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@b Producgdo Sustentavel com Qualidade
- Buwil Linhares-ES, 05 a 08 de novembro de 2024

ANALISE METABOLOMICA DO LATEX DE Carica papaya L. INFECTADO PELO
COMPLEXO PAPAYA MELEIRA VIRUS (PMeV)

Jodo Henrique Leite Mendes?, Nicole Rosa Alves Moreiral, Gisele Amorim?, Maira Fasciotti?,
José Aires Ventura®, Patricia Machado Bueno Fernandes?, Silas Pessini Rodrigues!

!Nucleo Multidisciplinar de Pesquisa em Biologia, Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ). Duque de Caxias,

RJ; E-mail: profjoaoleite.bio@gmail.com; ? Laboratdrio de Analise Organica, Instituto de Metrologia (Inmetro). Duque

de Caxias, RJ; ®Instituo Capixaba de Pesquisa, Assisténcia Técnica e Extensdo Rural (Incaper). Vitdria, ES; “Ndcleo de
Biotecnologia, Universidade Federal do Espirito Santo (UFES). Vitoria, ES.

INTRODUCAO

O mamao (Carica papaya L.) é um dos principais frutos tropicais exportados mundialmente (FAO,
2022). No Brasil, sua producéo é concentrada na Bahia e no Espirito Santo (IBGE, 2022), mas enfrenta desafios
devido a meleira do mamoeiro, uma doenca causada pelo complexo Papaya meleira virus (PMeV), que envolve
os virus PMeV (dsRNA de ~8 Kb) e PMeV2 (ssRNA de ~4,5 Kb) (S& Antunes et al., 2020). Esses virus foram
purificados a partir do latex de plantas sintomaticas e sdo encontrados nos laticiferos.

O latex, um fluido leitoso rico em proteases, é produzido e armazenado em células chamadas
laticiferos. Em plantas afetadas pela meleira, o latex exsuda espontaneamente e apresenta menor viscosidade
em comparacdo com plantas saudaveis. No entanto, o0 mecanismo de movimentacdo dos virus entre os tecidos
ainda ndo € claro (Merchan-Gaitan, 2023), sugerindo que os laticiferos possam atuar como vias de transporte
e transmissdo de particulas virais. O latex possui uma complexa composicdo bioquimica, incluindo
macromoléculas (proteinas e acUcares) e diversos metabdlitos secundarios, como fenois, terpenos,
cardenolideos e alcaloides (Merchan-Gaitan, 2023). Entretanto, 0 metaboloma do latex de C. papaya e as
variagOes na abundancia de seus metabolitos em resposta ao estresse, especialmente durante a meleira, sdo
desconhecidos.

Elucidar os componentes quimicos do latex e suas rotas bioquimicas pode oferecer uma compreensdo
mais aprofundada dos eventos biologicos em plantas afetadas pela meleira, além de contribuir para o
desenvolvimento de métodos de diagndstico precoce e acessivel. Assim, este estudo visa analisar o
metaboloma qualitativo e quantitativo do latex de C. papaya com e sem sintomas de meleira, utilizando
técnicas de ressonancia magnética nuclear (RMN) e cromatografia gasosa acoplada & espectrometria de massas
(GC-MS). O objetivo é construir um banco de dados de metabdlitos secundéarios de C. papaya e identificar

biomarcadores ou rotas metabdlicas que respondam a infec¢do pelo complexo Papaya meleira virus.
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MATERIAL E METODOS

Coleta: O latex foi coletado de frutos de C. papaya com e sem sintomas de meleira, em fazendas
produtoras de mamao no norte do Espirito Santo. O latex exsudado foi imediatamente congelado em nitrogénio
liquido. No laboratorio, as amostras foram liofilizadas e armazenadas em refrigerador até a analise.

RMN: Foram utilizados 30 mg de latex liofilizado, suspensos em 1 ml de tampéo fosfato (90 mM, pH
6,0). As suspensfes foram agitadas em vortex por 1 minuto, seguidas por ultrassom por 15 minutos a
temperatura ambiente (25 °C). Em seguida, os tubos foram centrifugados a 17.000 g por 10 minutos. Foram
transferidos 480 pl do sobrenadante para tubos de RMN de 5 mm (Bruker), contendo 60 pl de D,O e 60 ul de
DSS (referéncia). O espectrometro de 500 MHz (Bruker Advanced), localizado no Centro Nacional de
Ressonancia Magnética Nuclear da Universidade Federal do Rio de Janeiro (CNRMN / UFRJ), foi utilizado
para adquirir espectros de *H e *H - 3C. O processamento dos espectros foi realizado no software TopSpin
(Bruker).

GC-MS: Para a extragcdo de compostos organicos volateis, 10 mg de latex foram suspensos em 1 ml de
metanol (100%). As suspensdes foram agitadas em vortex por 1 minuto e submetidas a ultrassom por 5 minutos
a temperatura ambiente (25 °C). Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 12.000 g por 5 minutos
antes da andlise cromatografica em GCMS-QP2010 Ultra (Shimadzu) do Instituto de Metrologia (Inmetro),
equipado com uma coluna CP-WAX 52CB (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, Agilent). A corrida cromatografica
durou 70 minutos por amostra, com split 2:1 e volume de injecéo de 2 pl.

Todos os experimentos de GC-MS e RMN foram realizados em triplicata (n = 3) para cada amostra de

latex (saudavel e doente).
RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espectros de RMN oferecem uma andlise detalhada dos nucleos de hidrogénio em moléculas
orgénicas, refletindo a complexidade de suas ligagdes quimicas e auxiliando na elucidacdo de componentes
em misturas (Callaghan, 1991). Para tracar o perfil metabolico do latex de C. papaya, amostras saudaveis
foram submetidas a um campo magnético de 500 MHz. Na Figura 1, o espectro 1D de H do latex revela trés
regides principais: compostos alifaticos predominantes entre 0,5 e 3,0 ppm; carboidratos distribuidos entre 3,0
e 5,8 ppm; e compostos aromaticos menos prevalentes entre 5,9 e 8,6 ppm. Essa distribuicdo é similar a
observada por Maravi et al. (2022) em folhas de feijdo infectadas com o virus do mosaico amarelo. Gogna et
al. (2015) também relataram espectros 1D de *H de RMN em sementes de mamoeiro, com poucos sinais na
regidao aromatica, sugerindo uma baixa presenca de compostos fenolicos, similar ao observado no latex. Em
contrapartida, a abundancia de cadeias alifaticas e carboidratos pode indicar potenciais diferencas metabolicas

entre mamoeiros saudaveis e afetados pela meleira.
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Figura 1 - Espectro de RMN 1D de 'H do latex saudavel de Carica papaya, demonstrando a distribuicéo e

identificacdo de grupos organicos extraidos com solvente aquoso.

A comparacdo dos espectros 1D de *H de RMN entre plantas saudaveis e doentes (Figura 2) mostrou

que, apesar das diferencas fisiopatoldgicas, os perfis de metabdlitos extraidos sdo bastante semelhantes. Isso

sugere que as diferencas entre as amostras podem ser muito pequenas. No entanto, as intensidades dos

compostos parecem ser mais altas no latex de mamoeiros doentes em comparagdo com 0s saudaveis. Para

entender melhor as rotas bioquimicas afetadas, é essencial identificar os compostos presentes. A identificacéo

e analise detalhada dos compostos esta em andamento.
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Figura 2 - Espectro de RMN 1D de *H mostrando um comparativo entre amostras saudaveis e doentes do latex

de Carica papaya.
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Uma analise 2D de RMN em busca de perfis oscilantes foi realizada. Espectros 2D de *C - *H mostram
a correlagéo entre os hidrogénios (*H) e os carbonos (*3C) ligados a eles, em abundancia natural, nas cadeias
organicas presentes na amostra analisada. A Figura 3 compara 0s espectros 2D de latex saudavel e doente,
mostrando pequenas diferencas nos sinais. Deslocamentos quimicos de 29,22 ppm x 2,1 ppm e 34,40 ppm X
2,4 ppm foram encontrados nas amostras saudaveis e estdo ausentes nas doentes, sugerindo pequenas
diferencas no latex. No entanto, mais repeti¢6es e uma identificacdo precisa desses compostos sdo necessarias

para confirmar essas diferencas.
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Figura 8 - Espectro de RMN 2D de 3C - H, mostrando alguns picos que diferem nas amostras de latex
saudaveis e doentes de Carica papaya. O eixo F1 equivale ao deslocamento quimico do carbono e o F2

corresponde ao deslocamento quimico do hidrogénio.

A técnica de GC-MS foi empregada para se obter um perfil de metabolitos no latex de mamoeiro,
visando a identificacdo de moléculas que podem n&o ter sido detectadas por RMN, ou para complementar as
informacGes obtidas com a combinagdo das duas técnicas. Abarca et at. (2020) combinaram GC-MS e RMN
e identificaram metabdlitos da classe dos &cidos organicos que podem estar relacionados com a coagulagéo
rapida do latex de diversas familias de plantas. Neste sentido, a Figura 4 demonstra 0s cromatogramas de
amostras de mamoeiros saudaveis (A) e doentes (B), sinais dos compostos quimicos e seus tempos de retengdo
na coluna cromatogréafica. Foram observados perfis cromatograficos bastante semelhantes entre as amostras,
com excec¢do de um pico distinto (seta vermelha) observado no minuto 70 da corrida cromatogréafica da amostra

doente (B). A identificacdo dos sinais obtidos ainda esta em andamento.
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Figura 9 - Cromatograma de GC-MS obtidos para amostra de latex de Carica papaya. Amostras de latex de

plantas sem (A) ou com (B) sintomas de meleira foram comparados.

CONCLUSAO

De uma forma geral, a analise do latex de Carica papaya por RMN revelou a predominéancia de
moléculas de cadeias alifaticas, sequidas por carboidratos. Ja 0os compostos aromaticos apareceram com menor
abundéncia. A comparagdo dos espectros 1D de RMN de mamoeiros sadios x doentes, revelou muita
semelhanca entre eles. A diferencas entre eles esteve relacionada a intensidade dos sinais, mostrando um
acumulo diferencial de compostos. Os espectros 2D de RMN mostraram algumas diferencas tanto na
ocorréncia, quanto na abundancia entre as amostras. Através de GC-MS, alguns picos especificos para as
amostras de latex sadio ou doente foram observados nos 70 minutos de separacdo cromatografica. A

identificacdo especifica dos compostos detectados por RMN e GC-MS esta em andamento.
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