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Resumo

O nematode das lesbes radiculares Pratylenchus penetrans é um parasita da
batateira (Solanum tuberosum) com grande impacto econdmico global. Neste estudo
analisou-se o perfil metabdlico de dois cultivares de batata, Agria e Laura, com
diferentes suscetibilidades ao P. penetrans, visando identificar metabolitos secundarios
com possivel agdo nematodicida. Foi otimizado o método de extracdo de metabolitos
secundarios, comparando-se a taxa de recuperagado (TR) do acido azelaico entre um
método de ultrassons e um de dupla extracdo em metanol. O método de dupla extragao
mostrou-se mais eficiente (TR = 84,4%) em relagcdo ao de ultrassons (TR = 70,7%).
Anadlises untargeted por UHPLC-QTOF-MS identificaram metabolitos como acido
glucosilcafeico, acetato de farnesil, acido 2-hidroxilinoleico, piriferina B, (2-oxocromen-
7-yl) fosfono hidrogénio fosfato, monotropitina e 7-hidroxi-6-metilcumarina em maior
concentracao nas raizes do cultivar tolerante (Laura) comparativamente ao cultivar
suscetivel (Agria). Estes metabolitos podem estar envolvidos na resposta da planta a

infecdo, sendo candidatos a nematodicidas de controlo.

Palavras-chave: Pratylenchus penetrans; Solanum tuberosum; Metabolitos
secundarios; Nematodicida; UHPLC-QTOF-MS.



Comparison of the metabolic profile of potato cultivars
tolerant and susceptible to the nematode Pratylenchus

penetrans

Abstract

The root lesion nematode Pratylenchus penetrans is a parasite of potato
(Solanum tuberosum) with significant global economic impact. In this study it was
analyzed the metabolic profile of two potato cultivars, Agria and Laura, with different
susceptibilities to P. penetrans, aiming to identify secondary metabolites with potential
nematicidal activity. The secondary metabolites extraction method was optimized by
comparing the recovery rate (RR) of azelaic acid between an ultrasound method and a
methanol double extraction method. The double extraction method proved to be more
efficient (RR = 84.4%) compared to the ultrasound method (RR = 70.7%). Untargeted
analyses by UHPLC-QTOF-MS identified metabolites such as glucosylcaffeic acid,
farnesyl acetate, 2-hydroxy-linoleic acid, piriferin B, (2-oxochromen-7-yl) phosphono
hydrogen phosphate, monotropitin, and 7-hydroxy-6-methylcoumarin in higher
concentrations in the roots of the tolerant cultivar (Laura) compared to the susceptible
cultivar (Agria). These metabolites may be involved in the plant’s response to infection,

making them potential candidates for nematicidal control.

Keywords: Pratylenchus penetrans; Solanum tuberosum; Secondary metabolites;
Nematicide; UHPLC-QTOF-MS.
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1. Introducgao

Os nematodes fitoparasitas sdo considerados uma ameaga para a agricultura
mundial, sendo responsaveis por perdas econdémicas muito significativas. O nematode
das lesbes radiculares Pratylenchus penetrans é uma das espécies mais devastadoras
deste grupo de fitoparasitas, parasitando cerca de 400 plantas, entre elas culturas
agricolas (p. ex. milho e batata), fruticolas (p. ex. macieiras e cerejeiras) e ornamentais
(p. ex. rosas e agucenas). As abordagens existentes para o controlo destas pragas
baseiam-se principalmente no uso de nematodicidas de sintese e, uma vez que o uso
excessivo de quimicos agricolas de sintese apresenta um risco para o meio ambiente e
saude humana, € necessario reavaliar as estratégias de combate a estes fitoparasitas.

A metaboldmica de plantas € uma area de estudo que permite a detecdo de um
grande numero de metabolitos através da extragdo do material vegetal, fornecendo
informacdes importantes acerca dos eventos celulares e estado fisioldégico das células.
Em condicdes de stresse biotico, as plantas ativam vias metabolicas secundarias para
a sintese de compostos envolvidos nos mecanismos de defesa inata das plantas, sendo
grande parte destes da familia dos compostos fendlicos. Um estudo recente (Figueiredo
et al., 2022) demonstrou que diferentes cultivares comerciais de batateira apresentam
diferentes indices de suscetibilidade ao P. penetrans. Neste estudo, pretende-se
comparar o perfil metabdlico de dois cultivares com indices de suscetibilidade (IS)
contrastantes, nomeadamente a cultivar tolerante Laura, (menor IS), e a cultivar
suscetivel Agria (maior IS), com o objetivo de identificar quais os metabolitos
secundarios envolvidos nas propriedades nematodicidas da planta hospedeira tolerante,
para a sua possivel utilizagdo como nematodicidas naturais. O trabalho foi iniciado pela
otimizacdo dos meétodos de extracdo do material vegetal e detecdo analitica do
composto fendlico acido azelaico, utilizando uma metodologia targeted com recurso a
um equipamento de UHPLC-QTOF-MS (ultra high performance liquid chromatography
— quadrupole time-of-flight — mass spectrometer).

O estudo do metaboloma das cultivares Laura e Agria infetadas com o nematode
P. penetrans foi realizado através de analises untargeted do material bioldgico utilizando

a mesma técnica analitica de espectrometria de massa de elevada resolugéo.



2. Fundamento teodrico

2.1 Nematodes das lesoes radiculares

Os nematodes das lesdes radiculares (NLR) do género Pratylenchus sao nematodes
endoparasitas migratérios que ocupam o terceiro lugar na classificagdo mundial de
nematodes parasitas de plantas com maior impacto econémico na produg¢do agricola
(Castillo & Vovlas, 2007). A maioria dos NLR reproduz-se assexuadamente por
partenogénese (embora haja alguns géneros que se reproduzam sexuadamente, como
€ o caso do P. penetrans) e o seu ciclo de vida pode durar entre 22 a 46 dias,
dependendo da espécie e das condigbes ambientais (como a temperatura). O ciclo de
vida dos NLR esta dividido em 6 fases (fase de ovo, 4 fases juvenis e uma fase adulta)
(Figura 1). Com excec¢do da fase de ovo e fase juvenil 1, que completam o seu
desenvolvimento no ovo, todas as restantes fases sdo vermiformes e méveis, pelo que
apresentam capacidade de infetar plantas (Castillo & Vovlas, 2007; Fosu-Nyarko &
Jones, 2016). Os nematodes emergem do ovo como J2 e nas restantes fases podem
ser encontrados na superficie da raiz, no seu interior ou no solo adjacente, embora a
maior parte do seu ciclo seja feito no interior da raiz e totalmente dependente do
hospedeiro. Durante o seu ciclo de vida, as fémeas produzem 1 a 2 ovos por dia (Castillo
& Vovlas, 2007).

(o)
Q
Ja
Ma
\ 3
M3 x
J2
M2
2
Ml Infecdo
n secundaria
~40 Dias
Desenvolvimento do Infecdo, migracao e Reproducao, danos radiculares
nematode alimentacao, danos extensos, infegcao secundaria

celulares individuais (fungos e bactérias do solo) e
lesdes necréticas

Figura 1 - Representagdo esquematica do ciclo de vida dos NLR. Imagem adaptada de Jones & Fosu-
Nyarko (2014).



Ainfecdo da raiz é caracterizada pelo aparecimento de lesdes acastanhadas devido
aos danos celulares e necroses causadas pela acdo do nematode durante a sua
migracao e alimentagao, resultando em sistemas radiculares pequenos e/ou atrofiados
€, em casos mais severos, a sua destruicdo completa (Vicente et al., 2021). A invasao
do tecido da planta por parte destes nematodes envolve geralmente o uso de um estilete
para secre¢ao de um cocktail de proteinas, entre as quais CWDE’s (enzimas de
degradacao da parede celular), que se acredita facilitarem a penetracao pelas paredes
celulares da planta hospedeira e a migracao do parasita através do tecido radicular
(Castillo & Vovlas, 2007; Vieira et al., 2015). Dentro da planta hospedeira estes

nematodes alimentam-se principalmente de células epidérmicas e corticais da raiz.

Os sintomas apresentados pelas plantas hospedeiras ndo sdo especificos e podem
muitas vezes ser confundidos com danos causados por outros agentes patogénicos do
solo ou com deficiéncia nutricional ou falta de agua, e a sua presencga nas culturas € de
dificil identificagdo e quantificagao, uma vez que podem entrar e sair da raiz ativamente
(Castillo & Vovlas, 2007; Vicente et al., 2021). Paralelamente, as lesées na raiz podem
ser pontos de entrada para outros agentes patogénicos, como bactérias e fungos. A
interacdo de espécies de Pratylenchus (e.g., P. penetrans) e o fungo patogénico
Verticillium dahliae tem sido identificada em culturas de batateira, causando uma
reducdo no tamanho dos tubérculos e rendimento da cultura (Fosu-Nyarko & Jones,
2016). Em condigbes adversas, estes nematodes podem sobreviver por longos periodos
no solo em fase de ovo ou em estado de anidrobiose (i.e., laténcia provocada por perda
de agua) (Vicente et al., 2021).

2.1.1 Pratylenchus penetrans

O NLR Pratylenchus penetrans é uma das 101 espécies mais devastadoras dentro
do grupo, podendo parasitar cerca de 400 plantas, entre elas culturas agricolas (e.g.,
batata, cenoura, soja), cereais (e.g., milho, trigo, arroz), culturas ornamentais (e.g.,
rosas, agucenas), arvores de fruto (e.g., macieiras, cerejeiras) e culturas industriais
(e.g., cafeeiro) (Figueiredo et al., 2022; Vicente et al., 2021; Vieira et al., 2015). Este
NLR esta classificado desde 2018 como espécie de quarentena A1 na América do Sul,
enquanto na Unido Europeia integra a lista de pragas regulamentadas n&o sujeitas a
quarentena A2 (REGULAMENTO (UE) 2016/2031). A sua distribuicdo geografica
depende principalmente da prevaléncia de plantas hospedeiras suscetiveis (suportando
a sua reproducgao), fatores abidticos (principalmente temperatura) e a sua introducao a

novas areas através de material vegetal infetado (Castillo & Vovlas, 2007). Ainda assim,



o P. penetrans parece estar distribuido por todos os continentes (Castillo & Vovlas, 2007)
(Figura 2).

Pratylenchus penetrans (PRATPE)

2024-10-14
(c) EPPO https://gd.eppo.int

Figura 2 - Mapa da distribuicdo global do Pratylenchus penetrans. Adaptado de
https://gd.eppo.int/taxon/PRATPE/distribution

O Present @ Transient

Em Portugal ha registos de infecao de P. penetrans em campos de batateira desde 1980
e a sua presenca tem sido associada ao decréscimo do rendimento das culturas
(Abrantes et al., 1987; Esteves et al., 2015). Figueiredo e coautores (2021) estudaram
a sintomatologia da infegao por P. penetrans em diferentes cultivares de batateira 60
dias apds a inoculagao, identificando a presengca do nematode nas lenticelas das

camadas superficiais da casca da batata, bem como tecido necrético (Figura 3).

Cultivar Controlos Infetadas Lesdes

Agata

Agria

Camel

Désirée

Dirosso

Kennebec *

Laura

Figura 3 - Sinfomas em 7 cultivares de batata (Solanum tuberosum), apoés 60 dias de infegao pelo nematode
das lesées radiculares Pratylenchus penetrans. Imagem adaptada de Figueiredo et al. (2021)



2.2 Metabolismo de plantas

O metabolismo das plantas é geralmente subdividido em metabolismo primario
(ou central), que engloba reacbes ou vias metabdlicas indispensaveis para a
sobrevivéncia do organismo, e metabolismo secundario (ou especializado) que esta
envolvido num grande numero de fungbes importantes para o crescimento e
desenvolvimento, incluindo a interacdo da planta com o meio ambiente (Pott et al.,
2019). As vias metabolicas primarias sdo altamente conservadas ao nivel da espécie,
orgao, tecido, célula e até mesmo estagio de desenvolvimento, enquanto as vias
metabdlicas secundarias apresentam grande variedade a todos esses niveis (Pott et al.,
2019). Os metabolitos primarios sdo geralmente agucares, acidos gordos, aminoacidos
e acidos nucleicos e sdo, como mencionado acima, essenciais para o crescimento e
desenvolvimento da planta. Os produtos do metabolismo primario (metabolitos
primarios) derivados da glicélise, ciclo de Krebs e via do acido chiquimico sao
geralmente precursores para a sintese de dezenas de milhares de metabolitos

secundarios ja descritos (Kroymann, 2011).

Varios estudos indicam que o metabolismo secundario evoluiu através do
recrutamento de enzimas e vias do metabolismo primario (Carrington et al., 2018; de
Kraker & Gershenzon, 2011; Kroymann, 2011), o que sugere que as atividades
enzimaticas sobre os metabolitos primarios resultaram em compostos que aumentaram
a capacidade de adaptagéo das plantas aos diferentes meios, tendo sido gradualmente
convertidos em metabolitos especializados (Weng, 2014). Os metabolitos secundarios,
sendo muito mais diversos quimica e estruturalmente, sdo os compostos especializados
que nao sao diretamente essenciais para o metabolismo primario da planta, mas sao
importantes na mediagao da interacdo com o meio ambiente e, consequentemente, para
a sobrevivéncia do organismo (Naikoo et al., 2019). No contexto deste trabalho, Vieira
e coautores (2019) encontraram relagéo entre a infecdo de P. penetrans em cultivares
de alfafa resistentes a este nematode e a formacao de depdsitos de taninos nas células
da raiz, o que sugere que este tipo de metabolitos secundarios possa estar envolvido
na resposta da planta a esta infegdo. Tendo em conta este estudo, o presente trabalho
ira focar-se nos metabolitos secundarios, mais especificamente em compostos
fendlicos, por estarem envolvidos na regulagéo das defesas inatas da planta (Kroymann,
2011).

2.2.1 Compostos fendlicos

Dependendo do estimulo, as plantas produzem determinados metabolitos

secundarios, sendo que a maioria destes sdo compostos fendlicos (Anjali et al., 2023).



Os compostos fendlicos, ou polifendis, sdo o grupo de metabolitos secundarios com
importancia fisioldgica e morfolégica com maior ocorréncia em plantas (Anjali et al.,
2023). Sao compostos aromaticos com um ou mais substituintes hidroxilo e sao
sintetizados através das vias metabdlicas do chiquimato/fenilpropandides ou
acetato/malonato (Figura 4) (Naikoo et al., 2019). Tém um papel importante no
crescimento, desenvolvimento e reproducdo e um papel chave como compostos de
defesa contra stresses abiédticos (i.e., alta luminosidade, baixas temperaturas, radiagbes
UV-B, metais pesados e deficiéncias nutricionais) e stresses bidticos, como protecao
contra agentes patogénicos e herbivoros (Lattanzio, 2013), e produgcdo de cor e

caracteristicas sensoriais de frutos e vegetais (Alasalvar et al., 2001).
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Figura 4 - Vias metabdlicas do chiquimato/fenilpropandides (vermelho e verde), acetato/malonato (azul) e
acidos fendlicos (roxo). Imagem adaptada de Babenko et al. (2019).

Apesar de ser um grupo de compostos muito amplo e complexo, os compostos
fendlicos podem ser classificados de varias formas, sendo uma delas pelo niumero de
carbonos presente na molécula, proposta por J. B. Harborne (Tabela 1) (Harborne,
1989).



Tabela 1 - Classificagdo de compostos fenélicos com base no numero de atomos de carbono (Harborne,

1989).
N° de atomos de Carbono Formula basica Classe
Fendis simples,
6 Cs )
benzoquinonas
7 Cs -C1 Acidos fendlicos
Acetofenona, acido
8 Cs -C2
fenilacético
Acido hidroxicinamico,
9 Ce -C3 . )
coumarina, isocoumarina
10 Cs -C4 Naftoquinona
13 Cs -C1-Cs Xantona
14 Cs -C2-Cs Estilbeno, antraquinona
15 Cs -C3-Cs Flavondides, isoflavondides
18 (Cs -C3)2 Lignanas, neolignanas
30 (Cs -C3-Ce)2 Biflavonoides
(Cé -C3)n Ligninas
(Ce)n Catecolmelanina
n
(C6-C3-Co)n Taninos condensados

Diversos estudos demonstraram que infe¢gdes por microrganismos alteram a
composicao de compostos fendlicos em plantas. Um aumento da concentragao de
catecol e acido protocatecuico em casca de cebola foi detetado apds infecdo por
Colletotrichum circinans (Walker & Stahmann, 1995). Uma diminuicdo do conteudo
fendlico em arroz foi observada aquando da infecado por Helminthosporium oryzae
(Dallagnol et al., 2011). A infegdo por Pseudomonas syringae em Nicotiana tabacum
levou a um aumento da acumulagao extracelular de compostos fendlicos e consequente
alteragdo da composicao de acidos fendlicos (Baker et al., 2005). A atividade
antimicrobiana de compostos fendlicos foi também observada em bagas finlandesas
contra bactérias probidticas e outras bactérias intestinais, estudo em que se demonstrou
que o composto miricetina inibiu o crescimento de bactérias produtoras de acido latico,
principalmente bactérias gram-negativas (Puupponen-Pimia et al., 2001). Os acidos
fendlicos (acido cafeico, verbascosideo, oleuropeina, luteolina 7-O-glicosideo e luteolina
4’-O-glicosideo) de folhas de Olea europaea apresentaram atividade antibacteriana e
antifungica (Pereira et al., 2007). Os compostos flavonas e flavononas de frutos e
vegetais demonstraram atividade contra Aspergillus sp., Botrytis cinerea e Fusarium

oxysporum (Szliszka et al., 2009).



2.2.2 Respostas metabdlicas das plantas a diferentes stresses

Em resposta as diversas condi¢cdes de stresse ambiental, as plantas evoluiram uma
série de respostas tanto a nivel transcricional como pds-transcricional que levam a
reconfiguracdo de vias regulatorias, com o objetivo de manter a homeostase (Verslues
et al., 2006). Quando a planta é exposta a stresses bidticos/abidticos, da-se a expressao
de genes de resposta ao stresse e, subsequentemente, sdo biosintetizados metabolitos
especializados (principalmente metabolitos secundarios) que vao regular a resposta de
adaptagao (Nakabayashi & Saito, 2015).

Consequentemente, a identificacdo destes compostos ajuda na pesquisa por novos
candidatos a quimicos de combate aos diferentes agentes de stresse bidtico que,
entretanto, sdo utilizados como marcadores metabdlicos (Hong et al., 2016). Por
exemplo, foram identificados 16 acidos gordos (p.e. acido linoleico) e dois aminoacidos
(glutamina e fenilalanina) como sendo componentes principais da tolerancia de
cultivares de arroz tolerantes ao mosquito da bilis (Agarrwal et al., 2014). Quando
sujeitos a mancha bacteriana das folhas (BLB), causada por Xanthomonas oryzae pv.
oryzae (Xoo), cultivares suscetiveis e tolerantes de arroz apresentam diferengas
contrastantes em varios metabolitos, tais como acetofenona, xantofilas, alcaloides,
hidratos de carbono e lipidos (Sana et al., 2010). A acumulacao de fenilpropandides e
compostos fendlicos foi também encontrada em resposta a Fusarium graminearum no
trigo (Gunnaiah et al., 2012). Os fenilpropandides, precursores da lignina, constituem
um componente importante no mecanismo de defesa das plantas que modula a

composicao e rigidez das paredes celulares das raizes (Gunnaiah et al., 2012).

Relativamente as infecbes por nematodes fitoparasitas, apenas recentemente a
metaboldémica de plantas tem sido explorada para entender a interacdo nematode-
planta. Rahaman e coautores (2021) investigaram a diferenga da resposta de cultivares
de trigo resistentes e suscetiveis a infegcao por Pratylenchus thornei e concluiram que o
cultivar resistente apresentava concentragdes significativamente maiores de alguns
metabolitos secundarios de diversas familias (flavonéides, acidos gordos, glicerolipidos,
alcaloides e glucosinolatos), que estdo potencialmente envolvidos no aumento da
rigidez das paredes celulares da raiz, inibindo a penetragéo e/ou reduzindo a motilidade

do nematode (Rahaman et al., 2021).



2.2.3 Tecnologias para o estudo da Metabolomica de plantas

A metabolémica de plantas apresenta a possibilidade de detetar um vasto numero
de metabolitos através da extracdo do material vegetal, permitindo obter uma visao
compreensiva dos diferentes eventos celulares, representando dessa forma o estado
fisiologico das células (Yonekura-Sakakibara & Saito, 2006). A investigacao
metabolémica de plantas mutantes e transgénicas tem o potencial de desvendar vias
metabdlicas complexas e identificar genes candidatos, bem como a forma como um
determinado gene afeta as diferentes vias metabdlicas, ajudando a perceber a

regulacéo e interce¢cdes das mesmas (Kumar et al., 2017).

Os resultados da metabolémica de plantas dependem da metodologia e
instrumentos de andlise utilizados e torna-se desafiante devido a diversidade das
caracteristicas metabdlicas e abundancia das diferentes moléculas. As plataformas de
metabolémica modernas baseiam-se na criagao de dados metabolémicos com recurso
a duas técnicas, nomeadamente ressonéncia magnética nuclear (RMN) e espetrometria
de massa (MS) (Kumar et al., 2017). ARMN é um método de analise n&o destrutivo que
utiliza as propriedades magnéticas dos nucleos dos atomos quando submetidos a um
campo magnético, e é utilizado principalmente para identificacdo de metabolitos com
baixo peso molecular (<50 kDa) (Winning et al., 2009). A sensibilidade reduzida desta
técnica faz com que nao seja amplamente utilizada na metabolémica, ainda que seja
muito util pela sua capacidade de identificar propriedades fisicas de ligandos, locais de
ligagdo em proteinas e estruturas de complexos proteicos (Kumar et al., 2017). Por sua
vez, a elevada sensibilidade da MS, resultante do desenvolvimento de métodos de
ionizagdo como a ionizagdo quimica a pressado atmosférica (APCI), ionizagdo por
eletrospray (ESI) e MALDI-TOF, permite a analise de um grande numero de metabolitos,
facilitando a compreenséao de vias e redes metabdlicas complexas (Issaq et al., 2009;
Kumar et al., 2017).

Ao longo dos anos tem havido a necessidade de desenvolver os espetrometros de
massa de forma que estes se adaptem a necessidade de aumentar a sua resolucéo e
sensibilidade para analises metabolémicas. Desta necessidade surgiu a espetrometria
de massa de elevada resolugéo, cujos instrumentos se diferenciam da espetrometria de
massa convencional em termos de velocidade de analise, alcance, resolugao e precisao
no calculo das massas e maior capacidade de fragmentagéo molecular (Geer Wallace
& McCord, 2020). Foram desenvolvidos instrumentos tais como o TOF (time-of-flight
mass spectrometer), que permite medi¢cdes de massa precisas com base no tempo que
um ido com energia cinética conhecida demora a percorrer uma certa distancia ao longo

de um campo elétrico (Xian et al., 2012), e os espetrémetros de massa de transformada
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de Fourier, tais como o Orbitrap e FT-ICR (Fourier-transform ion cyclotron resonance).
No Orbitrap os ides oscilam axialmente entre uma placa electroestatica e um elétrodo
interno, a oscilacdo do iAo medida é aplicada uma transformada de Fourier para
determinar a frequéncia, que é diretamente proporcional a massa (Eliuk & Makarov,
2015). Por sua vez, o FT-ICR baseia as suas medi¢cbes nas oscilagdes ciclicas dos ides
num campo magnético. A esta oscilagao dos ides €, tal como no Orbitrap, aplicada uma
transformada de Fourier de forma a determinar a frequéncia e calcular a massa do iao
(Brown et al., 2005).

Neste trabalho utilizou-se um espetrometro de massa com analisador QTOF-MS
(Figura 5), um instrumento hibrido que combina dois quadrupolos (Q1 e Q2) com um
analisador de massa time-of-flight. O primeiro quadrupolo (Q1) tem a capacidade de
filtrar ides especificos com base na razdo massa/carga (m/z), mas também opera em
modo RF (radio frequency), onde todos os ides passam pelo quadrupolo. O segundo
quadrupolo (Q2) funciona como uma célula de colisdo onde os ides sdo bombardeados
por moléculas de gases neutros, tais como nitrogénio e argon, resultando na
fragmentacao dos mesmos por um processo chamado dissociacao induzida por colisdo
(CID). Apos a sua passagem pelo Q2, os ides sdo acelerados até a regidao de modulagéo
de ides do analisador time-of-flight, onde sao pulsados por um campo elétrico e
acelerados ortogonalmente (Allen & McWhinney, 2019). Os ibes, que adquiriram a
mesma energia cinética, entram no tubo de voo onde ocorre a separagcédo por massas.
I6des que exibem massas mais pequenas terdo um tempo de voo mais pequeno em
comparagao com ides mais pesados, pelo que chegam primeiro ao detetor (Allen &
McWhinney, 2019). No topo da coluna de voo esta também um dispositivo refletor que
serve para corrigir dispersdes de energia cinética e espaciais entre ides que exibam a
mesma m/z, mas que tenham diferentes velocidades. Este dispositivo aumenta também
a distancia de voo dos ides, aumentando a resolugdo das massas (Figura 5) (Allen &
McWhinney, 2019).
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Figura 5 - Diagrama esquematico do espetrometro quadrupolo tempo-de-voo. Imagem adaptada de Allen &
McWhinney (2019)

De forma a aumentar a sensibilidade das técnicas de espetrometria de massa, esta
é geralmente combinada com uma técnica cromatografica, tal como cromatografia
gasosa (GC) e cromatografia liquida (LC) (Kumar et al., 2017). A técnica acoplada GC-
MS é amplamente utilizada para analises untargeted e implica a derivatizagdo das
amostras, tornando os compostos volateis, mas faz com que os compostos
subivatizados n&do sejam incluidos na analise (Dutta et al., 2012). A técnica LC-MS,
principalmente com fontes de ionizagdo ESI e APCI, tem sido usada em analises target
e untargeted para detecdo de metabolitos primarios e secundarios de massa mais
elevada (<1500 Da) (Turner et al., 2016). Em adigédo, a combinagdo de UHPLC (ultra
high performance liquid chromatography) com QTOF-MS (quadrupole time-of-flight
mass spectrometry) (Figura 6) aumentou a resolugdo dos picos cromatograficos,
precisdo das massas e tem permitido a identificagdo de centenas de metabolitos num

curto periodo de tempo (Chawla & Ranjan, 2016).
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Figura 6 - Equipamento ultra-high performance quadrupole time-of-flight mass spectrometry (UHPLC-QTOF
-MS) utilizado neste trabalho.
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3. Metodologia experimental

No ambito do projeto de investigacao financiado pela Fundag¢do para a Ciéncia
e Tecnologia (FCT) — “Metabolémica de plantas para o controlo do nematode das lesées
radiculares Pratylenchus penetrans” (PTDC/ASP-PLA/0197/2020), foram realizados
dois ensaios (2021 e 2022) experimentais de infegdo do NLR P. penetrans em duas
cultivares de batateira. Os ensaios foram realizados pela equipa do Departamento de
Ciéncias da Vida da Universidade de Coimbra. A escolha das cultivares foi efetuada com
base num primeiro estudo em que foram selecionados dez cultivares comerciais de
batateira (Agata, Agria, Camel, Désirée, Dirosso, Kennebec, Laura, Picasso, Royata e
Stemster) (Figureiredo et al., 2022). Foram realizados ensaios de cultivo para todos os
cultivares e o indice de suscetibilidade (Sl) foi calculado 60 dias apds a inoculagdo do
nematode P. penetrans. Como resultados, verificaram que o Sl foi significativamente
mais baixo no cultivar Laura (0,4 — 0,6) e mais elevado nos cultivares Agria e Dirosso
(2,3 e 2,4 respetivamente) (Tabela 2) (Figueiredo et al., 2022).

Tabela 2 - [ndices de suscetibilidade dos diferentes cultivares 60 dias apds a infecdo por Pratylenchus
penetrans. Indices de suscetibilidade seguidos de uma combinagédo diferente de letras (a, b, c) diferem
significativamente a p < 0.05, de acordo com o teste Fisher LSD. Tabela adaptada de Figueiredo et al.
(2022).

Assay Potato Cultivar Susceptibility Index (SI)
Laura 0.4 b«
Picasso 0.9 abs
' Kennebec 10284
Désirée 1.0 ab<
Stemster 1.13b«
Agria 23ab
Laura 06"
Camel 0sb
, Kennebec 1.0
B Rovata 13"
Agata 16"
Diirosso 24b

Com base neste estudo, realizou-se um ensaio no qual se utilizaram os cultivares
Laura (cultivar tolerante) e Agria (cultivar suscetivel). Foram realizados ensaios de
reproducéo para as 2 cultivares em vasos de 2 L inoculados com 4 P. penetrans/g de
solo e mantiveram-se controlos sem inoculacdo do nematode. Os ensaios foram
mantidos em condi¢cbes de crescimento controladas (24°C, 16h de luz). Apés 30 dias,

foram recolhidas as raizes das plantas e enviadas, em gelo seco, para as equipas do
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laboratério de Nematologia e do laboratério HERCULES da Universidade de Evora.
Apoés rececdo, as raizes foram armazenadas a -80°C até serem utilizadas. Numa
primeira fase, realizou-se a otimizacdo do método de extragdo do material vegetal,
através da testagem de dois distintos métodos de extracdo. Apds selecido do método
mais adequado, realizou-se as analises untarget, com o objetivo de comparar o perfil

metabalico global dos diferentes cultivares, como se descreve em seguida.

3.1 Extracao de metabolitos secundarios

As raizes de batata, armazenadas a -80°C apés a recegao, foram primeiramente
maceradas em azoto liquido para a testagem dos 2 métodos de extragdo e posterior

analise metaboldmica.

3.1.1 Método de extragdo com ultrassons

Foram pesadas 3 aliquotas de 100 mg de cada planta para microtubos de 1,5 mL,
adicionou-se 0,5 mL de metanol (99,9%) UHPLC-MS grade (VWR, Portugal) e agitou-
se no vortex. De seguida as amostras foram submetidas a ultrassons durante 30 min,
centrifugadas a 12000 rpm durante 20 min, recolheu-se o sobrenadante, filtrou-se com
um filtro de 0,45 um (hydrophilic PTFE 13 mm 0,45 um, VWR, Portugal) para um vial de
1,5 mL e conservou-se a -18°C. Este método teve por base o procedimento

desenvolvido por Hu et al., 2009.

3.1.2 Método de dupla extracdo em metanol

Foram pesadas 3 aliquotas de 30 mg de cada planta para eppendorfs de 1,5 mL,
adicionou-se 0,5 mL de metanol (99,9%) UHPLC-MS grade (VWR, Portugal) e agitou-
se no vortex. De seguida as amostras foram colocadas num termobloco durante 15 min.
a 800 rpm e 20°C e centrifugadas a 13000 rpm durante 15 min. O sobrenadante foi
transferido para um novo microtubo de 1,5 mL e o pellet foi utilizado para uma segunda
extracéo pela adi¢do de 0,5 mL de metanol (99,9%) UHPLC-MS grade (VWR, Portugal).
Os microtubos foram novamente agitados no vortex e centrifugados a 13000 rpm
durante 15 min. O sobrenadante das duas extra¢des foi combinado (1 mL), agitado no
vortex e filtrado com um filtro de 0,45 um (hydrophilic PTFE 13 mm 0,45 um, VWR,
Portugal) para frascos de 1,5 mL, que foram posteriormente conservados a -18°C. Este

método teve por base o procedimento desenvolvido por Rahaman et al., 2021.
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3.1.3 Dopagem de amostras para otimizagdo do método de extracao

De forma a perceber qual o procedimento que melhor se adequa a extracédo de
metabolitos secundarios das amostras de raiz de batateira, doparam-se trés replicados
técnicos de duas plantas controlo (ndo infetadas com P. penetrans) de cada cultivar em
estudo, escolhidas ao acaso (Laura 2 e 4, Agria 1 e 4), com uma solugdo metandlica de
acido azelaico (500 ng/ml), com o objetivo de o quantificar e calcular a respetiva taxa de
recuperacao para cada um dos métodos. Tanto a solugao metandlica de acido azelaico
para dopagem das amostras (500 ng/ml), como as utilizadas para construgao da curva
de calibracao (25 ng/ml, 50 ng/ml, 100 ng/ml, 250 ng/ml, 500 ng/ml e 1 pg/ml), foram

preparadas através de diluicdo consecutiva de uma solugdo méae de 1000 pug/ml.

3.2 Analises por UHPLC-QTOF-MS

3.2.1 Condigbes de analise

As analises quimicas foram realizadas utilizando um espetrometro de massa de
elevada resolugédo (Bruker Impact II UHR-QqTOF, Alemanha), acoplado a um
equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia (Bruker UHPLC Elute,
Alemanha) equipado com uma coluna Bruker Intensity Solo 2 C18 (100 x 2,1 mm,

particulas de 2,1 um).

As analises targeted para identificagdo e quantificacao de acido azelaico (acido
nonadidico) foram realizadas com recurso ao software TASQ® (Bruker, Alemanha)
utilizando o modo de ionizagdo positiva. Foram injetados 5 pL no sistema LC-MS
utilizando uma temperatura do forno de 40°C e um fluxo de 0,4 mL min' com um
gradiente de solvente A (agua ultra-pura (VWR, Portugal) com 0,05% de acido férmico)
e solvente B (metanol UHPLC-MS grade (VWR, Portugal) com 0,05% de acido férmico),
comecgando a 2% B durante 0,5 minutos, seguido de um gradiente linear até 100% B até

aos 12 minutos, voltando aos 2% B aos 13 minutos durante outros 2 minutos.

As analises untargeted para identificagdo de compostos de interesse foram
realizadas com recurso ao software MetaboScape® (Bruker, Alemanha) utilizando os
modos de ionizag&o positiva e negativa. Para as analises untargeted em modo de
ionizacao positiva utilizou-se um volume de inje¢do de 5 uL, temperatura do forno de
40°C e fluxo de 0,4 mL min"' com um gradiente de solvente A (dgua ultra-pura (VWR,
Portugal) com 0,05% de acido férmico) e solvente B (metanol UHPLC-MS grade (VWR,
Portugal) com 0,05% de acido férmico), comegando a 2% B durante 0,5 minutos,

seguido de um gradiente linear até 100% B até aos 12 minutos, voltando aos 2% B aos
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13 minutos durante outros 2 minutos. Para as analises untargeted em modo de
ionizacao negativa utilizou-se um volume de injegcao de 5 pL, temperatura do forno de
40°C e fluxo de 0,4 mL min' com um gradiente de solvente A (agua ultra-pura (VWR,
Portugal)) e solvente B (metanol UHPLC-MS grade, VWR, Portugal), comegando a 2%
B durante 0,5 minutos, seguido de um gradiente linear até 100% B até aos 12 minutos,

voltando aos 2% B aos 13 minutos durante outros 2 minutos.

3.3 Processamento de dados e analise estatistica

O processamento dos dados da otimizacdo do método de extracao,
nomeadamente a construgdo da curva de calibragdo do acido azelaico e calculo da area
dos picos para extrapolagdo das concentragdes, foi realizado com recurso ao software
TASQ® (Bruker, Alemanha). Para a analise estatistica dos dados realizou-se analise de
estatistica descritiva e analise de variancia ANOVA com verificagdo de pressupostos,

com recurso ao software Jamovi 2.6.13 (https://www.jamovi.org).

As taxas de recuperacao de acido azelaico foram calculadas através da seguinte

equacao:

[Acido azelaico recuperado] < 100

% Recuperagao = [Acido azelaico dopado]

Os dados das analises untargeted das amostras de raiz de batateira foram processados
através do software MetaboScape® (Bruker, Alemanha). A anotagdo dos sinais
detetados pelo espetrémetro de massa, que correspondem a uma combinagao Unica de
razao massa/carga e tempo de retencéo e que se designam de MS features, resultantes
foi feita com recurso as bases de dados MassBank (https://massbank.eu/MassBank/),
MetaboBASE Plant Library (Bruker, Alemanha) e NIST 2020 MSMS Spectral Library

(Bruker, Alemanha).

Do total dos MS features detetados, excluiram-se aqueles para os quais nao foi
gerado o espetro MS/MS e, consequentemente, ndo sao possiveis de identificar. Aos
restantes MS features aplicou-se a analise de componentes principais (PCA) e two-
tailed Student’s t test para cada um dos seguintes conjuntos de dados: “Agria Infetada
VS Agria Controlo”, “Laura Infetada VS Laura Controlo”, “Agria Controlo VS Laura
Controlo” e “Agria Infetada VS Laura Infetada”, com o objetivo de identificar MS features
com abundancia significativamente diferente entre plantas, pelo que se excluiram
aqueles com p-value superior a 0.01 e p-value FDR (False Discovery Rate) superior a

0.05. Em ultimo lugar identificaram-se os MS features de interesse com recurso aos
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softwares SmartFormula (Bruker, Alemanha), Compound Crawler (Bruker, Alemanha) e

MetFrag (Bruker, Alemanha).

17



4. Resultados e discussao

4.1. Otimizacdo do método de extragcdo de metabolitos secundarios

De forma a perceber que abordagem experimental apresenta melhor eficacia na
extracdo de metabolitos secundarios das amostras de raiz de batateira, foram testados
dois métodos de extracdo, nomeadamente o método ultrassons (Hu et al., 2009) e o
método de dupla extragcdo com metanol (Rahaman et al., 2021). As amostras foram
dopadas com uma solugdo metandlica de acido azelaico a uma concentragdo de 500
ng/ml, com o objetivo de quantificar este composto por UHPLC-QTOF-MS target
screening e calcular a taxa de recuperacao do mesmo. O acido azelaico foi escolhido
para dopagem das amostras por ser um metabolito secundario produzido por diversas
plantas e estar envolvido em mecanismos de defesa das mesmas (Dinler & Cetinkaya,
2024).

Da curva de calibragao do acido azelaico com concentragdes crescentes de 25 ng/ml
a 1 yg/ml (y = 456,51x + 14616; R* = 0,9992) (Figura 5), extrapolou-se a sua

concentragcdo nas amostras.

Curva de calibracao do acido azelaico
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Figura 5 - Curva de calibragdo do acido azelaico com concentragbes crescentes de 25 ppb a 1 ppm.

O limite de detecdo (LOD) determinado foi de 15,564 pg/ml, e o limite de
quantificagdo (LOQ) foi de 126,587 ug/ml. Os dois métodos de extragdo apresentam
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diferencgas altamente significativas (p-value < 0,001), tendo o método de dupla extragéo
em metanol apresentado uma taxa de recuperagao superior ao método de ultrassons
(84,4% e 70,7% respetivamente) (Tabela 3). Ataxa de recuperacgéo foi consistentemente
superior no cultivar suscetivel Agria comparativamente ao cultivar tolerante Laura
(Figura 6).

Tabela 3 — Taxas de recuperagéo do acido azelaico para os métodos de ultrassons (Hu et al., 2009) e dupla
extragdo (Rahman et al., 2021). Os valores apresentados correspondem a média e desvio padréo.

. = Taxa de
Método de extracao N Recuperaco (%)
Ultrassons 8 70.7 £ 7.29
Dupla extracdo 8 84.4 £5.23

De referir que as plantas selecionadas também apresentavam diferencas

significativas (p-value = 0,038) (Anexo 2).

T
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Figura 6 - Taxas de recuperacdo do método de extragdo por ultrassons e método de dupla extracdo em
metanol para as plantas Laura 2, Laura 4 (tolerantes), Agria 1 e Agria 4 (suscetiveis).

Observou-se ainda que nas plantas controlo (plantas nao infetadas pelo P. penetrans)
nao dopadas, que o cultivar Agria produz acido azelaico em maior concentragao (3,92
ug/g planta) que o cultivar Laura (3,04 ug/g planta) (Figura 7). Uma vez que o acido

azelaico € um metabolito secundario envolvido nos mecanismos de defesa da planta
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contra stresses biodticos, seria de esperar que a cultivar Laura (tolerante) o produzisse
em maior quantidade. Uma vez que se observou o contrario, conclui-se que este
metabolito ndo é o responsavel pelo menor indice de suscetibilidade da cultivar a infegao

pelo NLR Pratylenchus penetrans.
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X,

O -

Dupla extracéo
Método

Figura 7 - Concentragéo de acido azelaico (ug/g planta) nas plantas Laura 2, Laura 4 (tolerantes), Agria 1
e Agria 4 (suscetiveis) controlos ndo dopados.

Neste sentido, verificou-se que o método de dupla extracdo em metanol é aquele
que apresenta maior eficiéncia para extracao do acido azelaico de raiz de batateira, pelo

que na etapa seguinte se adotou esta metodologia para a extracdo de metabolitos

secundarios.

No método de dupla extragdo em metanol, o material vegetal interage com o
solvente em duas etapas distintas, o0 que aumenta o tempo de exposicdo ao mesmo.
Ocorre também a renovacao do solvente, criando-se um gradiente de concentragcao
mais favoravel a extracido e evitando que o mesmo sature. Por sua vez, a técnica de
ultrassons gera calor, 0 que pode levar a degradacao dos metabolitos. Estes poderao
ser alguns dos fatores que contribuiram para que o método de dupla extracdo em

metanol se mostrasse mais eficiente.
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4.2. Anadlises untarget das amostras por UHPLC-QTOF-MS

As amostras foram analisadas tanto no modo de ionizagdo positivo como
negativo, de forma a maximizar o nimero de compostos identificados. Pela analise de
componentes principais (PCA) da juncao dos MS features obtidos para os dois modos
de ionizacao, podemos observar o agrupamento das diferentes amostras, que nos indica
que possuem caracteristicas similares dentro de cada grupo (Agria infetada, Agria

controlo, Laura infetada e Laura controlo) (Figura 8).
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Figura 8 - Anélise de componentes principais (PCA) da jun¢c&o dos MS features obtidos para ambos os
modos de ionizagdo. Ac - Agria controlo; Ai - Agria infetada; Lc - Laura controlo; Li - Laura infetada.

No modo de ionizagao positiva obteve-se um total de 9291 MS features. Apds
exclusao dos MS features sem espetro MS/MS gerado, obteve-se 2353 MS features, do
quais apenas 90 foram possiveis de anotar pelas bases de dados MassBank,
MetaboBASE Plant Library (Bruker, Alemanha) e NIST 2020 MSMS Spectral Library
(Bruker, Alemanha). Em relacdo ao modo de ionizagcao negativa, obteve-se um total de
5975 MS features. Apds exclusao dos features MS sem espetro MS/MS gerado, obteve-
se 2074 MS features, dos quais apenas 170 foram possiveis de anotar pelas bases de
dados MassBank, MetaboBASE Plant Library (Bruker, Alemanha) e NIST 2020 MSMS
Spectral Library (Bruker, Alemanha).

No grupo Agria infetada VS Agria controlo obteve-se um total de 276 MS features
significativamente diferentes (p<0.05) entre plantas, dos quais 7 obtidos através do

modo de ionizagdo positivo e 269 pelo modo negativo. No grupo Laura infetada VS
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Laura controlo obteve-se um total de 272 MS features significativamente diferentes entre
plantas, todos eles obtidos pelo modo de ionizagdo negativo. No grupo Agria controlo
VS Laura controlo obteve-se um total de 28 MS features significativamente diferentes
entre plantas, dos quais 25 obtidos pelo modo de ionizagao positivo e 3 pelo modo
negativo. No grupo Agria infetada VS Laura infetada obteve-se um total de 160 MS
features significativamente diferentes entre plantas, dos quais 121 obtidos pelo modo

de ionizagao positivo e 39 pelo modo negativo (Tabela 4).

Tabela 4 - Numero total de MS features considerados para analise nos grupos Agria infetada VS Agria
controlo (Ai VS Ac), Laura infetada V'S Laura controlo (Li VS Lc), Agria controlo VS Laura controlo (Ac VS
Lc) e Agria infetada VS Laura infetada (Ai VS Li) para cada modo de ionizag&o.

Comparagao entre Numero de MS features por modo de ionizagao Total
grupos Positivo Negativo
Ai VS Ac 7 269 276
Li VS Lc 0 272 272
Ac VS Lc 25 3 28
Ai VS Li 121 39 160

Pela analise do racio dos MS features de cada grupo, observou-se que no grupo
Agria infetada VS Agria controlo, 104 dos 276 MS features apresentaram maior
intensidade na Agria infetada; No grupo Laura infetada VS Laura controlo, apenas 45
dos 272 MS features apresentaram maior intensidade na Laura infetada; No grupo Agria
controlo VS Laura controlo, 18 dos 28 MS features apresentaram maior intensidade na
Laura controlo; no grupo Agria infetada VS Laura infetada, 116 dos 160 MS features
apresentaram maior intensidade na Laura infetada. Em seguida apresentam-se os
volcano plots para cada um dos grupos, onde se pode observar a distribuicdo dos MS
features com base na intensidade dos picos cromatograficos e, consequentemente,

concentracao nas amostras (Figura 9).
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Figura 9 - Volcano plots dos grupos a) Agria infetada VS Agria controlo, b) Laura infetada VS Laura
controlo, ¢c) Agria controlo VS Laura controlo, d) Agria infetada VS Laura infetada.

Nas tabelas seguintes (5 e 6) estdo descritos os metabolitos identificados
correspondentes aos MS features selecionados do Student’s t-test com base no seu p-
value (0.01) e p-value FDR (<0.05). No grupo “Agria infetada VS Agria controlo” foi
possivel identificar 9 metabolitos, dos quais 2 s&o primarios, com racios
significativamente diferentes entre plantas. Seis deles estdo em maior concentracao nas
plantas infetadas do cultivar Agria e 3 em maior concentragéo nas plantas controlo do
cultivar Agria (Tabela 5). Dos metabolitos que estdo em maior concentragéo nas plantas
infetadas do cultivar Agria, identificou-se o asperulosideo, um glicosideo iridéide; 7-
demetoxilegonol-2-metilbutanoato, um sesquiterpeno; Acido 3-[(1-
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carboxivinil)oxilbenzdico, um composto fendlico; majorenolideo, uma lactona; 4,7-
dihidroxicumarina, uma coumarina; (S)-1'-metilhexil cafeato, um éster fendlico, todos
eles de funcdo desconhecida (Tabela 5). Dos metabolitos que estdo em maior
concentracdo nas plantas controlo do cultivar Agria, identificaram-se 2 metabolitos
primarios, o acido etanesulfénico e o acido pantoténico. O &cido pantoténico esti
envolvido no metabolismo de acidos gordos e carbohidratos (Coxon et al., 2005); acido
3,5-Di-tert-butil-4-hidroxibenzdico, um composto fendlico de funcdo desconhecida
(Tabela 5).

No grupo “Laura infetada VS Laura controlo” foi possivel identificar 13
metabolitos, dos quais 2 sdo primarios, com racios significativamente diferentes entre
plantas. Cinco deles estdo em maior concentracido nas plantas infetadas do cultivar
Laura e 8 em maior concentragc&o nas plantas controlo do cultivar Laura (Tabela 5). Dos
metabolitos que estdo em maior concentragao nas plantas infetadas do cultivar Laura
identificou-se o 1-(3,4-dihidroxibenzoil)-beta-D-glucopiranose, um polifenol envolvido na
coloracao de frutos em Capsicum annuum L. (Liu et al., 2020); &cido glutaroilquinico,
um derivado do acido quinico de fungédo desconhecida; 1-O-sinapoil- B-D-glucose e 4-
hidroxi-3-metilacetofenona, dois compostos fendlicos, dos quais esta descrito que o 4-
hidroxi-3-metilacetofenona esta envolvido no mecanismo de defesa contra agentes
patogénicos (Narayanan et al., 2023); acido 9-hidroxi-10,12,15-octadecatriendico, um
derivado do &cido linoleico de fungédo desconhecida (Tabela 5). Dos metabolitos que
estdo em maior concentragdo nas plantas controlo do cultivar Laura identificaram-se 4
metabolitos primarios, acido etanesulfénico, acido benzobico, acido maldnico e acido
quinico; acido 3-O-p-cumaroilquinico, acido 3-O-feruloilquinico, acido 3,5-Di-tert-butil-4-
hidroxibenzoico e &cido clorogénico, todos eles compostos fendlicos, dos quais esta
descrito que o acido clorogénico esta envolvido, por exemplo, nos mecanismos de

defesa contra herbivoros (Kundu & Vadassery, 2019) (Tabela 5).
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Tabela 5 — Metabolitos identificados correspondentes aos MS features selecionados do Student's t-test (p-value < 0,01 e p-value FDR < 0,05) para os grupos "Agria infetada VS
Agria controlo" e “Laura infetada VS Laura controlo”, com descrigdo da férmula molecular, razdo massa/carga (m/z), tempo de retengédo (RT), modo de ionizagdo, racio médio
infetada/controlo, classe de metabolito, classe de composto, fungdo e PubMed CID.

Caracteristicas MS features Identificagao dos metabolitos
Férmula m/z_RT ) Racio médio Classe de Classe de
) lonizagéo . Composto . Funcgéo PubMed CID
molecular (Da_min.) “infetadal/controlo” metabolito composto
Agria infetada versus Agria controlo
] Glicosideo .
C18H22011 414,11618 4,77 - 7,09 Asperulosideo Secundario iridéid Desconhecida 84298
iridéide
7-demetoxilegonol-2- . ) )
C23H2405 380,16293 11,65 - 5,23 ) Secundario Sesquiterpeno Desconhecida 56673143
metilbutanoato
Acido 3-[(1- . ]
C10HsOs 208,03728_3,33 - 4,69 L . Secundario Fenol Desconhecida 23844017
Carboxivinil)oxilbenzoico
C17H2803 280,20353_10,50 - 2,97 Majorenolideo Secundario Lactona Desconhecida 124391
CoHeO4 178,02666_3,51 - 2,86 4,7-Dihidroxicoumarina Secundario Coumarina Desconhecida 54679630
Ci16H2204 278,15157_10,06 - 2,82 (S)-1'-metilhexil cafeato Secundario Ester fendlico Desconhecida 50901245
C2Hs03S 110,00352_7,44 - 0,42 Acido etanossulfonico Priméario Acido sulfénico 11668
Acido 3,5-Di-tert-butil-4- B ]
Ci5H2203 250,15677_9,83 - 0,19 ) ] ) Secundario Fenol Desconhecida 15007
hidroxibenzoico
Metabolismo
de &cidos
o o o Vitamina do gordos e
CoH17NOs 219,11066_2,34 - 0,11 Acido pantoténico Primario ) 6613
complexo B carbohidratos
(Coxon et al.,
2005)
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Caracteristicas MS features

Identificagao dos metabolitos

Férmula m/z_RT ) Racio médio Classe de Classe de
) lonizagéo . Composto . Funcgéo PubMed CID
molecular (Da_min.) “infetadal/controlo” metabolito composto
Laura infetada versus Laura controlo
o ] ) Coloragédo de
1-(3,4-dihidroxibenzoil)- ) . )
Ci3H1609 316.07935_2.65 - 13,20 ) Secundario Polifenol frutos (Liu et 101712127
beta-D-glucopiranose
al., 2020)
. o o Derivado do )
C19H26013 462.13699 2.65 - 8,16 Acido glutaroilquinico Secundario . o Desconhecida 129716296
acido quinico
1-O-sinapoil-beta-D- .
C17H22010 386.12108 3.35 - 4,69 Secundario Fenol Desconhecida 5280406
glucose
Defesa contra
) ] agentes
4-hidroxi-3- ] )
CoH1002 150.06825_3.36 - 4,43 ] Secundario Fenol patogénicos 70135
metilacetofenona
(Narayanan et
al., 2023)
Acido 9-Hidroxi-
Derivado do
C18H3003 294.21926 _10.67 - 3,40 10,12,15- Secundario ] ) ] Desconhecida 6439873
o acido linoleico
octadecatrienoico
C2Hs03S 110.00352_7.63 - 0,34 Acido etanossulfonico Priméario Acido sulfénico Desconhecida 11668
o _ o Acido ]
C15H20010 360.10540_2.02 - 0,20 Acido benzoico Primario ) Desconhecida 14132345
monocarboxilico
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Caracteristicas MS features

Identificagao dos metabolitos

Férmula m/z_RT ) Racio médio Classe de Classe de
) lonizagéo . Composto . Funcgéo PubMed CID
molecular (Da_min.) “infetadal/controlo” metabolito composto
Laura infetada Laura controlo (continuagao)
Intermediario
na produgdo
o _ o Acido de energia e
C3H404 104.01102_2.91 - 0,14 Acido maldnico Primario . ) ) 867
dicarboxilico biossintese de
metabolitos
secundarios
Acido 3-O-p- . Fenol ]
C16H180s8 338.10000_3.96 - 0,14 o Secundario Desconhecida 9945785
cumaroilquinico
C17H2009 368.11049_4.27 - 0,13 Acido 3-O-feruloilquinico Secundario Fenol Desconhecida 6451331
Acido 3,5-Di-tert-butil-4- B Fenol ]
C15H2203 250.15677_9.83 - 0,11 ) ] ) Secundario Desconhecida 15007
hidroxibenzoico
o o o Acido Envolvido na
C7H1206 192.06331_3.35 - 0,06 Acido quinico Primario ) ) ] ) o 6508
hidroxicarboxilico | via chiquimato
Defesa contra
herbivoros
Ci16H1809 354.09472_3.32 - 0,03 Acido clorogénico Secundario Fenol (Kundu & 1794427
Vadassery,
2019)
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No grupo “Agria controlo VS Laura controlo” foi possivel identificar 2 metabolitos
secundarios com racios significativamente diferentes entre plantas, ambos em maior
concentracao nas plantas controlo do cultivar Laura (Tabela 6). Foi identificado o &cido
3,4-Dioxo-8-fenilcinolina-5-carboxilico, um derivado da cinolina de funcdo desconhecida
e o acido glucosilcafeico, um composto fenolico também ele de funcédo desconhecida
mas, como referido anteriormente, se assume que esteja envolvido em mecanismos de

defesa contra stresse oxidativo e infe¢des microbianas (Tabela 6).

No grupo “Agria infetada VS Laura infetada” foi possivel identificar 12
metabolitos, todos eles secundarios, com racios significativamente diferentes entre
plantas, dos quais 7 estdo em maior concentracdo nas plantas infetadas do cultivar
Laura e 5 em maior concentragéo nas plantas infetadas do cultivar Agria (Tabela 6). Dos
metabolitos que estdo em maior concentragao nas plantas infetadas do cultivar Laura
identificou-se o acido glucosilcafeico, um composto fendlico de fun¢gado desconhecida
mas que, por ser um derivado do acido cafeico, se assume que esteja envolvido nos
mecanismos de defesa contra o stresse oxidativo e contra infecbes microbianas; o
acetado de farnesil, um terpendide que esta envolvido nos mecanismos de defesa
contra herbivoros (Divekar et al., 2022); o acido 2-hidroxilinoleico, um acido gordo que
apresenta propriedades inseticidas (Gao et al., 2023); A piriferina B, um alcaldide com
funcdo desconhecida; (2-oxocromen-7-yl) fosfono hidrogénio fosfato e 7-hidroxi-6-
metilcoumarina, ambos coumarinas de fun¢Bes desconhecidas; monotropitina, um

glicosideo fendlico com funcéo desconhecida (Tabela 6).

Dos metabolitos que estdo em maior concentracdo nas plantas infetadas do
cultivar Agria identificou-se a monocrotalina, um alcaloide que ja foi descrito como
metabolito secundario envolvido nos mecanismos de defesa de plantas contra
predadores (Williams & Molyneux, 1987); glurosideo e coniferina, ambos glicosideos,
dos quais estd descrita a fungdo da coniferina (sintese de lignina) (Tsuyama et al.,
2013); 6-tuliposideo B, glicosideo fendlico descrito como parte integrante dos
mecanismos de defesa contra agentes patogénicos (Shigetomi et al., 2010); Acido 5-
galloyloxi-3,4-dihidroxipentandico, composto fendlico envolvido nos mecanismos de

defesa contra espécies reativas de oxigénio (Miyajima et al., 2004) (Tabela 6).
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Tabela 6 - Metabolitos identificados correspondentes aos MS features selecionados do Student's t-test (p-value < 0,01 e p-value FDR < 0,05) para os grupos "Agria controlo VS
Laura controlo" e “Agria infetada VS Laura infetada”, com descrigao da férmula molecular, razdo massa/carga (m/z), tempo de retengdo (RT), modo de ionizagdo, racio médio
infetada/controlo, classe de metabolito, classe de composto, fungdo e PubMed CID.

Caracteristicas MS features Identificagdao dos metabolitos identificados
Formula m/z_RT Racio médio Classe de Classe de
] lonizagéo Composto Fungao PubMed CID
molecular (Da_min.) “Agria/Laura” metabolito composto
Agria controlo versus Laura controlo
Acido 3,4-Dioxo-8-
C15HsN204 280.04743_3.88 + 0,12 fenilcinolina-5- Secundario Derivado da cinolina | Desconhecida 68863885
carboxilico
C15H1809 342.09358 3.81 + 0,14 Acido glucosilcafeico Secundario Fenol Desconhecida 129710650
Agria infetada versus Laura infetada
Ci5H1809 342.09358_3.81 + 0,14 Acido glucosilcafeico Secundario Fenol Desconhecida 129710650
Defesa contra
Ci17H2802 264.20837_9.74 + 0,15 Acetato de farnesil Secundario Terpendide herbivoros 638500
(Divekar et al.,
2022)
Propriedades
CisH3203 296.23555_9.72 + 0,19 Acido 2-hidroxilinoleico Secundario Acido gordo inseticidas 21158511
(Gao et al.,
2023)
C16H22N206 338.14794 2.03 + 0,20 Piriferina B Secundario Alcaloide Desconhecida 139583680
(2-oxocromen-7-yl)
CoHsO9P2 321.96266_0.88 + 0,27 fosfono hidrogénio Secundario Coumarina Desconhecida 22457423
fosfato
C19H26012 446.14269 4.83 + 0,29 Monotropitina Secundario Glicosideo fenélico Desconhecida 5315244

29



Caracteristicas MS features

Identificagdao dos metabolitos identificados

Férmula m/z_RT ) Racio médio Classe de Classe de
) lonizagéo . Composto . Funcgéo PubMed CID
molecular (Da_min.) “Agria/Laura” metabolito composto
Agria infetada versus Laura infetada (continuagao)
Defesa contra
agentes
C11H1809 294.09494_4.84 - 0,29 6-tuliposideo B Secundario Glicosideo fendlico patogénicos 25034024
(Shigetomi et
al., 2010)
7-hidroxi-6-
Ci10HsOs3 176.04816_3.07 + 0,31 . ) Secundario Coumarina Desconhecida 5412913
metilcoumarina
Defesa contra
predadores
C16H23NO7 341.14778 3.35 + 2,09 Monocrotalina Secundario Alcaloide (Williams & 9415
Molyneux,
1987)
Ci15H2408 332.14590_3.90 + 2,11 Glurosideo Secundario Glicosideo Desconhecida 180538
Sintese de
o ) lignina
C16H220s 342.13177_3.90 + 2,74 Coniferina Secundario Glicosideo 5280372
(Tsuyama et
al., 2013)
Propriedades
Acido 5-galloyloxi-3,4- . antioxidantes
C12H1409 302.06368_3.58 - 3,05 . i B Secundario Fenol o 91159573
dihidroxipentandico (Miyajima et al.,
2004)
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5. Conclusao

Do presente estudo comparativo do metabolismo global de cultivares de
batateira suscetiveis e tolerantes ao nematode das lesdes radiculares Pratylenchus
penetrans, resultou a identificacido de metabolitos com distribuicées diferentes ao nivel
da sua concentracdo na raiz da planta. Foi possivel identificar compostos com maior
expressao no cultivar tolerante infetado (Laura) comparativamente ao cultivar suscetivel
infetado, nomeadamente &cido glucosilcafeico, acetato de farnesil, acido 2-
hidroxilinoleico, piriferina B, (2-oxocromen-7-yl) fosfono hidrogénio fosfato,
monotropitina e 7-hidroxi-6-metilcoumarina. No grupo “Laura infetada VS Laura
controlo” identificaram-se compostos com maior expressao nas plantas do cultivar Laura
infetadas, nomeadamente  1-(3,4-dihidroxibenzoil)-beta-D-glucopiranose,  acido
glutaroilquinico, 1-O-sinapoil-beta-D-glucose, 4-hidroxi-3-metilacetofenona e &cido 9-
hidroxi-10,12,15-octadecatriendico Estes compostos podem estar envolvidos nos
mecanismos de defesa da planta contra o nematode, pelo que seria interessante estudar

as suas possiveis capacidades nematodicidas.

Apesar de terem sido identificados alguns compostos de interesse para o
combate deste nematode, muitos dos MS features nao foram possiveis de identificar,
pois sera necessario construir uma base de dados mais robusta de metabolitos
secundarios de plantas para o software utilizado, que é relativamente recente e foi
desenvolvido para pesticidas e compostos farmacéuticos. Assim, uma das perspetivas
futuras para este trabalho sera a construgdo da mesma, de forma a aumentar o nimero
de metabolitos identificados. Outra perspetiva futura seria a quantificacdo destes
metabolitos nas raizes de batateira em diferentes fases da infecao pelo Pratylenchus
penetrans por UHPLC-QTOF-MS.
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7. Anexos

Anexo 1: a) Pico cromatografico obtido para o acido azelaico a uma concentragao de

100 ppb; b) Espetro de massa obtido para o acido azelaico.

a)
Intens.
X109
1.25-
1.00
0.751
0.50 1
0.251
0.00- - =
6 8 Time [min.]
b)

Intens. X
x105 ] 189.1115 +MS, 6.4 min.
1.00
0.751
0.501
0.25-

190.1148 T
0.00- - - :
189 190 191
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Anexo 2: Analise estatistica do ensaio de otimizagdo do método de extragdo. a) Analise

de estatistica descritiva; b) Analise de varidancia ANOVA com verificacdo de

pressupostos.

a) Estatistica descritiva:

Método de

= Planta N Média Erro-padréo Mediana Desvio-padréo
extra(;ao
Laura 2 2 63.1 1.9900 63.1 2.8143
Laura 4 2 67.4 3.8800 67.4 5.4871
Ultrassons
Agria 1 2 72.4 1.4750 72.4 2.0860
% Agria 4 2 79.8 3.2750 79.8 4.6315
Recuperagdo Laura 2 2 83.3 0.0450 83.3 0.0636
~ Laura 4 2 81.3 6.6750 81.3 9.4399
Dupla extragao
Agria 1 2 84.3 0.6250 84.3 0.8839
Agria 4 2 88.5 4.8200 88.5 6.8165
Descritivas de Grupo
Método de extracao Média Desvio-padrao Erro-padrao
Ultrassons 8 70.7 7.29 2.58
% Recuperagao -
Dupla extracdo 8 84.4 5.23 1.85
b) ANOVA:
ANOVA - % Recuperagéo
Soma de Quadrados gl Quadrado médio F p
Método de 750 1 750.3 30.53 <.001
extracao
Planta 293 3 97.7 3.97 0.038
Residuos 270 11 24.6
Verificagdo de pressupostos:
Teste a Homogeneidade de Variancias (Levene)
F gll gl2 p
1.50 7 8 0.290
Teste a Normalidade (Shapiro-Wilk)
Estatistica P
0.959 0.648
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