Mil teve de ser diluida 12x (0,08 mg/mL). As amostras de poés infeccao,
Mi2, Mi4 e C3 foram ressuspensas em 1,0 mg/mL, Mil foi diluida 6x (0,17 mg/mL),
Mi5 foi diluida 2x (0,5 mg/mL) e as amostras C1 e C2 diluidas 3x (0,3 mg/mL). Todas
essas amostras e os padrdes foram analisados por CLAE-DAD em escala analitica
em um cromatégrafo Shimadzu®, com sistema de bombas binario LC-20 AT,
detector PDA SPD-M20 A, auto-injetor SIL-20 A, um controlador CBM-20 A, coluna
Phenomenex® C18 5 um (150 mm x 4,6 mm) e A= 420 nm. A fase moével isocratica
empregada foi MeOH:H20:4cido férmico (83:17:0,1) em fluxo de 1,0 mL x mint e
volume de injecdo de 20 ulL totalizando 25 minutos de andlise. Os cromatogramas

foram registrados e reprocessados no software LCsolution.

Os padrdes de (1) e de (2) previamente isolados e purificados a partir das
cascas das raizes de M. ilicifolia foram utilizados para a obtencdo das solucbes
padrdo na quantificacdo pelo método de padronizacdo externa a partir da construcéo
de curvas analiticas para as solucbes de (1) e de (2). Para a construcdo dessas
curvas de calibracdo, preparou-se duas solucfes estoques, pela diluicdo de 3 mg de
padrdo em 3 mL de MeOH:H20 (95:05). A partir das solucdes estoques foi
preparada a solucdo de trabalho (5 mL) contendo a mistura dos padrbes na
concentracdo de 0,5 mg/mL, a qual foi utilizada para preparar sete solugbes em
triplicata dentro de uma faixa de concentracdo de 0,05 a 4,0 mg/mL que foram

injetadas em CLAE-DAD. A pristimerina (1) e a maitenina (2) foram identificadas nas
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amostras a partir do tempo de retencdo nas mesmas condi¢cdes cromatograficas em

gue padrao foi analisado.

3.6 - Quantificacdo de friedelina (3) nas folhas de plantulas antes e apés a

infeccao por Xanthomonas albilineans

A friedelina (3) (Figura 7), precursor comum dos triterpenos quinonametideos,
foi quantificada pelo método de padronizacgéo interna a fim de avaliar a expressao do
metabolismo secundario desde o precursor comum da pristimerina (1) e da

maitenina (2) nas plantulas in natura e infectadas com X. albilineans.

Figura 7: Estrutura quimica da friedelina (3).

©)

Fonte: Bicalho et al., 2019.

Para isso, as folhas (30 mg) das plantulas de M. ilicifolia foram maceradas em
gral e pistilo com auxilio de nitrogénio liquido utilizando Hex e AcOEt na proporcédo
8:2 como solvente extrator antes e apos a infeccdo com X. albilineans. Os extratos
obtidos foram submetidos a centrifugacdo em minicentrifuga MiniSpin® da Eppendorf
a 10000 rpm por 5 minutos e o sobrenadante de cada amostra foi analisado por CG-
EM Shimadzu, QP2020 com coluna Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Na
metodologia empregou-se uma temperatura de 270 °C no injetor, temperatura inicial
de 200 °C por 3 min, rampa de aquecimento de 200 a 290 °C (10 °C/min),
temperatura da interface de 290 °C por 18 min, vazao do gas de arraste de 1,0
mL/min e temperatura da fonte de ionizacdo de 270°C. O volume de injecao
utilizado foi de 1 yL com modo de injecédo do tipo Split 1:10. A aquisicdo dos dados
foi realizada por monitoramento seletivo de ion (SIM) de massa/carga m/z 273

totalizando 30 minutos de analise. Os cromatogramas foram registrados e
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reprocessados no software GCMSsolution v. 4.41. As plantulas Mil, Mi5, C1 e C2
gue ainda possuiam folhas apdés a infeccdo com X. albilineans tiveram a
concentracdo de (3) calculada. As amostras foram analisadas em triplicata com
concentracéo de 1,0 mg/mL para as amostras da pré infeccdo Mil, Mi5 e C1. Dentre
as amostras da pré infec¢do, C2 foi diluida 2x (0,5 mg/mL) e as amostras da pés

infeccdo foram ressuspensas a 1,0 mg/mL.

O padrdo comercial (SIGMA-ALDRICH®) de (3) com grau de pureza de 97%
foi utilizado para a obtencdo das solu¢des padrdo na quantificagcdo pelo método de
padronizacdo externa com construcdo da curva analitica a partir da solucdo de
trabalho em 0,5 mg/mL preparada e diluida em CHCIs:Hex (1:1), em triplicata, na
faixa de concentragéo de 0,005 a 0,10 mg/mL (0,005; 0,01; 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 e
0,10 mg/mL) que foram injetadas em CG-EM. O colesterol foi utilizado como padrao
interno na concentracdo de 0,02 mg/mL nas solu¢cbes padrdo e amostras. A
friedelina (3) foi identificada nas amostras a partir do tempo de retencdo nas
mesmas condi¢des cromatograficas em que padrao foi analisado (aproximadamente

24,1 minutos).

3.7 - Extracdo de DNA

Amostra de folhas de M. ilicifolia inoculadas com X. albilineans foram
incubadas em meio Wilbrink modificado (MWB, 1% de sacarose, 0,5% de peptona,
0,05% de fosfato de potassio dibasico, 0,025% de sulfato de magnésio, 0,005% de
sulfito de sédio, 0,5% de brometo de potassio, 0,01% de cicloheximida e 0,0002% de
benomil) (Davis et al., 1994). Ap6s 48h em 30 °C, os pellets dos inéculos foram
coletados, congelados, pulverizados e o DNA foi extraido (Urashima; Zavaglia,
2012). O controle de DNA gendmico vegetal sem inoculacdo de X. albilineans foi
extraido apds congelamento em nitrogénio liquido e pulverizado com almofariz e
pistilo. O controle de DNA gendmico da bactéria foi extraido apds inoculagcdo em
meio MWB por 48 h a 30 °C.

As culturas foram centrifugadas a 4.000 x g durante 20 minutos. A extracéo
do DNA foi realizada de acordo com Amani et al. (2011) com as seguintes

modificacdes: os materiais celulares da planta e da bactéria foram ressuspensos em
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tampéo de lise CTAB (2% brometo de cetil trimetil aménio, 1,4 M NaCl, 100 mM Tris-
HCI pH 8 e 20 mM EDTA) pré-aquecido e mantido a 65 °C por 1 h.
Subsequentemente, adicionou-se 1 volume (500 uL) de solucéo cloroférmio e alcool
isoamilico, CIL:I, (24:1) e as fases resultantes foram separadas por centrifugacao
(16.000 x g durante 10 min). A fase aquosa isolada foi lavada com 0 mesmo volume
de CI:I. O DNA foi precipitado com isopropanol gelado seguido de incubacédo a -20
°C a overnight. e lavado com etanol 70% (Amani et al., 2011). ApOs a secagem, as
amostras foram ressuspensas em agua ultrapura e tratadas com RNase A
(Invitrogen®) a 37 °C por 1 h, lavadas com fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (PClI,
25:24:1, viviv). O DNA foi precipitado por adicdo de etanol absoluto gelado e acetato
de aménio 7,5 M a fase aquosa. ApOs lavagem com etanol 75%, o DNA foi seco,
ressuspendido em Tris-EDTA pH 8,0 (Ausubel et al., 2004), analisado por
eletroforese em gel de agarose 0,8% contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio com
visualizagdo sob luz ultravioleta e quantificado por espectrofotometria a 260 nm
(Nanodrop 2000, Agilent Technologies®).

3.8 - Confirmacéao da infeccdo com Xanthomonas albilineans por PCR

A infeccdo bacteriana em M. ilicifolia foi confirmada por PCR utilizando Power
SYBR Green master mix (Applied Biosystems®) para andlise de tamanho do
fragmento amplificado (amplicons) de 80 a 160 pares de bases (Tabela 1, p. 41) em
um termociclador 7500 gPCR (Applied Biosystems®) (Wang et al., 2020). Cada uma
das amostras de DNA extraido das folhas de M. ilicifolia controles, plantas
inoculadas com X. albilineans e das bactérias isoladas foram submetidas a reacfes
separadas com os pares de primers para proteina 40S da planta controle (nimero
de acesso GenBank KX147273) e da sequéncia do cluster de genes envolvidos na
producdo de albicidina, albl (Genbank nimero de acesso AJ586576.1) (Garces;
Gutierrez; Hoy, 2014). Separadamente para cada sequéncia, foi utilizado o programa
online Primer3Plus da Biotools
(https://biotools.umassmed.edu/bioapps/primer3_www.cgi) para determinagcdo dos
primers forward e reverse de acordo com o0s seguintes parametros: amplicons de 80

a 160 pares de bases (pb), tamanho dos primers de 19 a 21 pb, temperatura de
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melting (Tm) dos primers de 59 a 61 °C, porcentagem de citosina e guanina de 50 a
60% e probabilidade de grampo de CG de 1.

Tabela 1: Primers forward (F) e reverse (R) utilizados para detec¢céo da infecgcdo com X. albilineans e
guantificacdo do nivel de expressao dos genes das plantulas de M. ilicifolia.

Primers Sequencia 5—3’ Amplicons Referéncia
Mi40S_F ACTTTTGGGGGATGGACTTC SOUZT"\;%T;& et
160 pb Souza.’Moreira et
Mi40S R TCCTCTTGACCTGATTTGGG
- al., 2016
albl F ACACCCTGGACAATGGCTAC 116 bb Este estudo
albl R GAAGATGGCGTTCATGTGTG P Este estudo
MiFRS F CCTCCAAGAGCCAAAAACTG Souza-Moreira et
- al., 2016
83 pb Souza-Moreira et
MiFRS R CCATAGGGTTGAGCATCTCC
- al., 2016
MiCYP712K4_F GTTGGAGAGGATGTGGAAGG 145 pb Este estudo

Este estudo

MiCYP712K4_R GGCTTTGACTTGGTTTCTGG

As reagOes foram realizadas com 1 pL de 100 ng/uL de DNA, 10 pL de 2x
SYBR Green master mix e 0,5 pM dos primers forward e reverse para cada gene
separadamente e agua até completar volume final de 20 pL. As condic6es de PCR
foram estabelecidas com uma etapa inicial a 50 °C por 2 min, seguido de 95 °C por
10 min, 40 ciclos de desnaturacéo a 95 °C por 15 s e anelamento e polimerizacdo a
60 °C por 1 min com uma fase de dissociacdo no ultimo ciclo. Duas réplicas foram

testadas separadamente.

Os fragmentos alvos foram amplificados por PCR em tempo real e, apés
checagem da eficiéncia dos primers, foram utilizados para confirmacéo da infeccao
das plantulas de M. ilicifolia com X. albilineans e para analise da expressado genica
das sequéncias codificadoras da friedelina sintase MiFRS e CYP712K4 nas folhas e

raizes das plantulas de M. ilicifolia.

3.9 - Extragdo de RNA total

Aproximadamente 100 mg de folhas e raizes congeladas de cada individuo de
M. ilicifolia foram separadamente trituradas em gral com auxilio de pistilo (ambos

previamente tratados para remocao de RNases) com nitrogénio liquido e submetidas
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a extracdo do RNA total utilizando “RNeasy Plant Mini Kit” (Qiagen®) seguindo o
protocolo recomendado pelo fabricante. O material vegetal foi transferido para tubos
de microcentrifuga de 2 mL, onde foram adicionados 450 pyL do tampéao de lise a
base de hidrocloreto de guanidina (RCL) contendo 1% de B-mercaptoetanol e, em
seguida, o tubo foi agitado em um vortex. O material lisado foi transferido para uma
coluna de separacao e centrifugado por 2 min na maxima velocidade, a temperatura
ambiente. O sobrenadante do filtrado foi transferido para um tubo de centrifuga de
1,5 mL e misturado imediatamente por pipetagem com meio volume de etanol (225
uL). A mistura foi transferida para uma coluna de purificacdo onde o RNA foi retido
na membrana por meio de centrifugacdo (10.000 rpm, 15 s). Em seguida, foram
adicionados 700 pL do tampao RW1 na coluna e nova centrifugagao foi realizada. O
filtrado foi descartado e foram adicionados 500 uL do tampao RPE na coluna de
purificacdo. Apos centrifugacao do tubo por mais 15 s e adicdo do mesmo volume da
solucéo (500 pL do tampao RPE), foi feita outra centrifugacéo de 2 min. A coluna foi
transferida para um novo tubo coletor e centrifugada por 1 minuto na velocidade
maxima (13.200 rpm), para remocdo de residuos do tampdo RPE. A coluna foi
colocada em um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, foram adicionados 30 pL

de &gua ultrapura livre de RNase e o tubo foi centrifugado por 1 min a 10.000 rpm.

Um volume de 2 pL de cada RNA extraido foi utilizado para quantificagdo em
espectrofotdometro e avaliacdo da qualidade por eletroforese capilar no equipamento
Bioanalyzer (modelo 2000, Agilent Technologies®) e a concentracdo de RNA foi
determinada usando um espectrofotdmetro Nanodrop-1000 (Thermo Fisher
Scientific®). Posteriormente, o mMRNA foi isolado do RNA total usando granulos

Oligo(dT) magnéticos.

3.10 - Sintese de DNA complementar (cDNA)

Antes da sintese de cDNA, o RNA total extraido foi tratado com DNase | (1
U/uL, Sigma-Aldrich®) a fim de eliminar tracos de DNA gendmico que pudessem
interferir no processo de quantificacdo. Para tanto, foram utilizados, no minimo, 1000
ng de RNA total, mantendo a proporg¢éao de 1 volume de DNase | para 10 volumes de
solugéo. As reacgdes foram preparadas com 1x do tampéo (10X) e incubadas por 15

minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, adicionou-se 1 volume da
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solucéo de parada (Stop Solution) para ligar os ions de calcio e magnésio a fim de

inativar a DNase | aquecendo a reagéo a 70 °C por 10 minutos.

A sintese do cDNA foi realizada com o kit “High-Capacity cDNA Reverse
Transcription” (Applied Biosystems®) seguindo o protocolo recomendado pelo
fabricante. O volume final da reagao foi de 50 pL, sendo utilizado, no minimo, 1 ug
do RNA total tratado com DNase |. Em um tubo de 200 uL foram adicionados: 5 pL
de tampao RT (10X), 5 yL de primers randémicos RT (10X), 2 yL de dNTPs (100
mM), 3 uL da enzima MultiScribe Reverse Transcriptase (50 U/uL), o RNA e agua
(H20 Milli-Q autoclavada) para um volume final de 50 pL. A reagao foi incubada em
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems®) com a seguinte
ciclagem: 25 °C por 10 min, 37 °C por 120 min e 85 °C por 5 s (Farrell, 2017).

3.11 - Anélises de RT-qPCR

A PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR) foi realizada usando iniciadores
especificos do gene (Tabela 1, p. 41) desenhados conforme o item “3.8 -
Confirmacdo da infeccdo com Xanthomonas albilineans”, p. 40 para amplificar
fragmentos de aproximadamente 110-160 pb do cDNA da proteina ribossémica 40S
como gene de referéncia interna e um par de primers para comparar o nivel de
expressdo génica da friedelina sintase (nUmero de acesso GenBank KX147270) e
oxidorredutase CYP712K4 (numero de acesso GenBank MK829814) em folhas e

raizes.

As reacgOes de PCR foram preparadas em uma solucéo geral contendo 0,5 pM
de iniciadores MICYP712K4 F e MICYP712K4 R (20 ng/uL, cada par em uma
reacdo separada), 10 yL de Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems®, Thermo Fisher Scientific®), 1 uL de cDNA sintetizado individualmente e
7 uL de H20 Milli-Q autoclavada para um volume final de 20 pL. A amplificagéo foi
realizada em termociclador utilizando a seguinte condicéo: “hot start” de 50° C por 2
min, seguido de 1 ciclo de 95° C por 10 minutos, 40 ciclos de 95° C por 15se 60° C
por 1 min e extenséo final de 95° C por 15 s, 60° C por 1 min e 95° C por 15 s. A
andlise do nivel relativo de expressdo génica foi calculada como 2-22Ct (Ct = limite do

ciclo, que corresponde ao niamero de ciclos de PCR necessarios para o inicio da
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amplificacdo) em duas réplicas de trés (antes da infeccdo) ou duas (ap0s a infeccéo)
réplicas biologicas (Livak; Schmittgen, 2001). Os individuos controles, expostos ao
tratamento de infeccdo, mas sem inoculagéo bacteriana, também foram avaliados. A
significancia estatistica foi calculada usando o teste t. Os valores de p menores ou

iguais a 0,05 foram considerados significativos.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Os triterpenos quinonametideos pristimerina (1) e maitenina (2) sao
constituintes majoritarios dos extratos das cascas de raizes de Maytenus ilicifolia.
Estes TQMs foram isolados e purificados para serem utilizados como padrbes nas
quantificacbes dos extratos das cascas das raizes antes e apds a infeccdo com
Xanthomonas albilineans, com o objetivo de avaliar o metabolismo de (1) e de (2),
uma vez que sao potentes agentes antibacterianos contra essa linhagem de bactéria
em M. ilicifolia. Para isso, foi desenvolvido um método cromatografico que
possibilitou a identificacdo e quantificacdo pelo método do padréo externo utilizando
mix de padrbes de (1) e de (2) e andlises cromatograficas com CLAE-DAD no

comprimento de onda de 420 nm.

4.1 - ldentificacdo estrutural dos padrbes de pristimerina (1) e maitenina (2)

isolados e purificados

O espectro de massas de baixa resolucdo (Figura 8) para (1), apresentou
sinal referente a molécula protonada em m/z 465,27 [M+H]* de férmula molecular
C30H400a4.

Figura 8. Espectro de massas da pristimerina (1).
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O espectro de massas de baixa resolucdo (Figura 9) para (2), apresentou
sinal referente a molécula protonada em m/z 421,04 [M+H]* de férmula molecular
C28H360s3.

Figura 9. Espectro de massas da maitenina (2).
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Os espectros de RMN de H e de 3C de (1) e de (2) foram comparados com
dados da literatura (Dos Santos et al., 2013). A Figura 10, p. 47 e a Figura 11, p. 48

representam o espectro de RMN *H e de 3C para o padrdo de (1), respectivamente.
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Figura 10. Espectro de RMN de 'H da pristimerina (1) e expansdes (600 MHz, CDClz).
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No espectro de RMN de *H foram observados dois dupletos em & 6,37 (1H, J=
7,2 Hz) e 6 6,56 (1H, J= 1,3 Hz) além de um duplo dupleto em & 7,04 (1H, J=7,1 e
1,4 Hz). Estes sinais foram atribuidos aos H-7, H-1 e H-6, respectivamente, 0s quais

sdo sinais tipicos do sistema quinonametideo que caracteriza esta classe de
substancias.

O sinal em & 2,23 (3H) é caracteristico de grupo metilico sob ligacdo dupla, o
qual foi atribuido a H-23 e o simpleto em & 3,58 (3H) corresponde a hidrogénios de

grupo metoxilico de éster. Foi observado, também, um simpleto largo em & 6,99
caracteristico de H do grupo hidroxilico.

Os sinais em 6 1,48, 6 1,29, 5 1,20, 6 1,12 e & 0,56, integrando para 3

hidrogénios cada, foram atribuidos aos H dos grupos metilicos H-25, H-26, H-30, H-
28 e H-27, respectivamente.

47



%Ja//a&/aé e @}}c‘(w(iﬂ

Figura 11. Espectro DEPT-135 de RMN de 13C da pristimerina (1) e expanséo (150 MHz, CDClz).
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O espectro DEPT-135 de RMN de 3C (Figura 11, p. 48) de (1) apresentou 30
sinais, sendo que em & 178,70 foi observado um sinal caracteristico de carbono
carboxilico de éster, atribuido a C-29. Na regido de & 45,0 a 6 10,0 foram observados
sinais tipicos de carbonos metilicos, metilénicos, metinicos e quaternarios, 0s quais
foram caracterizados e comparados com dados descritos na literatura (Dos Santos

et al., 2013) e se encontram descritos na Tabela 2, p. 49.
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Tabela 2: Dados de RMN de 13C (150 MHz, CDClz) da pristimerina (1).

Carbono o d Literatura  Carbono ) d Literatura
1 119,57 (CH) 119,56 16 36,39 (CH2) 36,39
2 178,31 (C) 178,34 17 30,55 (C) 30,53
3 146,04 (C) 146,02 18 44,31 (CH) 44,32
4 117,12 (C) 117,10 19 30,91 (CH2) 30,90
5 127,31 (C) 127,43 20 40,39 (C) 40,41
6 134,14 (CH) 134,02 21 29,89 (CH2) 29,88
7 118,03 (CH) 118,12 22 34,80 (CH2) 34,80
8 170,04 (C) 170,03 23 10,28 (CHa) 10,22
9 42,87 (C) 42,93 25 38,26 (CH3) 38,25
10 164,04 (C) 164,76 26 21,63 (CHs) 21,62
11 33,57 (CH2) 33,57 27 18,35 (CHa) 18,32
12 29,67 (CH2) 29,66 28 31,57 (CHs) 31,58
13 39,41 (C) 39,42 29 178,70 178,72
14 45,07 (C) 45,04 30 32,70 (CHs) 32,36

CHs30 em
15 28,65 (CH2) 28,65 51,59 (CHs) 51,53

29

A Figura 12, p. 49 e a Figura 13, p. 50 apresentam o espectro de RMN H e

de 13C para o padrédo de maitenina (2), respectivamente.

Figura 12. Espectro de RMN de 'H da maitenina (2) e expansdes (600 MHz, CDCIs).
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O espectro de RMN de 'H de (2) apresenta dois dupletos em § 6,31 (1H, J=
7,1 Hz), 6 6,48 (1H, J= 1,3 Hz) atribuidos aos H-7, H-1, respectivamente, um duplo
dupleto em & 6,97 (1H, J= 7,1 e 1,3 Hz), atribuido ao H-6 e um simpleto em & 2,16
(H-23) caracteristico de grupo metilico sob ligacdo dupla. Tais sinais corroboram a

presenca do sistema quinonametideo.

Também s&o observados quatro simpletos em & 1,44, 6 1,28, 6 0,91 e & 0,94,
atribuidos aos hidrogénios dos grupos metilicos C-25, C-26, C-27, e C-28,
respectivamente. Cada um desses sinais apresenta integracédo para 3 hidrogénios.
Os dupletos observados em & 2,84 e 6 1,79 (J= 14,5 Hz, cada), integrando para 1
hidrogénio cada atribuido ao grupo metilénico H-22. O dupleto observado em & 0,93

(J= 6,3 Hz) integrando para 3 hidrogénios foi atribuido ao hidrogénio metilico C-30.

Figura 13. Espectro DEPT-135 de RMN de 13C da maitenina (2) (150 MHz, CDCls).
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O espectro DEPT-135 de RMN de *3C (Figura 13, p. 50) apresentou 28 sinais,
sendo que, o sinal em & 213,58, tipico de carbono carbonilico, foi atribuido a C-21.

Os sinais na regido 6 53,0 a & 10,0, foram atribuidos aos carbonos saturados e
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comparados com a literatura como mostrado na Tabela 3, p. 51 (Dos Santos et al.,
2013).

Tabela 3: Dados de RMN de 3C (150 MHz, CDClz) da maitenina (2).

Carbono ) d Literatura Carbono b d Literatura
1 119,77 (CH) 119,77 16 35,50 (CH2) 35,50
2 178,43 (C) 178,40 17 38,21 (C) 38,17
3 146,07 (C) 146,08 18 43,50 (CH) 43,53
4 117,23 (C) 117,15 19 32,08 (CH2) 32,05
5 127,72 (C) 127,74 20 41,93 (CH) 41,88
6 133,73 (CH) 133,57 21 213,58 213,54
7 118,15 (CH) 118,12 22 52,56 (CH2) 52,52
8 168,81 (C) 168,64 23 10,31 (CHb) 10,24
9 42,72 (C) 42,70 25 39,09 (CHs) 39,03
10 164,76 (C) 164,69 26 21,56 (CHs) 21,54
11 33,77 (CH2) 33,78 27 19,74 (CHa) 19,70
12 29,93 (CH>2) 29,93 28 32,58 (CHs3) 32,54
13 40,63 (C) 40,62 29 - -
14 44,66 (C) 44,64 30 15,11 (CHa) 15,06
15 28,50 (CH>) 28,50

Os padrdes (1) e (2) purificados e identificados foram utilizados nas analises
de quantificacdo a fim de avaliar a producdo dos mesmos frente a infestacdo com X.

albilineans.

4.2 - Analise por CLAE-DAD dos TQMs (1) e (2) nas cascas das raizes de

Maytenus ilicifolia

4.2.1 - Padronizagéo do sistema de solvente extrator

Os extratos obtidos em diferentes sistemas de solvente utilizando hexano
(Hex) e acetato de etila (AcOEt) foram avaliados quanto ao rendimento e
comparados ao extrato com diclorometano (DCM). A Tabela 4, p. 52 apresenta os
sistemas de solventes utilizados para a obtencdo dos extratos juntamente com as

massas de material vegetal, de extrato e rendimento da extracéo.
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Tabela 4. Sistemas de solvente utilizados nos extratos.

Extrato Massa de material Massa de Rendimento (%)
vegetal (9) extrato (mg)
Hex:AcOEt (8:2) 20,97 705,5 3,36
Hex:AcOEt (7:3) 21,00 732,4 3,49
Hex:AcOEt (6:4) 20,97 840,7 4,01
DCM 21,00 979,4 4,66

A partir das massas de material vegetal utilizados na extracéo e de extrato, foi
possivel observar que o rendimento de extracdo para o sistema de solvente
Hex:AcOEt (6:4) apresentou um valor mais proximo daquele obtido utilizando-se
DCM.

A fim de determinar o teor de (1) e (2) presentes, os extratos foram analisados
por CLAE-DAD. Os cromatogramas registrados e reprocessados nos comprimentos
de onda de 420 nm forneceram as areas dos picos referentes a (1) e (2) avaliados

(Figura 14, p. 53) na determinagéo do teor de (1) e (2) nos extratos.
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Figura 14: Cromatogramas dos padrdes maitenina (2) e pristimerina (1) e dos extratos utilizando os
sistemas de solvente: Hex:AcOEt (8:2), Hex:AcOEt (7:3), Hex:AcOEt (6:4) e DCM (A a F,

respectivamente).
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Legenda: Tempo de retencdo da maitenina: (A)= 7,795 min; (C)= 7,842 min; (D)= 7,891 min; (E)=
7,833 min; (F)= 7,865 min. Tempo de retencdo da pristimerina: (B)= 27,449 min; (C)= 27,889 min;
(D)= 28,301 min; (E)= 27,878 min; (F)= 28,070 min.
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A partir da area dos picos relacionados a (1) e a (2) fez-se o calculo do teor

relativo dessas substancias para cada extrato (Figura 15, p. 54).

Figura 15: Teor relativo calculado a partir da area dos picos da pristimerina (1) e maitenina (2) nos
extratos com sistemas de solvente Hex:AcOEt (8:2), Hex:AcOEt (7:3), Hex:AcOEt (6:4) e DCM.

maitenina pristimerina maitenina pristimerina maitenina pristimerina maitenina  pristimerina

Hexano:Acetato de etila Hexano:Acetato de etila Hexano:Acetato de etila Diclorometano
(8:2) (7:3) (6:4)

Foi possivel observar maior teor de (1) e de (2) nos extratos com o sistema de
solvente Hex:AcOEt (8:2). Por outro lado, a extragdo com Hex:AcOEt (6:4) € mais
seletiva para (1) e (2) e em maior teor quando comparado com a extracdo em
Hex:AcOEt (7:3) e DCM.

Embora a extragdo com Hex:AcOEt na proporcdo 8:2 ndo se mostrou ser
seletiva para (1) e (2), foi estabelecida como sistema de solvente ideal para as
analises das plantulas do teste de infeccdo (I1, 12 e 13) e para a quantificacdo de (1),
(2) e (3) antes e apds a infeccdo com X. albilineans por promover a concentracao
maxima de (1) e de (2). Além disso, permite a identificacdo de outros metabdlitos
secundarios presentes nos extratos durante a analise do metabolismo das plantulas
antes e apos a inoculagdo com X. albilineans.
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4.2.2 - Avaliacdo do metabolismo secundario de Maytenus ilicifolia frente a

infeccdo com Xanthomonas albilineans

Os extratos das raizes das plantulas de M. ilicifolia, obtidos durante o teste de
infecgao foram analisados por CLAE-DAD, tiveram os teores relativos de pristimerina
(1) e de maitenina (2) calculados utilizando a é&rea percentual dos picos
correspondentes nos cromatogramas obtidos apds os trés testes de infeccdo
realizados. No primeiro teste de infecgdo (l11), as plantulas apresentaram folhas
secas nas pontas a partir do 14° dia de inoculacéo e, ao final dos 30 dias, estavam
esbranquicadas (Figura 16).

Figura 16: Plantulas de M. ilicifolia apds infeccdo com corte das folhas utilizando lamina umedecida

no in6culo de X. albilineans.

14 dias 21 dias 30 dias

Fonte: Foto propria do autor.

Ademais, nos cromatogramas dos extratos obtidos a partir das raizes da
plantula foi possivel identificar a maitenina (2) apenas na primeira semana de
infeccdo, enquanto a pristimerina (1) passou a ser detectada no estagio final de
avaliacdo da infeccao (Figura 17, p. 56). Considerando a proposta da via metabolica
de M. ilicifolia (Figura 4, p. 27), na qual (1) leva a bioproducéo da (2) pode-se supor
que a producéo de (1) com 30 dias de infec¢do seja uma resposta metabolica contra
a X. albilineans. Assim, foi possivel observar o inicio da resposta metabdlica apenas

nos estagios finais de infeccdo quando comparada com 12 e 13.
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Figura 17. Cromatogramas dos extratos das raizes obtidos ap0s a infecgdo 1 (11) das plantulas de M.
ilicifolia durante o primeiro més de infeccdo com X. albilineans.
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Legenda: (A)= Cromatograma do extrato das raizes com 7 dias de infecgcdo com X. albilineans; (B)=
Cromatograma do extrato das raizes com 14 dias de infeccdo com X. albilineans; (C)= Cromatograma
do extrato das raizes com 21 dias de infeccdo com X. albilineans; (D)= Cromatograma do extrato das
raizes com 30 dias de infec¢do com X. albilineans. Tempo de retencéo da maitenina: (A)= 6,512 min;

(B)= 6,522 min. Tempo de reten¢éo da pristimerina: (D)= 20,775 min.

Em relacdo ao segundo teste de infeccdo (12), as plantulas perderam suas
folhas a partir de 14 dias de infeccdo e ao final dos 30 dias, aparentemente
apresentaram-se murchas e secas (Figura 18).

Figura 18: Plantulas de M. ilicifolia ap6s infec¢cdo com corte do caule utilizando lamina estéril e injecdo

de 100 pL do cultivo celular de X. albilineans.

14 dias 21 dias 30 dias

Fonte: Foto propria do autor.
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Os cromatogramas dos extratos obtidos a partir das raizes da plantula
mostrou grande acumulo de maitenina (2). A pristimerina (1) foi detectada no estagio

final da infeccéo, 30 dias (Figura 19).

Figura 19. Cromatogramas dos extratos das raizes obtidos apos a infeccdo 2 (12) das plantulas de M.

ilicifolia durante o primeiro més de infeccdo com X. albilineans.
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Legenda: (A)= Cromatograma do extrato das raizes com 7 dias de infec¢cdo com X. albilineans; (B)=
Cromatograma do extrato das raizes com 14 dias de infeccdo com X. albilineans; (C)= Cromatograma
do extrato das raizes com 21 dias de infeccdo com X. albilineans; (D)= Cromatograma do extrato das
raizes com 30 dias de infecgdo com X. albilineans. Tempo de retencdo da maitenina: (D)= 6,187 min.

Tempo de retencéo da pristimerina: (D)= 19,483 min.

No terceiro teste de infeccao (I13), as folhas apresentaram a acédo da bactéria
e, apos 14 dias de infec¢cdo se mostraram mais secas. No entanto, aos 21 dias de
infeccdo um novo caule comecou a brotar e ao final de 30 dias, uma nova folha
surgiu nesse caule. Além disso, houve uma leve diminuicdo do ressecamento das
folhas (Figura 20, p. 58) demonstrando recuperacdo gradual do material vegetal

frente a infeccdo com X. albilineans.
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Figura 20: Plantulas de M. ilicifolia ap6s infec¢do com pipetagem de 100 uL da suspenséo bacteriana
na superficie de um corte feito acima do meristema apical com uma lamina previamente mergulhada

no inéculo de X. albilineans.

14 dias 21 dias 30 dias

Fonte: Foto prépria do autor.

Os cromatogramas dos extratos obtidos das raizes da plantula apo6s a I3
mostraram aumento da producdo de maitenina a partir de 21 dias de infeccdo e a
pristimerina passou a ser detectada no estagio final da infeccdo de 30 dias (Figura
21, p. 59).
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Figura 21. Cromatogramas dos extratos das raizes obtidos ap6s a infeccéo 3 (I13) das plantulas de M.

ilicifolia durante o primeiro més de infeccdo com X. albilineans.
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Legenda: (A)= Cromatograma do extrato das raizes com 7 dias de infec¢do com X. albilineans; (B)=

Cromatograma do extrato das raizes com 14 dias de infec¢gdo com X. albilineans; (C)= Cromatograma

do extrato das raizes com 21 dias de infec¢cdo com X. albilineans; (D)= Cromatograma do extrato das

raizes com 30 dias de infecgdo com X. albilineans. Tempo de reten¢do da maitenina: (C)= 6,490 min

(D)= 6,404 min. Tempo de retencéo da pristimerina: (D)= 20,147 min.

No gréafico a seguir estdo apresentadas as quantidades relativas de (1) e de

(2) nos extratos obtidos das raizes de M. ilicifolia infectadas com X. albilineans
(Figura 22).

Figura 22. Teor relativo de pristimerina (1) e de maitenina (2) presente nos extratos das raizes obtidos

apos infeccao das plantulas de M. ilicifolia durante o primeiro més de infecgdo com X. albilineans.

Maitenina

"

Pristimerina

m7 dias

Maitenina

14 dias m= 21 dias

30 dias

Pristimerina

12

Maitenina

Pristimerina

59



) o X )
Resuttacos ¢ Chiseassio

Nas formas de infeccdo 12 e 13 foi possivel observar que houve maior
producdo dos triterpenos quinonametideos (1) e (2), agentes antibacterianos contra
essa linhagem de bactéria em M. ilicifolia, (1) com ICs0=1,0mM e (2) com ICs0=0,46
mM, especialmente de (2) que apresentou ser mais potente nos testes in vitro
realizados (resultados ndo publicados e mostrados na Figura 1, p. 24), E
interessante destacar que os resultados do acumulo o dos TQMs (1) e (2) em M.
ilicifolia apos as infecgbes, sdo coerentes com os resultados obtidos nos testes
biolégicos desses metabdlitos contra Xanthomonas albilineans, uma vez que a
maitenina (2) mostrou aumento expressivo no estagio final de infeccdo, que pode ser
atribuido a resposta de defesa da plantula contra o patdgeno. Além disso, a
pristimerina (1) mostra menor acumulo, que pode estar associado a seu consumo na
producdo da maitenina (2) (Figura 23).

Figura 23. Biossintese de pristimerina (1) e de maitenina (2) apés infec¢do de 30 dias com

Xanthomonas albilineans.

Fonte: Jeller et al., 2004.

Com base nos resultados do teste de infecgéo, as plantulas de trabalho (Mil,
Mi2, Mi4 e Mi5) foram inoculadas com X. albilineans e as plantulas de controle (C1,
C2 e C3) inoculadas com o meio de cultura XAS isento de bactéria apés a
recuperacdo do estresse causado pelas extracbes de pré infeccdo. Assim, as
plantulas Mil e Mi5 que se mostraram mais desenvolvidas e apresentando novas
folhas foram infectadas com X. albilineans pelo meristema apical (13), enquanto Mi2
e Mi4 pelo caule (12) devido a maior rigidez do apice do caule e auséncia de
folnagem. Do mesmo modo, as plantulas de controle C1 e C2 foram inoculadas com
meio de cultura XAS pelo meristema apical (13) e C3 foi inoculada com o0 mesmo

meio de cultura liquido pelo caule (12). Os extratos obtidos das plantulas de trabalho
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e de controle foram avaliados com 30 dias de infeccdo, auge de producao de (1) e

de (2) como observados na Figura 22, p. 59.

4.3 - Analise quimica dos triterpenos quinonametideos antes e ap0s infeccéo

com Xanthomonas albilineans

4.3.1 - Quantificacao de pristimerina (1) e maitenina (2) nas raizes das plantulas

antes e apos a infeccao por Xanthomonas albilineans

Os extratos das cascas das raizes de M. ilicifolia obtidos antes e apds a
infeccdo com X. albilineans foram analisados por CLAE-DAD, seguindo a
metodologia descrita em “3.5 - Quantificacdo de pristimerina (1) e maitenina (2) nas

raizes de plantulas antes e ap6s a infeccdo por Xanthomonas albilineans”, p. 37.

Os cromatogramas obtidos a partir dos extratos das raizes das plantulas
selecionadas para o desenvolvimento do trabalho (Mil, Mi2, Mi4 e Mi5) e das
plantulas de controle (C1, C2 e C3), antes (Figura 24, p. 62) e ap06s a infecgdo com
X. albilineans (Figura 25, p. 63), foram registrados e reprocessados de tal forma que
as areas dos picos referentes a (1) e (2) avaliadas no comprimento de onda de 420
nm determinaram a concentragao de (1) e de (2) presentes nos extratos.
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Figura 24. Cromatogramas dos extratos obtidos das raizes das plantulas Mil (A), Mi2 (B), Mi4 (C),
Mi5 (D), C1 (E), C2 (F) e C3 (G) antes da infec¢gdo com Xanthomonas albilineans.
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Figura 25. Cromatogramas dos extratos obtidos das raizes das plantulas Mil (A), Mi2 (B), Mi4 (C),
Mi5 (D), C1 (E), C2 (F) e C3 (G) ap6s infecgdo com Xanthomonas albilineans.
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A boa resolucdo cromatografica dos picos garante a identificacdo e
quantificacdo de (1) e de (2) presente nos extratos mostrando a seletividade do

método instrumental de separagao (Anvisa, 2017).
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4.4.1.1 - Pristimerina (1)

O padréo (1) previamente isolado e purificado a partir das cascas das raizes
de M. ilicifolia e identificado por experimentos de RMN e CLAE-DAD-EM foi utilizado
para preparar sete solu¢cbes em triplicata para cada ponto de amostragem
juntamente com o padréo (2) formando o mix de solu¢cbes dentro de uma faixa de
concentracdo de 0,05 a 4,0 mg/mL. As solu¢cdes foram injetadas em CLAE-DAD
conforme descrito no item “3.5 - Quantificacdo de pristimerina (1) e maitenina (2) nas
raizes de plantulas antes e apds a infeccdo por Xanthomonas albilineans” na p. 37.
As medic¢des foram integradas e aplicadas na construcdo da curva analitica para as
solucdes de (1). A curva de calibracéo foi obtida a partir das médias aritméticas das
respostas das injecdes realizadas em triplicata das solu¢gbes padrdo de (1) (Tabela
5).

Tabela 5: Areas dos picos integrados ap6s tratamento dos cromatogramas das solugdes padrdo em

LCSolution obtidos para a pristimerina (1).

Co?nizr;rtnrﬁ;;ao Areas dos picos Média D(I;)I‘;’*
0,05 8060; 7924, 7929. 7971 0,97
0,15 22297, 22857; 21888. 22347 2,18
0,25 37547, 37367; 37770. 37561 0,54
0,50 64306; 65992; 65308. 65202 1,24
1,00 108178; 109074, 109793. 109015 0,74
2,00 232154, 231767; 232502. 232141 0,16
4,00 469547; 470904, 470757. 470403 0,16

*DPR: desvio padrao relativo.

Os desvios padrdo relativos calculados para (1) demonstraram a
repetibilidade e reprodutibilidade dos resultados obtidos que avaliam a precisdo do
método e do procedimento experimental realizados (Anvisa, 2017).

A curva de calibracédo de (1) (Figura 26, p. 65) foi obtida pela média aritmética
das areas dos picos correspondentes a cada concentracdo das solugbes padréo e
demonstrou otima linearidade da resposta do detector com coeficiente de correlacéo
(r?) de 0,9990.
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Figura 26. Curva de calibracdo da pristimerina (1).
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A equacdo da reta de regressdo de y (area do pico) em x (concentracao) foi
estimada pelo método dos minimos quadrados para (1). Calculou-se a concentracdo
de (1) antes e apos a infeccdo com X. albilineans (Tabela 6, p. 66) presente nos

extratos a partir da média das areas dos picos obtidos como resposta.

65



) o X )
(O/lj.e/j(//fm/oo’ e %((/zb/]ﬂ

Tabela 6: Médias das areas dos picos integrados e concentracdo média (mg/mL) da pristimerina (1)

das plantulas Mi1, Mi2, Mi4, Mi5, C1, C2 e C3 antes e ap6s a infecgdo com X. albilineans.

Antes da infecgdo com X

Média das areas dos picos

Plantula 1 (Mil

. albilineans
Concentragéo
média (mg/mL)

Média das areas dos picos

Ap6s infeccao com X. albilineans

Concentragao
média (mg/mL)

70078

0,632 x F* (12)=
7,581 + 0,007

264711

2,310 X F* (6)=
13,858 + 0,008

Antes da infeccao com X

. albilineans

Plantula 2 (Mi2

Ap6s infeccdo com X. albilineans

Ly . . Concentracéo - . - Concentracéo
Média das areas dos picos média (mg/mL) Média das areas dos picos média (mg/mL)
28786 0,276 + 0,006 111265 0,987 + 0,005

Antes da infeccao com X

. albilineans

Plantula 4 (Mi4

Ap6s infeccdo com X. albilineans

- . . Concentragao - . . Concentragao
Média das areas dos picos média (mg/mL) Média das areas dos picos meédia (mg/mL)
5198 0,072 + 0,0002 18785 0,190 + 0,007

Plantula 5 (Mi5

Antes da infeccao com X

. albilineans

Ap6s infeccdo com X. albilineans

- . . Concentragao - . . Concentragao
Média das areas dos picos média (mg/mL) Média das areas dos picos média (mg/mL)
* —

13573 0,145 £ 0,003 400084 3477 X Fr (2)=

6,953 + 0,014

Antes inoculagdo com meio

Plantula de c
de cultura XAS

ontrole 1 (C1

Ap6s inoculagcdo com meio de cultura XAS

- . . Concentracéo - . . Concentracéo
Média das areas dos picos média (mg/mL) Média das areas dos picos média (mg/mL)
* —

44748 0,413 + 0,008 257004 2,243 x F* (3)=

6,729 + 0,004

Antes inoculagdo com meio

Plantula de c
de cultura XAS

ontrole 2 (C2

Ap6s inoculagcdo com meio de cultura XAS

- . . Concentracéo - . . Concentracéo
Média das areas dos picos média (mg/mL) Média das areas dos picos média (mg/mL)
* =

445304 3,866 + 0,002 251492 2,196 x F* (3)

6,587 + 0,004

Antes inoculacdo com meio

Plantula de c
de cultura XAS

ontrole 3 (C3)

Apos inoculacdo com meio de cultura XAS

- . . Concentracéo - . . Concentracéo
Média das areas dos picos média (mg/mL) Média das areas dos picos média (mg/mL)
27229 0,262 + 0,006 11525 0,127 + 0,003

*F: fator de diluicAo das amostras.

As concentracfes de (1) aumentaram em praticamente todas as plantulas,

exceto no individuo controle 3 (C3) apds os estresses causados com as extracdes e

infeccbes com Xanthomonas albilineans. Porém, as plantulas infectadas com a X.

albilineans tiveram esse aumento da concentracdo bem mais acentuado quando

comparadas as plantulas de controle sugerindo que os TQMs sdo metabolizados

como resposta ao estresse das extragdes e das infec¢cdes com a bactéria (Figura 27,

67).
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Figura 27. Comparacédo das concentracdes (mg/mL) de pristimerina (1) antes e apos infeccdes com

Xanthomonas albilineans.
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A plantula 5 (Mi5) infectada com a X. albilineans teve um aumento expressivo
da concentracdo de (1), de cerca de 48 vezes maior em relacdo a plantula antes da
infeccdo, sendo que Mil foi o individuo que teve o maior valor de producéo, porém
Mi5 apresentou maior aumento. Em relacdo aos controles, observou-se também o
aumento da concentracdo em C1 e C2, sendo 16 e 2 vezes maior que as plantulas
antes do processo de inoculacdo apenas do meio de cultura. Por outro lado, C3
reduziu pela metade a producao de (1).

4.4.1.2 - Maitenina (2)

Os mesmos cromatogramas obtidos a partir dos extratos das raizes de
plantulas de trabalho (Mil, Mi2, Mi4 e Mi5) e das plantulas de controle (C1, C2 e
C3) antes (Figura 24, p. 62) e ap6s a infeccao com X. albilineans (Figura 25, p. 63)
foram registrados e reprocessados de tal forma que as areas dos picos referentes a
(2) avaliada no comprimento de onda igual a 420 nm determinaram a concentragao
de (2) presentes nos extratos. Os picos de (2) foram identificados e quantificados

apresentando boa seletividade com relagéo a (1) e (2) (Anvisa, 2017).

67



) .0
L@efy//fﬂ/ o4 e Qj&jﬁ(/x}yiﬂ

O padréo (2) previamente isolado e purificado a partir das cascas das raizes
de M. ilicifolia e identificado por experimentos de RMN e CLAE-DAD-EM foi utilizado
para preparar sete solu¢cbes em triplicata para cada ponto de amostragem
juntamente com o padrdo (1) formando o mix de solugbes dentro da faixa de
concentracdo de 0,05 a 4,0 mg/mL. As solu¢cdes foram injetadas em CLAE-DAD
conforme descrito no item “3.5 - Quantificacdo de pristimerina (1) e maitenina (2) nas
raizes de plantulas antes e apds a infeccdo por Xanthomonas albilineans” na p. 37.
As medic¢des foram integradas e aplicadas na construgédo da curva de calibracao de
padronizacdo externa para as solucdes de (2). A curva de calibracdo foi obtida a
partir das médias aritméticas das respostas das injecdes realizadas repetidamente
das solugbes padréao preparadas em triplicata para cada ponto de amostragem para
(2) (Tabela 7).

Tabela 7: Areas dos picos integrados ap6s tratamento dos cromatogramas das solugdes padrdo em
LCSolution obtidos para a maitenina (2).

Co?nizr;rtnrﬁ;;ao Areas dos picos Média D(I;)I‘;’*
0,05 8192; 7997, 8178. 8122 1,34
0,15 22582; 22635; 22160. 22459 1,16
0,25 39024; 39910; 39042. 39325 1,29
0,50 75847; 74852; 75366. 75355 0,66
1,00 157559; 157623; 156490. 157224 0,40
2,00 330204; 330558; 330361. 330374 0,05
4,00 714323; 713385; 714026. 713911 0,07

*DPR: desvio padrao relativo.

Os desvios padrao relativo calculados para (2) demonstraram a repetibilidade
e reprodutibilidade dos resultados obtidos que avaliam a precisdao do método e do
procedimento experimental realizados (Anvisa, 2017).

A curva de calibracao de (2) (Figura 28, p. 69) foi obtida pela média aritmética
das areas dos picos correspondentes a cada concentracdo das solugbes padréo e
demonstrou otima linearidade da resposta do detector com coeficiente de correlacéao
(r?) de 0,9983.
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Figura 28. Curva de calibracdo da maitenina (2).
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A equacdo da reta de regressdo de y (area do pico) em x (concentracao) foi
estimada pelo método dos minimos quadrados para (2). Dessa forma, calculou-se a
concentracdo de (2) (Tabela 8, p. 70) nos extratos obtidos antes e ap0s a infeccao

com X. albilineans a partir da média das areas dos picos obtidos como resposta.
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Tabela 8: Médias das areas dos picos integrados e concentracdo média (mg/mL) da maitenina (2) das
plantulas Mi1, Mi2, Mi4, Mi5, C1, C2 e C3 antes e ap06s a infec¢do com X. albilineans.

Plantula 1 (Mil
Antes da infeccdo com X. albilineans

Ap6s infeccao com X. albilineans

Média das areas dos picos

Concentragéo
média (mg/mL)

Média das areas dos picos

Concentragao
média (mg/mL)

55543

0,368 x F* (12)=
4,421 + 0,003

231634

1,356 x F* (6)=
8,134 + 0,003

Antes da infeccao com X

. albilineans

Plantula 2 (Mi2

Ap6s infeccdo com X. albilineans

Ly . . Concentracéo - . - Concentracéo
Média das areas dos picos média (mg/mL) Média das areas dos picos média (mg/mL)
37471 0,267 + 0,004 52526 0,352 + 0,001

Antes da infeccao com X

. albilineans

Plantula 4 (Mi4

Ap6s infeccdo com X. albilineans

- . . Concentragao - . . Concentragao
Média das areas dos picos média (mg/mL) Média das areas dos picos meédia (mg/mL)
5002 0,085 = 0,0002 61353 0,401 + 0,003

Plantula 5 (Mi5

Antes da infeccao com X

Média das areas dos picos

. albilineans
Concentragao
média (mg/mL)

Média das areas dos picos

Ap6s infeccdo com X. albilineans

Concentragao
média (mg/mL)

9404

0,110 + 0,0004

425171

2,441 X F* (2)=
4,882 + 0,002

Plantula de c

Antes da inoculagdo com meio de cultura XAS

ontrole 1 (C1

Ap6s inoculagcdo com meio de cultura XAS

adi 4 ; Concentragéo - . . Concentragéo
Média das areas dos picos media (mg/mL) Média das &reas dos picos média (mo/mL)
* j—

81915 0,516 + 0,004 116336 0,709 x F* (3)=

2,128 + 0,002

Plantula de c

Antes da inoculagdo com meio de cultura XAS

ontrole 2 (C2

Ap6s inoculagcdo com meio de cultura XAS

Adi 2 ; Concentragéo - . . Concentragao
Média das areas dos picos média (mg/mL) Média das areas dos picos media (ma/mL)
* —

209036 1,229 + 0,003 126403 0,766 x F* (3)=

2,297 £ 0,004

Plantula de c

Antes da inoculacdo com meio de cultura XAS

ontrole 3 (C3)

Apos inoculacdo com meio de cultura XAS

- . . Concentracéo - . . Concentracéo
Média das areas dos picos média (mg/mL) Média das areas dos picos média (mg/mL)
172125 1,022 + 0,003 54667 0,326 + 0,065

*F: fator de diluicAo das amostras.

As concentracbes de (2) aumentaram em todas as plantulas apés os

estresses causados com as extracdes e infeccbes com Xanthomonas albilineans.

Contudo, as plantulas infectadas com a X. albilineans tiveram maior aumento da

concentracdo quando comparadas as plantulas de controle sugerindo que os TQMs

sdo metabolizados como resposta ao estresse das extracdes e das infec¢gdes com a

bactéria (Figura 29, 71).
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Figura 29. Comparacédo das concentracdes (mg/mL) de maitenina (2) antes e apés infeccées com

Xanthomonas albilineans.
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controle 1 (C1) controle 2 (C2) controle 3 (C3)

m Antes da infecgao Apos a infeccao

Assim como para (1), a producédo de (2) foi maior em (Mil) e (Mi5), tendo
também uma nitida diferenga entre a quantidade produzida pelo individuo (Mil) e
um aumento mais expressivo (44 vezes maior) da produgdo no individuo (Mi5). Os
controles (C1) e (C2) apresentaram aumento 4 e 2 vezes de (2), respectivamente,
sendo que o (C3) reduziu a producdo em 3 vezes. O aumento das concentracdes
de (1) e de (2) mostraram que a biossintese dessas substancias foram favorecidas
apos a infeccdo com Xanthomonas albilineans. Diante disso, a quantificacdo da
friedelina (3), precursor comum desses TQMs, € capaz de decifrar o metabolismo

desses TQMs nas plantulas de M. ilicifolia como resposta contra a inoculacéo.

4.3.2 - Quantificacao de friedelina (3) nas folhas das plantulas antes e apés a
infeccdo por Xanthomonas albilineans

A friedelina (3) é precursor comum da pristimerina (1) e da maitenina (2)
presente exclusivamente nas folhas de M. ilicifolia. A translocacdo da friedelina,
exigindo alto consumo energético (Corsino et al., 2000), associada a atividade
antimicrobiana e atividade antibacteriana de (1) e de (2) € capaz de decifrar o
potencial da resposta de defesa das plantulas frente a infeccdo com X. albilineans

(Figura 30, p. 72). Dessa forma, a quantificacdo de (3) é fundamental para avaliar se
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a infeccdo com X. albilineans promove a biossintese de (1) e de (2) a partir do
consumo do precursor comum (3). Com esse objetivo, foram obtidos extratos das
folhas de M. ilicifolia antes e apds a infeccdo com X. albilineans que foram
analisados por CG-EM seguindo a metodologia descrita em “3.6 - Quantificacéo de
friedelina (3) nas folhas de plantulas antes e apds a infeccdo por Xanthomonas
albilineans”, p. 38.

Figura 30. Biossintese de pristimerina (1) e de maitenina (2) em raizes de M. ilicifolia ap6s infecgao

de 30 dias com Xanthomonas albilineans a partir do precursor comum, friedelina (3) presente nas

folhas de Maytenus ilicifolia.

\
\

’

Proposta de biossintese para os TQMs pela atividade combinada dos citocromos P450s. A seta

tracejada indica varias etapas enzimaticas.

Os cromatogramas obtidos a partir dos extratos das folhas das plantulas de
trabalho (Mil1 e Mi5) e plantulas de controle (C1 e C2) antes (Figura 31, p. 73) e
apos a infeccdo com Xanthomonas albilineans (Figura 32, p. 73) foram registrados e
reprocessados de tal forma que as areas dos picos referentes a (3) com tempo de
retencdo igual a 24,2 minutos determinaram a concentracdo de (3) presentes nos

extratos das folhas de M. ilicifolia.
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Figura 31. Cromatogramas dos extratos obtidos das folhas das plantulas Mil (A), Mi5 (B), C1 (C)

C2 (D) antes da infec¢cdo com Xanthomonas albilineans.
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Figura 32. Cromatogramas dos extratos obtidos das folhas das plantulas Mil (A), Mi5 (B), C1 (C) e

C2 (D) ap0s infeccdo com Xanthomonas albilineans.
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A boa resolucdo cromatografica dos picos garante a identificacdo e

quantificacdo de (3) presente nos extratos mostrando a seletividade do método
instrumental de separacéo.
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A curva de calibracao foi obtida utilizando o colesterol como padréo interno a
partir da média das razbes entre os valores das areas do pico referente a friedelina
(3) e colesterol versus a concentracdo de friedelina (3) para cada ponto de
amostragem para (3) (Tabela 9).

Tabela 9: Média das areas dos picos integrados apds tratamento dos cromatogramas das solucfes

padrdo em GCMSsolution obtidos através da raz&o entre friedelina (3) e o padrdo interno colesterol.

Concentracao Média (area do pico de (3) / DPR*
(mg/mL) area do pico do colesterol) (%)
0,005 | 0,01 4,9
0,01 1,96 7,1
0,02 | 5,03 2,5
0,04 10,60 0,9
0,06 | 16,26 4,3
0,08 22,54 8,5
0,10 | 27,20 3,0

Os desvios padrao relativo calculados para (3) demonstraram a repetibilidade
e reprodutibilidade dos resultados obtidos que avaliam a precisdo do método e do

procedimento experimental realizados (Anvisa, 2017).

A curva de calibracdo de (3) (Figura 33, p. 75) obtida pela média aritmética
entre a razdo das areas dos picos correspondentes a friedelina (3) e o padréo
interno colesterol para cada concentracdo das solucdes padrao de (3) demonstrou
6tima linearidade da resposta do detector com coeficiente de correlacédo (r?) de
0,9987.
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Figura 33. Curva de calibracdo da friedelina (3).

30,0

ro
h
=)

ny
S

=]
o

Area do pico do analito / Area do pico do padrédo interno
o &

002

y = 286,89x - 0,9693
R?=0,9987

0,04 0,06 008 0,10 0,12
Concentragao (mg/mL)

A equacdo da reta de regresséo de y (area do pico) em x (concentracao) foi

estimada pelo método dos minimos quadrados para (3). Calculou-se a concentracéo

de (3) antes e apds a infeccdo com X. albilineans (Tabela 10, p. 76) presente nos

extratos a partir da média das areas dos picos obtidos como resposta.
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Tabela 10: Médias das areas dos picos integrados e concentracdo média (mg/mL) da friedelina (3)

das plantulas Mi1, Mi5, C1 e C2 antes e ap0s a infecgdo com X. albilineans.

Plantula 1 (Mil

Antes da infecgdo com X. albilineans Ap6s infeccao com X. albilineans
Média das areas dos picos rﬁggi(;e(nr;r;%ﬁf) Média das areas dos picos r(;ggi(;e(nnt]r;?f)
4,6 0,019 + 0,0001 1,1 0,007 + 0,0001
Antes da infeccdo com X. albilineans Ap6s infeccdo com X. albilineans
Média das areas dos picos rﬁggi(;e?r;r;?f) Média das areas dos picos rﬁggi(;e(nr;r;?f)
9,4 0,036 + 0,0003 1,0 0,007 + 0,00004
Antes inoculacdo com meio de cultura XAS Ap6s inoculacdo com meio de cultura XAS
Média das areas dos picos an‘centragéo Média das areas dos picos Cc,)n.centragéo
média (mg/mL) média (mg/mL)
11,7 0,044 + 0,002 2,0 0,010 + 0,0001
Antes inoculacdo com meio de cultura XAS Ap6s inoculacdo com meio de cultura XAS
Média das areas dos picos C(’)n‘centra(;éo Média das areas dos picos Cc,)n.centra(;éo
média (mg/mL) média (mg/mL)
0,044 x F* (2)=
11,6 0,088 + 0,001 29 0,014 + 0,0001

*F: fator de diluicdo das amostras.

As concentracdes de (3) diminuiram em todas as plantulas apds os estresses
causados com as extracdes e infeccbes com Xanthomonas albilineans, podendo
estar correlacionadas com a utilizagdo da friedelina para a producdo dos
quinonametideos, cuja concentracdo encontra-se maior nesses mesmos individuos.
As plantulas infectadas com a X. albilineans tiveram a concentracdo bem menor
guando comparadas as plantulas de controle (Figura 34, p. 77). Tais observacdes
permitem sugerir que (3) esta sendo metabolizada para produzir (1) e (2) como
resposta ao estresse das extracdes e das infec¢cdes com a bactéria (Figura 30, p.
72).
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Figura 34. Comparacdo das concentracdes (mg/mL) de friedelina (3) antes e apds infeccées com

Xanthomonas albilineans.
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4.4 - Deteccado da infeccdo das plantulas de Maytenus ilicifolia com

Xanthomonas albilineans

As plantulas de trabalho (Mil, Mi4 e Mi5) e de controle (C1 e C2) que
possuiam folhas ap6s o periodo de infeccdo tiveram o DNA extraido conforme
descrito no item 3.7 - Extracdo de DNA, p. 39 e analisado. A confirmacdo da
infeccdo foi obtida pelo método de PCR utilizando SYBR Green. A amplificagdo do
fragmento alvo com par de primers alb foi observada para as amostras de DNA das
células de pellets do meio de cultura MWB da bactéria controle e da bactéria
crescida a partir das folhas incubadas apoés a infeccédo (Figura 35, p. 78). Uma Unica
curva de melting indicou a especificidade de amplificacdo de um Unico fragmento
entre as amostras com o mesmo par de primers. O fragmento de DNA vegetal foi
amplificado com Mi40S (Figura 35-B, p. 78), mas ao usar primers alb ndo houve
amplificagéo (Figura 35-A, p. 78). Como controle, o Mi40S n&o amplificou nenhuma
amostra de DNA de células bacterianas centrifugadas e as mesmas reacdes de PCR

controle sem DNA também nao amplificaram.
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Figura 35. Curvas de melting dos amplicons para as amostras de DNA da bactéria e do material
vegetal usando os primers para detec¢do do DNA de X. albilineans.

(A) (8)

Fluorescéncia Normalizada (Rn)

Fluorescéncia Normalizada (Rn)
Fluorescéncia Normalizada (Rn)

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

B controle gendmico de X. albilineans M. ilicifolia infectada @ M. ilicifolia infectada
individuo 4 individuo 5

controle genémico de

M. ilicifolia

W M. ilicifolia infectada
individuo 1

Legenda: (A)= Curvas de melting do controle de crescimento do DNA gendmico de X. albilineans,
células peletizadas apés a incubacgéo das folhas e DNA vegetal amplificado utilizando par de primers
alb. (B)= Curvas de melting do controle de DNA gendmico de M. ilicifolia utilizando o par de primers
Mi40S.

A sensibilidade e especificidade da PCR, bem como a utilizacdo de um
corante de afinidade de fita dupla como Power SYBR Green e um par de primers
especifico sdo validados para a deteccédo de infec¢cdes por Xanthomonas spp em
espécies de plantas economicamente importantes como a cana de acucar, 0
principal hospedeiro (Wang et al.,, 2020). A mesma estratégia foi aplicada com
sucesso ao presente estudo e confirmou a infeccdo das plantulas ja observada
visualmente, trazendo certeza para a analise dos efeitos na via biossintética do TQM

como possivel resposta a infeccdo por X. albilineans.

4.5 - Andlise da expressao génica das plantulas de Maytenus ilicifolia antes e

apoés ainfeccdo com Xanthomonas albilineans

A presencga da friedelina nas folhas e dos TQMs nas raizes de M. ilicifolia foi
demonstrada anteriormente, porém a via biossintética completa dessa segunda
classe de substancias ainda nao foi descrita (Figura 36, p. 79). Foram confirmados,
até o momento, os genes codificadores MIFRS e CYP712K4 responsaveis pela

biossintese dos precursores de TQMs, friedelina e acido maitendico,
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respectivamente, por meio de sua sequéncia codificadora e caracterizacao funcional
em Saccharomyces cerevisiae (Souza-Moreira et al., 2016; Bicalho et al., 2019b).
Portanto, a andlise da expressao génica das sequéncias codificadoras de MiFRS e
CYP712K4 nas folhas e raizes podem corroborar com a analise da especificidade
tecidual dos metabdlicos identificados em M. ilicifolia. Além disso, a infec¢do por X.
albilineans em M. ilicifolia pode expor qual parte da via esta respondendo
geneticamente a bactéria e pode ser avaliada posteriormente para determinar outros
genes codificadores das enzimas envolvidas na biossintese de TQMs.

Figura 36. Biossintese de pristimerina (1) e de maitenina (2) a partir dos precursores friedelina (3) e

acido maitendico.

CYP712K4
B -

D

friedelina (3) acido maitendico pristimerina (1) maitenina (2)

Proposta de biossintese para os (1) e (2) pela atividade combinada dos citocromos P450s. A seta

tracejada indica varias etapas enzimaticas.

Inicialmente, o nivel de expressdo de MIFRS e CYP712K4 foi normalizado
com a sequéncia codificadora da proteina ribossémica 40S e o calibrador utilizado

foram as amostras de folhas antes da infecgéo.

Pela analise do nivel de expressdao destes genes, confirmou-se a
compartimentalizacdo da expressdo da oxidoredutase que modifica friedelina nas
raizes de M. ilicifolia. As amostras apresentaram nivel maior de expressdo da
enzima CYP712K4 estatisticamente significativo na raiz quando comparado com a
folha (Figura 37, p. 80). E possivel observar que existe expressdo de MiFRS nas
raizes semelhante ou sem diferenca estatistica em relacdo as folhas na maioria dos
individuos (Figura 38, p. 81). Contudo, a expressdo de CYP712K4 nas folhas, em
todas as situacdes e individuos foi menor que a expressao nas raizes (Figura 37, p.
80).

Ao avaliar o nivel de expressdo da enzima CYP712K4 apls a infeccgdo,

observou-se que ele ndo aumentou, mas sim diminuiu (Figura 37-A, p. 80). Contudo,
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nas amostras de controle, aquelas que passaram por um processo semelhante as
amostras infectadas com X. albilineans, mas sem serem contaminadas, o nivel de
expressdo da CYP712K4 aumentou, porém nao foi estatisticamente significativo na
raiz (Figura 37-B, p. 80).

Figura 37. Nivel de expresséao relativa de CYP712K4 nas raizes e folhas das plantulas infectadas e

das plantulas de controle de M. ilicifolia.

(A) CYP712K4 nas amostras infectadas com X. albilineans (B) CYP712K4 nos controles inoculados com meio de cultura XAS

ab b

902,22

Nivel de expressao relativa
L
Nivel de expressao relativa

a

7.7 4,80 3448

Antes pois s ois. Antes Depois Antes Depois
folha raiz folha raiz

a
1,00 1,71 34“76

Legenda: (A)= Nivel de expresséo relativa de CYP712K4 nas raizes e folhas das plantulas antes e
depois da infeccdo com X. albilineans: em a ocorre variagdo estatistica significativa das amostras de
folha e de raiz antes da infeccdo de M. ilicifolia e em b ocorre variacdo estatistica significativa das
amostras de raiz antes e apds a infeccdo de M. ilicifolia. (B)= Nivel de expressédo relativa de
CYP712K4 nas plantulas de controle antes e ap0s a inoculagdo com meio de cultura XAS: em a
ocorre variagdo estatistica significativa dos controles de folha e de raiz antes da infec¢do de M.
ilicifolia e em b ocorre variagdo estatistica significativa dos controles de folha e de raiz apds a

infeccao de M. ilicifolia.

O nivel de expressdo do gene MIFRS é maior significativamente na raiz
apenas nas amostras de controle, demonstrando que nem todos os individuos tém
resposta equivalente da expressao desse gene (Figura 38-B, p. 81). Contudo, ndo
foi observada variacao estatisticamente significativa do nivel de expressao do gene
qgue codifica a friedelina sintase entre as amostras antes ou depois da infeccdo nos
individuos infectados e nos controles (Figura 38-A, p. 81).
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Figura 38. Nivel de expresséo relativa de MiFRS nas raizes e folhas das plantulas infectadas e das

plantulas de controle de M. ilicifolia.

z

(A) MiFRS nas amostras infectadas com X. albilineans ( MiFRS nos controles inoculados com meio de cultura XAS
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Legenda: (A)= Nivel de expresséo relativa de MIFRS nas raizes e folhas das plantulas antes e
depois da infeccdo com X. albilineans. (B)= Nivel de expresséo relativa de MiFRS nas raizes e folhas
das plantulas de controle antes e apds a inoculagdo com meio de cultura XAS: em a ocorre variagao

estatistica significativa dos controles de folha e de raiz antes da infec¢éo de M. ilicifolia.

Tais observacbfes demonstram que a CYP712K4 pode ndo estar
correlacionada a uma resposta do mecanismo de defesa da planta a infecgcéo e o
aumento da producdo de TQMs pode estar relacionado ao aumento da expressao
de outra(s) enzima(s) da via metabdlica das plantulas de M. ilicifolia, especialmente
aguelas envolvidas nas etapas de oxidacdo dos anéis A e B do esqueleto
guinonametideo (Figura 4, p. 27). Desta forma, o presente trabalho demonstrou que
a espécie de M. ilicifolia tende a responder a estresse aumentando a proporcao de
TQMs produzidos pela raiz e que este aumento pode néo estar correlacionado com
o nivel de expressédo de genes que codificam enzimas que levam a producédo dos
das substancias iniciais da via, friedelina e acido maitendico. Assim, o avanco dos
estudos das etapas de biossintese dos triterpenos quinonametideos em curso pelo

Nosso grupo de pesquisa pode trazer novas comprovacgdes ao estudo em epigrafe.
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5 - CONCLUSAO

As analises de quantificacdo da pristimerina (1), maitenina (2) e friedelina (3)
das plantulas de Maytenus ilicifolia indicaram que existe uma possivel resposta
metabdlica induzida pelos estresses causados com as extracdes e infecgcbes com
Xanthomonas albilineans. As plantulas utilizadas como controle também tiveram as
concentracbes desses metabolitos alteradas apos a falsa infeccdo indicando a
biossintese destas substancias como resposta do estresse gerado com as coletas
de folhas e raizes para as extracbes dos metabolitos, DNA e RNA realizadas
durante este estudo. Contudo, as plantulas de trabalho mostraram concentracéo de
(1) e de (2) significativamente elevada indicando o metabolismo ativo em defesa
contra 0 patdgeno visto que sdo potentes agentes antibactericidas. Além disso, a
concentracéo de (3) € menor apls 0 ensaio com meio de cultura para as plantulas
de controle e de infeccdo com X. albilineans para as plantulas de trabalho indicando
gue esse metabdlito, precursor dos TQMs, esta sendo consumido para a producéo
dos metabdlitos antimicrobianos, (1) e (2) e pode indicar resposta de defesa das
plantulas contra o patdgeno. Na plantula Mi5 esses resultados sdo ainda mais
expressivos nos quais o aumento de (1) e (2) chegam a 43 e 45 vezes maior,
respectivamente. Enquanto isso, (3) passa a ter concentracdo 5 vezes menor
mostrando o metabolismo dessa plantula ainda mais ativo na producédo de (1) e (2).
Estes resultados demonstraram a biossintese compartimentalizada de (1), (2) e (3)
nas raizes e folhas das plantulas de M. ilicifolia que, associada a potente atividade
antibacteriana, estdo diretamente relacionadas com o aumento das concentracdes

de (1) e (2) nas raizes e diminuicdo na concentracao de (3) nas folhas de M. ilicifolia.

A confirmacédo da infeccdo obtida por PCR e a andlise de expressdo génica
corroboraram com a especificidade tecidual de (1), (2) e (3) nas raizes e folhas de M.
ilicifolia. O nivel de expressdo do gene codificador CYP712K4 variou
significativamente na raiz quando comparado antes e apds a infeccdo com X.
albilineans, enquanto o nivel de expressdo da MiFRS néo variou significativamente.
Além disso, o nivel de expressdo da CYP712K4 e da MIFRS néo variou
significativamente nas folhas demonstrando que a via biossintética esta
respondendo geneticamente a bactéria na raiz das plantulas. Contudo, o aumento

da expresséao do gene codificador CYP712K4 pode ser melhor avaliado com nimero
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maior de individuos e coleta do material vegetal no mesmo periodo de tempo.
Ademais, a resposta do mecanismo de defesa da planta a infeccdo e o aumento da
producdo de TQMs pode estar relacionado ao aumento da expressdo de outra
enzima da via metabdlica das plantulas de M. ilicifolia, especialmente envolvidas nas
etapas de oxidacdo dos anéis A e B do esqueleto carbbnico dos TQMs. Portanto,
novos estudos da via biossintética podem determinar outras enzimas codificadoras

de genes envolvidos na biossintese de TQMs.
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