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1. Introducéo

Uma das propriedades inerentes aos
seres vivos é a existéncia de metabolismo. O
metabolismo engloba o conjunto de reagdes
quimicas que ocorrem dentro das células.* Essas
reacOes podem ser divididas entre metabolismo
primario e metabolismo secundario.? Nas
plantas, o0 metabolismo primario  esta
relacionado a  processos  vitais como
fotossintese, respiracdo e transporte de solutos.
Ja os metabolitos secundarios, desempenham
funcdo relevante na protecdo contra estresses
bioticos e abidticos, incluindo defesa ao ataque
de patdgenos e herbivoros. Esses metabdlitos
sdo agrupados em trés categorias principais:
terpenos, compostos fendlicos e alcaloides.™
Para fungos, o metabolismo secundario é
altamente diversificado, abrangendo uma ampla
variedade de compostos, como policetideos,
derivados de chiquimato, derivados de
isocumarina, &cidos  fendlicos, quinonas,
xantonas, lactonas, terpenoides, esteroides,
peptideos e alcaloides.®

Um exemplo notavel é o fungo
Penicillium digitatum, que é conhecido como o
principal agente causal da doenga bolor verde
em frutas citricas.* Essa doenca, juntamente
com outras doencas pés-colheita, pode resultar
em perdas significativas na producgéo de frutas
citricas, podendo chegar a até 50% da safra e
contribuir com até 90% das perdas pos-
colheita no Brasil.*® Estudos anteriores
revelaram que o fungo Penicillium digitatum é
capaz de promover o acumulo de alguns
alcaloides na superficie das frutas citricas, na
qual foram isolados e identificados como
triptoquialaninas A e B (figura 1).°> Além
disso, foi investigado o efeito do alcaloide
triptoquialanina A (TA) na germinacdo de

sementes de laranja, ao avaliar sua
fitotoxicidade.®  Segundo  estudo,  estes
metabolitos secundarios exibiram grande
importancia no estabelecimento da infeccdo no
hospedeiro citrus.®

Triptoquialanina A Triptoquialanina B

Figura 1.Estrutura quimica das moléculas triptoquialanina
A e triptoquialanina B

No entanto, ndo existem estudos
relacionados a investigacdo das alteracdes no
metabolismo das plantas do género Citrus
resultantes do tratamento com  esses
compostos. Um estudo nesse sentido seria
fundamental para a melhor compreensdo dos
mecanismos de patogenicidade do fungo em
relacdo ao seu hospedeiro, o que poderia
contribuir para o desenvolvimento de
estratégias de controle e prevencdo de doencas
que afetam a agricultura e a seguranca
alimentar.

Neste sentido, o principal objetivo
deste projeto foi investigar o efeito dos
alcaloides triptoquialanina A e B no
metabolismo de Citrus sinensis, em estagio
inicial de desenvolvimento, a fim de
aprofundar a compreensdo dos mecanismos de
patogenicidade do fungo P. digitatum.
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2. Metodologia

2.1. Cultivo de P. digitatum, extracdo, pré-
purificacdo e isolamento dos alcaloides

Inicialmente, foi realizado o cultivo do
fungo P. digitatum em meio de cultura sélido
contendo YES (Yeast Extract Sucrose). Para
isso, uma placa de Petri contendo 30 mL do
meio foi inoculada com 20 pL de uma solucéo
de esporos na concentracio de 107
esporos/mL. A placa foi vedada com plastico
filme e colocada em wuma camara de
crescimento a temperatura de 25 °C por 7 dias.
Apo6s o periodo de incubacédo, adicionou-se 5
mL de a4gua Milli-Q estéril a placa infectada e
os esporos foram extraidos com auxilio de alga
de Drigalski. A solucdo resultante foi diluida
até atingir uma concentragdo final de 107
esporos/mL. Em seguida, realizou-se a
inoculacdo do fungo em laranjas pera (Citrus
sinensis) previamente descontaminadas com
hipoclorito de sédio a 2% (v/v). Apds a
secagem das laranjas em capela de fluxo, foi
realizado um pequeno corte quadrado (1 cm X
1 cm) na casca de cada laranja, utilizando
bisturi, e aplicou-se 20 pL da solucdo de
esporos obtida. As laranjas inoculadas (N =
200) foram armazenadas em béqueres estéreis
de 1000 mL e mantidas em camara de
crescimento a 25 °C por 11 dias. Apos esse
periodo, as partes infectadas da casca foram
removidas das frutas e transferidas para um
frasco Schott de 1000 mL. Os metabolitos
foram extraidos sete vezes utilizando acetato
de etila na proporcdo de 1:1 (m/v). O extrato
organico resultante foi concentrado sob vécuo
em um rotaevaporador. Posteriormente,
realizou-se a pré-purificacdo do extrato por
meio de cromatografia em coluna aberta
utilizando 250 g de silica gel. Os solventes
organicos hexano (1 L) e acetato de etila (1 L)
foram utilizados como eluentes. A fracédo
eluida com acetato de etila foi coletada e o
extrato concentrado em rotagvaporador.®”’

A partir do extrato pré-purificado,
prosseguiu-se com o processo de isolamento
dos alcaloides de interesse. Para isso, 0 extrato
foi dissolvido em metanol (MeOH), filtrado e
submetido a purificagdo por cromatografia
liquida (LC) preparativa. A separacao
cromatografica foi realizada utilizando uma
coluna Phenyl-Hexyl (250 x 10 mm, 5 um) em

um sistema de LC composto por uma bomba
Shimadzu LC-10, um detector de matriz de
fotodiodos SPD-10A e um coletor de fragdes
Shimadzu FRC-10A. O metodo de eluigédo
utilizado envolveu o uso de uma fase movel
binaria composta por uma solugdo aquosa
acidificada com é&cido férmico 0,1% (v/v)
como solvente A, e acetonitrila como solvente
B. A vazdo do sistema foi mantida em 4,7
mL/min e o volume de inje¢do foi de 200 pL.°

2.2. Ensaio de germinagdo com sementes de
Citrus sinensis na presenca dos alcaloides
triptoquialanina Ae B

Inicialmente, as sementes foram
preparadas removendo-se as duas camadas
protetoras externas. Em seguida, as sementes
foram esterilizadas com uma solucdo de
hipoclorito de sodio a 2% (v/v) por 1 minuto.
Apdbs o enxague com agua Milli-Q, as sementes
foram secas em temperatura ambiente em capela
de fluxo laminar. Posteriormente, placas de Petri
de 6 cm de didmetro foram revestidas com papel
de germinacdo embebidos com 1 mL da solucéo
de tratamento. Entdo, 4 sementes foram
posicionadas em cada placa. Os tratamentos
consistiram  em  solugbes aquosas de
triptoquialanina A (TA) e triptoquialanina B
(TB) na concentracdo de 1.000 ppm, contendo
dimetilsulfoxido (DMSO) a 3% (v/v) para
solubilizagdo. O herbicida glifosato foi utilizado
como controle positivo (CP), enquanto a agua
Milli-Q foi usada como controle negativo (CN).
Em ambos os controles foi adicionado DMSO
3% (v/v). Todas as solugbes de tratamento
foram filtradas através de filtros de membrana
PTFE de 0,22 um. Posteriormente, as placas de
Petri foram seladas e incubadas em camara de
germinacdo a temperatura de 25 °C, com
fotoperiodo 12/12 horas claro/escuro, pelo
periodo de 10 dias.°

2.3. Teste 1: Otimizacdo do ensaio de
germinacao de sementes de citros

Visando a otimizacdo do experimento de
germinacédo, foi realizado um teste para avaliar
trés fatores: método de descontaminacédo, volume
de solucdo utilizada no tratamento e efeito do
DMSO 3% (v/v) no processo de germinacao
(Tabela 1). O procedimento de preparo das
sementes e das placas foram semelhantes aos
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descritos no tépico 2.2, com algumas
modificacdes. Para cada placa, foram utilizados
dois papéis de germinacdo ao invés de um. Os
ensaios foram conduzidos em triplicata (N=3) e as
placas dispostas em cadmara de germinagdo com
fotoperiodos de 12 horas de luz e 12 horas de
escuriddo, a temperatura de 25 °C, durante
periodo de 11 dias. Neste experimento, massa e 0
comprimento de radicula das sementes foram
utilizados como pardmetros de avaliacdo das
diferentes condicdes de germinacao.

Tabela 1: Otimizacdo do teste da germinacdo de semente de
Citrus sinensis.

V DMSO Lavagem das
(solucdo) 3% (v/v) sementes
1 3mL Sim 1 min, 2% hipoclorito

Ensaio

2 3mL Sim 1 min, 4% hipoclorito
3 3 mL N&o 1 min, 2% hipoclorito
4 3mL N&o 1 min, 4% hipoclorito
5 5mL Sim 1 min, 2% hipoclorito
6 5mL Sim 1 min, 4% hipoclorito
7 5mL N&o 1 min, 2% hipoclorito
8 5mL N&o 1 min, 4% hipoclorito

Fonte: Elaborada pelo autor (2023).

2.4. Teste 2: Solubilizacdo dos alcaloides em
diferentes solugbes e avaliagdo na
germinacédo de sementes de citros

Para avaliar a solubilizacdo dos alcaloides
em diferentes solucGes, foram conduzidos testes
com as cinco seguintes solucdes: acetato de sodio
3M (pH 5,2), Tween 80 (0,65 g/L), Triton X-100
(0,65 ¢/L), tampdo fosfato-salino (pH 7,4) e
acetato de so6dio 1M (pH 5,2). Inicialmente,
adicionou-se 0,5 mg do alcaloide juntamente com
0,5 mL das solu¢Ges em microtubo de 1,5 mL. O
conteudo foi agitado em Vortex por 10 segundos
e submetido a banho ultrassonico por 5 minutos.

Em seguida, foi realizado um ensaio de
germinacdo de sementes de laranja para avaliar a
toxicidade das solugbes que apresentaram efeito
positivo na solubilizacdo dos alcaloides. Os
tratamentos incluiram a solugdo de acetato de
sodio 3M e solugdo tampdo fosfato-salino (PBS).
O herbicida glifosato foi utilizado como controle
positivo (CP) e é&gua Milli-Q como controle
negativo (CN). As placas de Petri de 6 pocos,
onde foram colocados dois papéis de germinacao,
foram embebidos com 1 mL da solucdo de
tratamento em cada po¢o. Em seguida, duas
sementes foram posicionadas em cada um dos

pocos. As placas foram vedadas e incubadas em
uma camara de germinacdo com fotoperiodos de
12 horas de luz e 12 horas de escuriddo, a uma
temperatura de 25°C, por um periodo de 10 dias.

3. Resultados e Discussao

3.1. Resultados e discussdo dos testes
realizados

Visando investigar o impacto dos
alcaloides TA e TB produzidos pelo fungo
fitopatogénico  Penicillium  digitatum no
metabolismo das sementes de Citrus sinensis,
buscou-se, inicialmente, a obtencdo dos
alcaloides a partir do extrato fungico. Para
isso, P. digitatum foi cultivado em larga escala
e 0 extrato bruto (79,47 g) submetido a pré-
purificagdo com coluna de silica e purificagdo
em sistema de cromatografia preparativa.

Apo6s obtencdo dos alcaloides, as
sementes de citros foram expostas ao
tratamento com as solugBes contendo o0s
alcaloides triptoquialanina A e B. A figura 2A
exibe o aspecto das sementes ap6s 10 dias de
germinacdo. O experimento realizado ndo
exibiu diferencgas significativas na germinagéao
das sementes entre o0s ensaios avaliados,
mesmo o controle negativo (NC) em que
esperava-se a germinacdo da semente. Além
disso, enfrentou-se problemas de
contaminacdo em um numero consideravel de
placas (em 58% do total de placas), o que
indicou a necessidade de aprimorar a
metodologia aplicada. Nesse sentido, foi
indispensavel otimizar o teste da germinacao
de sementes de citros.

Por conseguinte, foi realizado teste de
otimizacdo do ensaio de germinacgdo
explorando as seguintes condigdes
experimentais: variagio do método de
descontaminagdo, volume de solugéo utilizado
e efeito do DMSO no processo de germinagao.
Os resultados obtidos estdo exibidos na figura
2B. De acordo com o grafico 1, que avalia a
massa e 0 comprimento da radicula. Notou-se
que o ensaio 4 apresentou as melhores
condicbes de germinacdo, com base na média
de comprimento radicular (7,43 mm) e massa
radicular (0,0341 g). Além disso, observou-se
que as placas que levaram DMSO afetaram
negativamente no processo de germinagéo.
Diante disso, buscou-se encontrar alternativas
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ao uso do DMSO no processo de solubilizagéo
dos alcaloides. No teste de solubilizagdo dos
alcaloides, avaliou-se as diferentes solugdes:
acetato de sodio 3M, o tampéo fosfato-salino,
Tween 80 e Triton X-100. Dentre elas, apenas
acetato de sodio 3M e o PBS foram capazes de
solubilizar os alcaloides. De acordo com o
teste de germinacdo exibido na figura 2C, foi
observado que ambas as solugOes inibiram o
crescimento das sementes de Citrus sinensis,
tornando-as invidveis como alternativas ao
DMSO. Com base nesses resultados, deve-se
optar pelo ensaio que exibiu melhores
resultados entre os que fazem uso do DMSO.
Neste caso, 0 ensaio de numero 5 que
apresentou comprimento médio de radicula de
3,08 mm e massa média da radicula de 0,0121

‘m S
WS A

PC: Controle
positivo

PC

NC: Controle
negativo

NC
C) TA: Triptoquialanina A
TB: Triptoquialanina B
Figura 2. A) Ensaio de germinag&o de semente de
Citrus sinensis na presenca dos alcaloides apés 11 dias
na camara de germinacdo (onde PC € o controle
positivo, NC é o controle negativo, TA faz referéncia
a triptoquialanina A e TB a triptoquialanina B). B)
Otimizacéo do teste da germinacdo de semente de
Citrus sinensis (onde T1, T2, T3... refere-se aos
ensaios da Tabela 1). C) Ensaio de germinacéo de
sementes de citros na presenca das solucfes que
solubilizaram os alcaloides (onde PBS ¢ a solucéo
tampéo fosfato-salino, AcCONa ¢ a solucédo de acetato
de sddio, PC é o controle positivo e NC, o controle
negativo).
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Grafico 1: Gréfico de colunas a) Ensaio x Massa da
radicula e b) Ensaio x Comprimento de radicula. Fonte:
GraphPad (2023).
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4. Conclusao

Neste estudo, foram realizadas etapas de
cultivo em larga escala do fungo P. digitatum,
isolamento dos alcaloides triptoquialanina Ae B e
ensaio de germinacdo em sementes de citros na
presenca destes compostos. No entanto, devido a
problemas experimentais, uma etapa de
otimizacdo do ensaio de germinacdo se mostrou
necessaria. Os resultados do teste de otimizacdo
indicaram que o ensaio 4 foi o melhor dentre os
avaliados. No entanto, surgiu a necessidade de
avaliar alternativas ao uso de DMSO na
solubilizacdo dos alcaloides, uma vez que o
DMSO inibe, parcialmente, a germinacdo das
sementes (fitotoxicidade). Com o intuito de obter
alternativas ao uso deste solvente, foram
realizados testes de solubilidade com diferentes
solugbes com pH entre 5-7,5. As solugdes que
apresentaram bons resultados foram avaliadas
quanto a toxicidade na germinacgdo das sementes.
Os resultados obtidos ndo foram satisfatorios,
indicando completa inibicdo de germinagdo das
sementes de citros. Com base nesses resultados,
planeja-se repetir 0 ensaio de germinagédo
utilizando as melhores condigdes obtidas no
experimento de otimizacdo. Com isso, serd
possivel retomar o cronograma do projeto e
avancar para a etapa final, que consiste na analise
metaboldmica das sementes tratadas com o0s
alcaloides de interesse.
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