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RESUMO

O feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) € uma espécie de suma importancia para a regiao
Nordeste do Brasil, sendo responsavel por mais de um milhdo de hectares de terra cultivada
todos os anos na regido. A diversidade genética do feijao-caupi permite que gendtipos
apresentem diferengas substanciais no que concerne a produtividade e o desempenho frente aos
estresses biodticos e abioticos. Neste contexto, a infecgao pelo virus do mosaico severo do caupi
(CPSMYV) ¢ responsavel por perdas consideraveis na produgdo. Assim, torna-se importante
investigar os mecanismos subjacentes a resisténcia e a sensibilidade ao CPSMV para melhor
entender quais fatores regulam a dicotomia entre crescimento ¢ defesa ao CPSMV nesta espécie.
Neste estudo, foram utilizados dois cultivares com caracteristicas contrastantes; (i) macaibo -
resistente a estresses abidticos (ex: calor e escassez de dgua) e biodticos (ex: infec¢des virais),
mas com baixa produtividade; (ii) pitiuba - sensivel a infeccdo viral bem como a fatores
abidticos, porém com maior capacidade produtiva. A fim de desvendar as respostas metabolicas
de macaibo e pitiuba a infeccdo por CPSMYV, plantas desses gendtipos foram cultivadas e, apos
atingirem estagio V4, a folha central do segundo trifoliolo, aqui chamada de folha local, foi
inoculado com o virus. O trifoliolo foi coletado e imerso em solucao de glicose uniformemente
marcada com carbono 13 (glicose-'*C), sendo retirado e congelado em 2 e 8 horas apds a
inoculagdo do virus. Metabolitos polares foram extraidos e analisados via cromatografia gasosa
acoplada a um espectometro de massas. Os metabodlitos foram identificados com base em
bibliotecas, em seguida, foi realizado tratamento estatistico para calcular o enriquecimento
relativo de *C (R"3C) nos fragmentos identificados. Aumento em R**C foi identificado em myo-
nositol, 4cido butirico, glicose e sacarose no macaibo. No pitiuba, foi constatado incremento
de R™C apenas em sacarose. No entanto, foram observados aumentos de *C em alguns
isotopologos de outros metabdlitos em ambos 0s genotipos. A resposta ao estresse do Macaibo
¢ potencialmente mais ampla que a do Pitiuba, modificando diferentes rotas, o que pode
justificar sua melhor resisténcia a estresses, entretanto, conclusdes sobre as diferentes respostas

metabolicas dos genotipos frente a infeccdo por CPSMV ainda sdo limitadas

Palavras-chave: Feijao-caupi; CPSMV; Metabolomica.



ABSTRACT

Cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp) is a species of paramount importance for the Northeast
region of Brazil, being responsible for more than one million hectares of cultivated land every
year in the region. The genetic diversity of cowpea allows genotypes to present substantial
differences in terms of yield and performance against biotic and abiotic stresses. In this context,
infection by the severe cowpea mosaic virus (CPSMV) is responsible for considerable losses in
production. Thus, it is important to investigate the mechanisms underlying resistance and
sensitivity to CPSMV to better understand which factors regulate the dichotomy between
growth and defense to CPSMYV in this species. In this study, two cultivars with contrasting
characteristics were used; (i) macaibo - resistant to abiotic (e.g. heat and water scarcity) and
biotic (e.g. viral infections) stresses, but with low productivity; (ii) pitiuba - sensitive to viral
infection as well as to abiotic factors, but with greater productive capacity. To unravel the
metabolic responses of macaibo and pitiuba to infection by CPSMV, plants of these genotypes
were cultured and, after reaching stage V3, the central leaf of the second trifoliate, here called
the local leaf, was inoculated with the virus. The trifoliate was collected and immersed in
glucose solution uniformly labeled with carbon 13 (glucose-"*C), being removed and frozen in
2 and 8 hours after inoculation of the virus. Polar metabolites were extracted and analyzed via
gas chromatography coupled to a mass spectrometer. The metabolites were identified based on
libraries, then statistical treatment was performed to calculate the relative enrichment of *C
(R™C) in the identified fragments. An increase in R*C was identified in myo-inositol, butyric
acid, glucose and sucrose in macaibo. In Pitiuba, an increase in R"*C was found only in sucrose.
However, increases in *C were observed in some isotopologes of other metabolites in both
genotypes. The stress response of Macaibo is potentially broader than that of Pitiuba, modifying
different pathways, which may explain its better resistance to stresses, however, conclusions

about the different metabolic responses of genotypes to CPSMV infection are still limited.

Keywords: Cowpea; CPSMV; Metabolomic.
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1 INTRODUCAO

Conhecido como feijao-caupi ou feijao-de-corda, Vigna unguiculata (L.) Walp ¢ uma
cultura com importancia reconhecida na regido do Nordeste brasileiro. Entre os anos de 1996 e
2003, essa cultura ocupou mais de 1.300.000 hectares em média por ano na regido e produziu
mais de 400.000 toneladas de grios (EMBRAPA, 2025). O cultivo desse grao também ¢
importante para a geracao de empregos e alimentagao, visto que suas vagens podem ser colhidas
tanto no estado de plena maturacao quanto ainda na fase imatura, assim sendo denominado de
“feijdo-verde” (EMBRAPA, 2025). Uma das caracteristicas que corroboram para o cultivo de
feijdo-caupi ser viavel na regido Nordeste ¢ a sua resiliéncia a estresses abidticos tipicos do
territorio, como longos periodos de estiagem, salinidade do solo e altas temperaturas (Goufo et
al., 2017; Liu et al., 2023; Mohammed et al., 2024). Entretanto, ainda existem uma gama de
agentes bioldgicos que causam doengas no feijdo-caupi, os principais sdo os virus, como, por
exemplo, o Virus do Mosaico Severo do Caupi (CPSMV), enfoque deste estudo (Albersio et
al., 2005).

O CPSMV ¢ um virus de RNA do género Comovirus, cuja inoculagdo na natureza
acontece de forma mecanica ou por vetores, comumente insetos. Os sintomas ocasionados pelo
CPSMYV em plantas suscetiveis sdo: reducao do crescimento, clareamento e necrose de nervuras,
formagdo de um mosaico nas folhas e morte celular (BEZERRA, 2016; EMBRAPA, 2025).
Estudos mostraram que a infec¢do por CPSMYV pode causar perdas de até 66% da colheita em
outras cultivares do feijdo-caupi (Booker; Umaharan; McDavid, 2005).Entretanto, existem
cultivares de feijado-caupi que sao resistentes a infeccdo do CPSMYV, como € o caso da cultivar
Macaibo, que ndo apresenta sintomas sob CPSMV (BRET, 2023). Esse gendtipo, entretanto,
apresenta uma menor produtividade de graos, uma relagdo oposta acontece com outra cultivar
do feijao-de-corda, o Pitiuba, que ¢ infectado de forma severa pelo CPSMYV, mas apresenta uma
melhor produtividade de graos (Albersio et al., 2005). Essa discrepancia na resposta ao CPSMV
pode estar relacionada a diferengas inerentes a genética e no metabolismo primario desses
genotipos, que podem levar a uma diferenca na resposta metabdlica quando sdo inoculadas com
o CPSMY, possibilitando a cultivar Macaibo se proteger melhor contra o agente bioldgico em

questao (BRET, 2023).

O metabolismo primario ¢ responsavel pela sintese de diversos compostos essenciais,

como carboidratos, aminoacidos, &acidos graxos e nucleotideos, e além disso, mais
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especificamente, o ciclo glicolitico ¢ responsavel pela produg¢do e balangco de moléculas
energéticas (ATP) (Kierans; Taylor, 2024). Também ¢ atribuido a esse metabolismo funcdes de
defesa da planta, o que pode alterar a regulagdo de outras fungdes desse metabolismo (Bolton,
2009; Maeda, 2019), como o aumento de aminoacidos, que ajudam na resposta ao estresse, €
alteracdes nos acucares, relevantes como fonte de energia e sinalizagdo (Llave, 2016). O
metabolismo primario das plantas também ¢ responsavel por respostas a infecgdes virais, que
podem vir a afetar o balanco entre crescimento e protecdo da planta (Rojas et al., 2014).
Também se sabe que patdgenos alteram o metabolismo do hospedeiro e sdo responsaveis pelo
aumento da producdo de agucares (Thines; Weber; Talbot, 2000), ocasionando também
mudangas no balango entre crescimento e defesa das plantas, visto que esses dois aspectos
utilizam os mesmos recursos da planta (He; Webster; He, 2022), além disso essas respostas
também podem variar entre genotipos (Figueroa-Macias et al., 2021). Portanto, analisar as
respostas metabdlicas quando a planta é infectada por virus pode auxiliar a elucidar os
mecanismos que regulam o balanco entre crescimento e defesa e que conferem caracteristicas

contrastantes aos genotipos aqui estudados.

Diante do supra exposto e a fim de investigar as bases metabolicas que discriminam
essas duas cultivares sob infec¢cdo por CPSMYV, o objetivo deste trabalho foi identificar como a
infec¢do por CPSMYV altera o fluxo do carbono glicolitico, usando glicose totalmente marcada

com 3C, substancia amplamente usada em experimentos de fluxo metabolico (Zamboni et al.,

2009).
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2 HIPOTESE

A tolerancia ao CPSMV esta relacionada a uma distribuicdo diferencial do fluxo

glicolitico espacgo-temporal no metabolismo primario de folhas de feijao-caupi.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos geral

Analisar as alteracdes metabolicas em cultivares do feijdo-caupi em resposta a infec¢ao

viral por CPSMV.

3.2 Objetivos especificos

o Infectar as plantas resistentes e sensiveis de feijdo-caupi com o CPSMV;

e Realizar a marcacao usando glicose-'*C;

e Avaliar o perfil metabdlicos primarios das plantas;

e Verificar as rotas de distribuicao de *C nos metabolitos identificados;

e Avaliar diferengas entre respostas metabodlicas entre os genotipos, além de
diferencas entre folhas locais (diretamente infectadas com CPSMV) e sistémicas
(adjacentes do trifoliolo infectado com CPSMV);

o Identificar possiveis vias metabolicas usadas pela planta para reagir a infec¢ao

viral;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Desenho experimental

Foram utilizados dois gendtipos do feijdo-caupi, Macaibo, gendtipo resistente a
infecgdes, e Pitiuba, gendtipo suscetivel a infecgdes. Repetigdes foram inoculadas com e sem o
virus (CPSMV e Mock) e passaram por tempos distintos de marcagdio com *C-glicose (2 ¢ 8
horas) (Figura 1). Apo6s, folhas locais e sist€émicas foram coletadas. Totalizando 16 tratamentos

no experimento.

4.2 Material vegetal e condi¢des de crescimento

Sementes de feijao-caupi (Vigna unguiculata (L.) Walp) foram desinfetadas com uma
solugdo de NaClO 0,2% (m/v), agitadas por 5 minutos e posteriormente lavadas por 3 vezes
com agua destilada. As sementes foram entdo transferidas para bandejas contendo areia
umedecida para que houvesse a germinagdo. As plantulas foram transplantadas apds atingirem
o estagio de gancho hipocétilo (5 dias apds a germinagdo) para vasos de plastico com
capacidade de 3 L, contendo mistura de areia e vermiculita (1:1) em condi¢des de casa de
vegetacdo com luz solar natural (300-650 1 moles m? s PPFD) com temperaturas diarias
variando entre 27 ¢ 31° C e umidade relativa do ar em 79.8 = 10.9%. As plantas foram nutridas
com solucdo de Hoagland e Arnon (Hoagland e Arnon, 1920) inicialmente diluida pela quarta
parte, com posteriores irrigacdes com a solugdo diluida pela metade feitas uma vez na semana

até que as plantas de feijao-caupi desenvolvessem seu terceiro trifoliolo (estagio V4).

4.3 Inoculacdao com CPSMV

O indculo do virus do mosaico severo do caupi (CPSMYV), variedade CE, foi isolado de
folhas de pitiuba exibindo sintomas classicos, como descrito anteriormente (Paz et al., 1999).
Folhas de pitiuba infectadas com o virus foram maceradas em tampao fosfato de potassio 10
mM (pH 7,0) e sulfito de s6dio (1:10, m/v) por 10 minutos. Carborundum (granulag¢ao 600) foi
adicionado a solu¢do do indculo para facilitar a entrada do virus no tecido foliar. A inoculagao
do controle negativo (Mock) e CPSMV foi feita na folha central do segundo trifoliolo

completamente expandido com o auxilio de um algoddo. Plantas controles foram inoculadas
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com 0 mesmo tampao, mas sem a presenga de CPSMV.

4.4 Marcaciao com C e coleta do material foliar

As plantas foram cultivadas e inoculadas como descrito acima. O segundo trifoliolo foi
cortado na base do peciolo, que logo em seguida foi imerso em 5 mL de uma solu¢do de tampao
fosfato de potassio 10 mM (pH 7,0) e 5 mM glicose uniformemente marcada com Carbono 13
(13C) (Sigma-Aldrich). Folhas locais e sistémicas foram coletadas ap6s 0, 2 e 8 horas apds a

inoculacdo e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido para analises metabolomicas.

Figura 1 - Esquema ilustrando A metodologia de marcagdo com '3C

Folha local

od

Segundo
trifoliolo
~ — Folhas
E\O sistémicas
Folha local

a 13
Marcacdo com °C 8 HAI

Folhas
sistémicas

Fonte: Proprio autor.

Legenda: Esquematizacdo visual da metodologia de marcacdo com '*C do material foliar.

4.5 Extracio metabolica

As amostras de folhas locais e sistémicas foram individualmente maceradas em
nitrogénio liquido com um pistilo e almofariz até formarem um p6 fino e homogéneo. Apos,

elas foram pesadas separadamente em microtubos (2 ml), com as amostras foliares pesando
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aproximadamente 50 mg cada. A extragdo foi feita baseada num protocolo para extracdo de
metabolitos polares previamente estabelecido (Lisec et al., 2006), com adaptagdes. Para a
extracdo de metabodlitos primérios, foram adicionados 700 pL de metanol 100% para
interromper a atividade metabolica e 30 uLL de uma solugao estoque de ribitol (0.2 mg/mL em
agua ultrapura Milli-Q®) como controle analitico interno. As amostras foram homogeneizadas
em vortex e, em seguida, colocadas sob agitagdo térmica por 15 minutos, a 350 rpm e 70°C.
Depois disso, foram centrifugadas por 10 minutos a 11.000 rcf e 27°C. Apos, 500 uL do
sobrenadante foram transferidos para um novo tubo de 2 mL, e 375 puL de CHClz e 750 pL de
agua ultrapura foram adicionados, com as amostras sendo agitadas em vortex ap6s a adigdo de
cada uma dessas substancias. Por fim, as amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 10.000
rcf, 150 pL da fase polar das amostras foram coletadas em novos tubos de 1.5 mL e 500 pL
foram armazenados em outros tubos de 1.5 mL como backup. As amostras foram secas em

speedvac e armazenadas em ultrafreezer para a posterior etapa de derivatizagao.

4.6 Derivatizacdo das amostras

A derivatizagdo foi feita seguindo um protocolo previamente estabelecido (Lisec et al.,
2006). As amostras foram secas novamente em speedvac por 45 minutos como forma de
remover qualquer vestigio de umidade. Apds, foram adicionados 20 pL de cloridrato de
metoxiamina, presente numa solugdo com concentracao de 20 mg por mL de piridina, e entdo
as amostras foram agitadas em vortex. As amostras foram colocadas sob agitacdo térmica por
2 horas, numa temperatura de 37°C a 400 rpm. Depois disso, os tubos foram colocados na
centrifuga por 30s a 10.000 rcf para remocao de amostras na parede do tubo. Foram adicionados
35 pL de N-metil-N-(trimetilsilil) trifluoroacetamida (MSTFA) e os tubos foram
homogeneizados em vortex. Mais uma vez as amostras foram postas sob agitacdo térmica por
30 minutos a 37°C e 400 rcf e centrifugadas por 30s a 10.000 rcf. Os mesmos processos foram
realizados em um microtubo sem amostra, utilizado como controle da analise. Por fim, foram
transferidos 50 pl. de cada um dos tubos para vials que foram levados para andlise por

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).

4.7 Analise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
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A detecgdo dos metabolitos derivatizados foi feita por CG-EM (modelo QP-PLUS 2010,
Shimadzu, Japao) com fonte de ionizagdo eletroimpacto e um analisador quadrupolo, utilizando
coluna RTX-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um), com diluicdo no modo split (1:5) e gas Hélio
como arraste (vazao 1,2 mL/min). A corrida foi iniciada com a temperatura de 80°C por 4
minutos, com aquecimento de 10°C/min com uma rampa de temperatura final de 315°C por 8
minutos. A temperatura de injecao foi de 230°C, com 250°C na fonte de ionizacdo. A analise
dos espectros de massas foi realizada com auxilio do software Xcalibur 2.1 (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA). Por meio do padrao de fragmentacao de massa/carga (m/z) dos
picos e por seus tempos de retencdo, foi possivel comparar esses dados com bancos de dados ja
existentes para identificar os possiveis metabolitos que foram detectados. Para isso, usamos a
biblioteca Golm Metabolome Database (Kopka et al., 2005) e uma biblioteca estabelecida no

laboratorio.

4.8 Analise de enriquecimento por *C

Para se obter os valores de enriquecimento por *C nos diferentes metabolitos
identificados, primeiro foi identificado todos os isotopdlogos presentes na fragmentagdo do

metabdlito.

Ap0s, € calculada a abundancia relativa dos isotopologos (RIA), em que todos os valores
dos isotopdlogos de cada fragmento sdo transformados em porcentagens, sendo a soma das
intensidades de todos seja igual a 100%. Seguindo esses passos, obtém-se as RIAs, com cada
um representado por Mn, em que n ¢ o nimero de carbonos 13 presentes no fragmento. O

enriquecimento fracional (F'3C) foi entdo obtido pela seguinte equagao:

Equagao 1- Calculo para se obter o enriquecimento fracionario (F13C). M1, M2 e Mn: Abundancia relativa de
cada isotopologo; n: Numero de carbonos 13 presentes no fragmento.

(M1 x 1)+ (M2 x 2)+...+ (Mn x n)
n

FBC =

Fonte: Proprio autor.
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Por fim, para se obter o R*C, normalizou-se o F'*C pelo tempo 0 do experimento. Como

indica a féormula abaixo:

Equagao 2- Célculo para se obter o enriquecimento fracional relativo (R13C). R13C: Enriquecimento fracional
relativo; t0: Amostra controle

Fonte: Proprio autor.

Os célculos descritos acimas sdo baseados em trabalho prévio (Lima et al., 2018)

4.9 Analises das razoes Mn/M0

Nem todos os isotopologos foram detectados nos metabolitos identificados por CG-EM.
Como uma forma de manter esses metabolitos nas analises, decidiu-se usar a razdo entre o
isotopologo mais pesado identificado pelo MO, que representa a abundancia natural de *C. Ao
calcular a razdo da intensidade de Mn por MO, ¢ possivel analisar o nivel de enriquecimento
isotopico no fragmento analisado. Um valor maior dessa razao indica uma maior incorporagao
do isétopo pesado (*C) neste metabolito, em comparagdo com a abundincia natural de °C

observada no MO.

4.10 Analises estatisticas

Foram utilizadas 4 repeti¢des de cada tratamento em um delineamento inteiramente
casualizado. Diferencas significativas em F'3*C e R3C através do tempo foram determinadas

por analise de variancia (ANOVA) e teste Tukey (P<0.05) e Dunnet, usando o tempo 0 H como
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controle. Essas andlises estatisticas foram feitas utilizando o software estatistico Minitab 22
(State College, PA: Minitab, Inc.). Os graficos foram feitos pelo Excel e heatmaps no
MetaboAnalyst 6.0.

S RESULTADOS

5.1 Identificacao de metabdlitos

Foram identificados ao todo 41 metabdlitos (Tabela 1) nas amostras, dentre eles acidos
organicos, carboidratos, aminoacidos etc. Entretanto, esse nimero nio representa a quantidade
total de metabolitos em que todos isotopologos foram identificados. Neste sentido, apenas 13
metabolitos tiveram fragmentos com todos os seus isotopologos identificados nos dois
genotipos. Em seguida, foram calculadas as abundancias relativas de cada isotopo6logo, que foi

usada para o calculo do F*C e R"*C de cada tratamento/gendtipo.



Figura 2 - Relacdo de todos os metabolitos identificados pela analise de CG-EM nas amostras.

Metabolito TR m/z KEGGID Classificacio
1 Lactic acid 8.05 191 C00256 Ac. Orgnanico
2 Glycolic acid 8.36 177 C00160 Ac. Orgnanico
3 Alanine 8.93 116 C00041 Aminoacido
4 Oxalic acid 0.68 190 C00209 Ac. Orgnénico
5 Malonic acid 10.38 233 C00383 Ac. Orgnanico
6 Valine 11.07 144 C16436 Aminoacido
7 Serine 11.76 116 C00065 Aminodcido
8 Norleucine 12.01 158 C01933 Ac. Orgninico
9 Glycerol 12.07 205 C00116 Outro
10 Isoleucine 12.36 158 C16434 Aminodcido
11 Proline 12.40 177 C00148 Aminoacido
11 Glycine 12.56 174 C00037 Aminoacido
12 Suceinic acid 12.60 147 C00042 Ac. Orgnénico
13 Glyceric acid 12.95 189 C00258 Ac. Orgnanico
14 Fumaric acid 13.08 245 C00122 Ac. Orgninico
15 Malic acid 15.13 233 C00711 Ac. Orgnanico
16 Pyroglutamic acid 15.57 156 C01879 Aminoacido
17 Butyric acid, 4-amino 15.65 174 C00334 Ac. Orgnénico
18 Xylusose 15.82 263 C00310 Carboidrato
19 Threonic acid 15.93 177 C01620 Ac. Orgninico
20 D-Threitol 15.95 217 C16884 Alcool
21 Erythronic acid 16.13 292 C03064 Ac. Orgnanico
22 Glutaric acid 16.20 198 C00489 Ac. Orgninico
23 Glutamic acid 16.74 246 C00025 Aminodcido
24 Phenylalanine 16.87 192 C02057 Aminoacido
25 D-Xylose 17.70 307 C00181 Carboidrato
26 Xylitol 17.81 217 C00379 Carboidrato
27 D-Arabitol 18.52 307 C01904 Alcool
28 Cinnamic acid 18.64 293 C10438 Ac. Orgninico
29 Shikimic acid 18.88 204 C00493 Ac. Orgnanico
30 Citric acid 19.07 273 C00158 Ac. Orgnanico
31 Dehydroascorbate 19.42 173 C05422 Ac. Orgninico
32 Fructose 19.73 217 C00095 Carboidrato
33 Mannopyranoside 10.95 133 - Carboidrato
34 Glucose 20.01 319 C00031 Carboidrato
35 Inositol allo 20.58 191 - Carboidrato
36 Mio-Inositol 21.90 305 C00137 Carboidrato
37 Glucoheptose 24.61 160 MO00064 Carboidrato
38 Sucrose 26.58 361 C00042 Carboidrato
39 Galactinol 20.62 204 C01235 Carboidrato
40 Galactopyranoside 31.10 204 C03619 Carboidrato
41 Raffinose 36.13 437 C00492 Carboidrato

Fonte: Proprio autor.
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Legenda: Lista dos metabdlitos encontrados nas amostras analisadas. A lista possui metabolitos polares que foram
volatilizados, a lista possui uma relacdo com os nomes dos metabdlitos, o seu tempo de retencdo (TR) na

cromatografia, a identificacdo da base de dados KEGG (KEGG ID) e sua classificagéo.

5.2 Metabélitos enriquecidos com 3C

Através das analises estatisticas, foi possivel constatar diferencas significativas de R"*C
nas amostras de Mock e CPSMV, quando comparadas com as amostras controle (tempo 0H),
em ambos 0s genotipos. Isso significa que houve um aumento de '*C em alguns metabdlitos,
tanto nas plantas de Macaibo, como nas plantas de Pitiuba. No Macaibo, gen6tipo naturalmente
resistente a infec¢do viral, foram constatados uma maior quantidade de metabdlitos com um
aumento significativo de R*C ao longo dos tempos testados. No Pitiuba, gendtipo suscetivel a
infec¢do, também foram identificados metabolitos com uma variagao significativa de R**C, mas
em menor quantidade (Figuras 2-3).

No Macaibo, os metabolitos com aumento significativo de R'3*C foram myo-inositol,
acido butirico, acido glicérico, sacarose e glicose (Figura 2 e 3). J4 no Pitiuba, foram observados
aumento em R'3C em sacarose, 4cido glicérico e glicose (Figura 4 ¢ 5). O R'3C em alanina no
Macaibo e shikimato e glicina no Pitiuba também variaram significativamente ao longo do
tempo, mas ndo apresentaram incrementos em R'C, quando comparado com o tempo Oh

(Figuras 2-3).
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Figura 3 — Heatmap (1) dos metabolitos que tiveram seus R!*C calculados em macaibo.
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Legenda: O heatmap contém todos os metabdlitos do macaibo que tiveram seus R!*C calculados e mostra a
variagdo deles com relagdo ao controle pelo gradiente ao lado (value). Metabolitos que nédo tiveram variagdes
significativas ao longo do tempo estdo sem marcagdo com letras. Letras diferentes em cada linha de metabolito
indicam diferengas significativas entre os tratamentos por ANOVA e Tukey (P < 0.05). Essas analises foram

realizadas utilizando a plataforma Metaboanalyst (n = 4).



Figura 4 — Heatmap (2) dos metaboélitos que tiveram seus R!*C calculados em macaibo.
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Legenda: O heatmap contém todos os metabdlitos do macaibo que tiveram seus R!*C calculados e mostra a

variagdo deles com relagdo ao controle pelo gradiente ao lado (value). Metabdlitos que ndo tiveram variagdes

significativas ao longo do tempo estdo sem marcag@o com asterisco. Asteriscos indicam diferengas significativas

entre os tratamentos por ANOVA e Dunnet. Essas analises foram realizadas utilizando a plataforma Metaboanalyst

(n=4).



Figura 5 — Heatmap (1) dos metaboélitos que tiveram seus R'*C calculados em pitiuba.
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Legenda: O heatmap contém todos os metabolitos do pitiuba que tiveram seus R'*C calculados e mostra a variagdo

deles com relagdo ao controle pelo gradiente ao lado (value). Metabolitos que ndo tiveram variagdes significativas

ao longo do tempo estdo sem marcagdo com letras. Letras diferentes em cada linha de metabdlito indicam

diferencas significativas entre os tratamentos por ANOVA e Tukey (P < 0.05). Essas analises foram realizadas

utilizando a plataforma Metaboanalyst (n = 4).
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Figura 6 — Heatmap (2) dos metabolitos que tiveram seus R!*C calculados em pitiuba.
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Legenda: O heatmap contém todos os metabolitos do pitiuba que tiveram seus R'*C calculados e mostra a variagdo
deles com relagdo ao controle pelo gradiente ao lado (value). Metabolitos que ndo tiveram variagdes significativas
ao longo do tempo estdo sem marcacdo com asterisco. Asteriscos indicam diferencas significativas entre os

tratamentos por ANOVA e Dunnet. Essas analises foram realizadas utilizando a plataforma Metaboanalyst (n = 4).

Os dados de F'*C foram analisados usando a analise de componentes principais (PCA),
considerando os 3 principais componentes (PC1, PC2 e PC3). Essa andlise demonstrou que ha
uma certa separacao entre os tempos 02 e 08 HAI em relagdo ao controle em quase todas as
folhas e tratamentos, sendo menos aparente nas folhas sistémicas do Pitiuba. Em contraste, a
separacdo mais evidente pelo PC1 foi observada nas folhas local do Pitiuba. Em ambos os

genotipos, ndo foi observado uma separagdo clara entre os tratamentos Mock e CPSMV (Figura
0).
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Figura 7 - PCA dos metabolitos usando os dados de F!3C.
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Legenda: A PCA mostra o agrupamento dos metabdlitos em cada tratamento usando os dados de F'*C. Nos graficos

das analises o PC 1 se mantém no eixo x em ambos os graficos do tratamento e o eixo y é composto pelo PC 2 e

3, respectivamente em cada tratamento.
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Apbs, nos usamos os dados de F1*C e realizamos uma anélise de correlagio de pearson
em cada folha e gendtipo. Nas folhas locais, 8 e 10 metabodlitos apresentaram correlagao
significativa no macaibo e pitiuba, respectivamente. No entanto, nas folhas sist€émicas, uma
grande diferenca foi observada, em que 14 e 4 metabolitos apresentaram correlagdo
significativa no macaibo e pitiuba, respectivamente. Sacarose foi positivamente correlacionada
com glicose em todas as folhas, exceto nas folhas sistémicas do pitiuba. Ademais, sacarose foi
positivamente correlacionada com myo-inositol nas folhas local e sistémica de macaibo e
positiva e negativamente correlacionada com GABA e alanina nas folhas local do Pitiuba e
sisttmica do Macaibo, respectivamente. De maneira contraria, sacarose foi positiva e
negativamente correlacionada com lactato nas folhas local do Pitiuba e sistémica do Macaibo,
respectivamente. Similarmente, sacarose foi positiva e negativamente correlacionada com

serina e glicina nas folhas local Macaibo e Pitiuba, respectivamente (Figura 7).
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Figura 8 - Analise de correlagdo de Pearson.
Folha Local Folha Sistémica

T =

F— Surose361 Correlation
e COGFficient

Macaibo
* %
*

-1

Serine 116

Inositokmyo 305

e 10 & sonene

Fructose: 307
Threonic acid292 a
Shikimic acid 204 Alanine116

Sucrose 361

Glycine 174

Aanine 116

Fructose 307

Pitiuba

Shikimic acid204

Fonte: Proprio autor.
Legenda: Analise de correlagdo de pearson dos tratamentos usando os dados de F'*C. Os metabélitos que

apresentaram correlacéo entre si foram demarcados com um asterisco.
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5.3 Analise de enriquecimento de *C através das razées Mn/M0

Embora alguns metabolitos ndo tiveram todos os seus isotopologos detectados, foi
possivel observar um incremento nas razoes Mn/M0 em alguns deles. No Macaibo, constatou-
se aumento das razdo M1(m/z 248)/MO0(m/z 247) do acido succinico (fragmento m/z 247-251)
em folhas sistémicas 2 horas apds a inoculacdo (HAI) do CPSMYV (Figura 8) e da razao M2(m/z
249)/MO(m/z 247) em folhas locais e sist€émicas do Mock e CPSMV (Figura 9). No Pitiuba,
embora nao houve diferenga na razao M2/MO0, pdde-se constatar um aumento na razao M1/M0O
na folha local do tratamento Mock no tempo de 2 HAI e na razdo M3(m/z 250)/MO(m/z 247)
do acido succinico (fragmento m/z 247-251) nas folhas local e sistémica do tratamento Mock e
CPSMYV no tempo de 2 e 8 HAI (Figura 10 e 11).

Detectamos também os isotopologos de xilose M1 (m/z 308) em todas as folhas
analisadas de Pitiuba ¢ M1 e M2 (m/z 309) em folhas sistémicas do macaibo. No Pitiuba,
aumentos na razao M1(m/z 308)/MO0(m/z 307) foram observados em folhas sistémicas Mock 08
HAI e CPSMV 02 e 08 HAI, quando comparado com o controle sistémico (Figura 12). No
Macaibo, ndo houve diferenga nesta razdo, mas a razao M2(m/z 309)/M0(m/z 307) aumentou
nas folhas CPSMYV sistémicas em 02 HAI e Mock e CPSMV sistémicas 08 HAI (Figura 13 e
14).

Observou-se também mudangas em rafinose (fragmento m/z 361-367) em ambos os
genotipos. No Macaibo, reducgdes significativas foram observadas na razdo M2(m/z
363)/MO(m/z 361), sobretudo nas folhas sistémicas sob CPSMV. No entanto, ndo houve
diferencas na razdo M3(m/z 364)/MO(m/z 361) nas folhas sist€émicas, enquanto essa razao
aumentou em todas as folhas locais, quando comparadas com seus respectivos os controles
(Figura 15). No Pitiuba, houve uma diminui¢do da razdo M2(m/z 363)/MO(m/z 361) na folha
local Mock em 08 HAI e um aumento na razdo M3(m/z 364)/MO(m/z 361) em folha local
CPSMV em 02 HAI (Figura 16).

Constatou-se também alteracdes no acido citrico (fragmento m/z 273-278) do Macaibo
e do Pitiuba. No Macaibo, foram detectadas redugdes das razdes M1(m/z 274)/MO0(m/z 273) na
folha local Mock em 08 HAI e da razao M2(m/z 275)/MO0(m/z 273) em folhas Mock local em
08 HAI e CPSMYV local em 02 HAI (Figura 17). Ja no Pitiuba, foram detectados os fragmentos
M1 (m/z 274), M2 (m/z 275) e M3 (m/z 276), mas observou-se apenas um aumento na razao
M3(m/z 276)/MO(m/z 273) nas folhas locais Mock em 08 HAI (Figura 18).

Observou-se também reducdes em razdes do acido piroglutdmico (fragmento m/z 156-

160) do Macaibo, essas foram as razdes M1(m/z 157)/MO(m/z 156) nas folhas locais e
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sistémicas do Mock em 08 HAI; e M2(m/z 158)/M0O(m/z 156) em folhas sist€émicas do Mock
em 02 HAI (Figura 19).

O 4cido glutamico (fragmento m/z 246-250) apresentou alteragdo em uma unica razao,
M2(m/z 248)/MO0(m/z 246) nas folhas sistémicas do CPSMV em 08 HAI (Figura 20).

Constatou-se também variagdes no acido malico (fragmento m/z 233-236) do Macaibo,
as alteracdes foram na razdo M2(m/z 235)/MO(m/z 233), sendo um aumento nas folhas
sistémicas de Mock ¢ CPSMV em 08 HAI e uma diminuicao nas folhas sistémicas de CPSMV
em 02 HAI (Figura 21).

Figura 9 — Heatmap (1) das razdes M1/M0 e M2/MO do acido succinico do macaibo.
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Legenda: O heatmap contém as razdes M1/M0 e M2/M0 do acido succinico do macaibo. Essas razdes sdo
referentes aos isotop6logos desse metabolito (Fragmento de 247 m/z com 5 carbonos) que foram detectadas e
apresentaram alguma variagdo de '*C. Metabdlitos que ndo tiveram variagdes significativas ao longo do tempo
estdo sem marcagdo com letras. Letras diferentes em cada coluna (fragmento do metaboélito) indicam diferengas
significativas entre os tratamentos por ANOVA e Tukey (P < 0.05). Essas analises foram realizadas utilizando a

plataforma Metaboanalyst (n = 4).



Figura 10 — Heatmap (2) das razdes M1/M0 e M2/MO0 do 4cido succinico do macaibo.
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Legenda: O heatmap contém as razdes M1/MO e M2/MO do acido succinico do macaibo. Essas razdes sdo

referentes aos isotop6logos desse metabolito (Fragmento de 247 m/z com 5 carbonos) que foram detectadas e

apresentaram alguma variagdo de *C. Metabdlitos que ndo tiveram variagdes significativas ao longo do tempo

estdo sem marcagdo com asterisco. Asteriscos em cada coluna (fragmento do metabolito) indicam diferengas

significativas entre os tratamentos por ANOVA e Dunnet. Essas analises foram realizadas utilizando a plataforma

Metaboanalyst (n = 4).
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Figura 11 — Heatmap (1) das razdes M1/M0, M2/M0 e M3/MO0 do écido succinico do pitiuba.
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Legenda: O heatmap contém as razdes M1/M0, M2/M0 e M3/M0 do acido succinico do pitiuba. Essas razoes sao
referentes aos isotop6logos desse metabolito (Fragmento de 247 m/z com 5 carbonos) que foram detectadas e
apresentaram alguma variagdo de '3C. apresentaram alguma variacdo de *C. Metabdlitos que ndo tiveram
variagdes significativas ao longo do tempo estdo sem marca¢do com letras. Letras diferentes em cada coluna
(fragmento do metabolito) indicam diferencas significativas entre os tratamentos por ANOVA e Tukey (P < 0.05).

Essas analises foram realizadas utilizando a plataforma Metaboanalyst (n = 4).



Figura 12 — Heatmap (2) das razdes M1/M0, M2/M0 e M3/MO do acido succinico do pitiuba.
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Legenda: O heatmap contém as razdes M1/M0, M2/M0 e M3/M0 do acido succinico do pitiuba. Essas razoes sao

referentes aos isotop6logos desse metabolito (Fragmento de 247 m/z com 5 carbonos) que foram detectadas e

apresentaram alguma variagdo de *C. Metabdlitos que ndo tiveram variagdes significativas ao longo do tempo

estdo sem marcagdo com asterisco. Asteriscos em cada coluna (fragmento do metabolito) indicam diferengas

significativas entre os tratamentos por ANOVA e Dunnet. Essas analises foram realizadas utilizando a plataforma

Metaboanalyst (n = 4).



Figura 13 — Heatmap da razdo M1/MO da xilose do pitiuba.
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Legenda: O heatmap contém a razdo M1/MO da xilose do pitiuba. Essa razdo ¢é referente ao isotopdlogo desse

metabolito (Fragmento de 307 m/z com 4 carbonos) que foi detectado e apresentou alguma variagdo de *C.

apresentaram alguma variag@o de 'C. Metabolitos que ndo tiveram variagdes significativas ao longo do tempo

estdo sem marcacdo com letras. Letras diferentes em cada coluna (fragmento do metabdlito) indicam diferengas

significativas entre os tratamentos por ANOVA e Tukey (P < 0.05). Essas analises foram realizadas utilizando a

plataforma Metaboanalyst (n = 4).
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Figura 14 — Heatmap (1) das razdes M1/M0 e M2/M0 da xilose do macaibo.
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Legenda: O heatmap contém as razdes M1/M0 e M2/MO da xilose do macaibo. Essas razdes sao referentes aos
isotopdlogos desse metabolito (Fragmento de 307 m/z com 4 carbonos) que foram detectadas e apresentaram
alguma variagdo de '*C. apresentaram alguma variacdo de C. Metabolitos que ndo tiveram variagdes
significativas ao longo do tempo estdo sem marcagdo com letras. Letras diferentes em cada coluna (fragmento do
metabolito) indicam diferengas significativas entre os tratamentos por ANOVA e Tukey (P < 0.05). Essas analises

foram realizadas utilizando a plataforma Metaboanalyst (n = 4).
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Figura 15 — Heatmap (2) das razdes M1/M0 e M2/M0 da xilose do macaibo.

value
0.32
Class Controle
sistémico

Class

Controle sistémico

Mock sistémico 2h Macaibo Mock
sistémico 2h
Mock sistémico 8h

Macaibo Mock
CPSMV sistémico 2h sistémico 8h

CPSMV sistémico 8h

Macaibo CPSMV
0 sistémico 2h

Macaibo CPSMV
sistémico 8h

=
=
o
w
©
w
Q
)

80€ 350|AX

Fonte: Proprio autor.

Legenda: O heatmap contém as razdes M1/M0 e M2/MO da xilose do macaibo. Essas razdes sdo referentes aos
isotopdlogos desse metabolito (Fragmento de 307 m/z com 4 carbonos) que foram detectadas e apresentaram
alguma variagdo de *C. apresentaram alguma variagdo de !3C. Metabodlitos que ndo tiveram variagdes
significativas ao longo do tempo estdo sem marcagdo com asterisco. Asterisco em cada coluna (fragmento do
metabolito) indicam diferencas significativas entre os tratamentos por ANOVA e Dunnet. Essas analises foram

realizadas utilizando a plataforma Metaboanalyst (n = 4).
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Figura 16 — Heatmap das razdes M1/M0, M2/M0 e M3/MO da rafinose do macaibo.
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Legenda: O heatmap contém as razdes M1/M0O, M2/M0 e M3/M0 da rafinose do macaibo. Essas razdes sdo
referentes aos isotopologos desse metabolito (Fragmento de 361 m/z com 7 carbonos) que foram detectadas e
apresentaram alguma variagdo de *C. Metabdlitos que ndo tiveram variagdes significativas ao longo do tempo
estdo sem marcagdo com letras. Letras diferentes em cada coluna (fragmento do metabdlito) indicam diferengas
significativas entre os tratamentos por ANOVA e Tukey (P < 0.05). Essas analises foram realizadas utilizando a

plataforma Metaboanalyst (n = 4).



Figura 17 — Heatmap das razdes M1/M0, M2/M0 e M3/MO da rafinose do pitiuba.

class

Fonte: Proprio autor.

9¢ asouljjey

€9¢ asouljjey

79€ 9souljjey

Controle

Controle sistémico
Mock local 2h

Mock local 8h
CPSMV local 2h
CPSMV local 8h
Mock sistémico 2h
Mock sistémico 8h
CPSMV sistémico 2h
CPSMV sistémico 8h

value

I0.07

I—0.07

class

Controle
Controle
sistémico
Pitiuba

Mock 2h

Pitiuba
Mock 8h
Pitiuba
CPSMV 2h
Pitiuba
CPSMV 8h

Pitiuba Mock
sistémico 2h

Pitiuba Mock
sistémico 8h

Pitiuba CPSMV
sistémico 2h

Pitiuba CPSMV
sistémico 8h

41

Legenda: O heatmap contém as razdes M1/M0, M2/M0 e M3/M0O da rafinose do pitiuba. Essas razdes sdo

referentes aos isotopologos desse metabolito (Fragmento de 361 m/z com 7 carbonos) que foram detectadas e

apresentaram alguma variagdo de '*C. Metabdlitos que ndo tiveram variagdes significativas ao longo do tempo

estdo sem marcagdo com asterisco. Asteriscos em cada coluna (fragmento do metabolito) indicam diferengas

significativas entre os tratamentos por ANOVA e Dunnet. Essas analises foram realizadas utilizando a plataforma

Metaboanalyst (n = 4).
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Figura 18 — Heatmap das razdes M1/M0 e M2/MO do acido citrico do macaibo.
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Legenda: O heatmap contém as razoes M1/M0 e M2/MO do 4cido citrico do macaibo. Essas razdes sdo referentes
aos isotopo6logos desse metabdlito (Fragmento de 273 m/z com 6 carbonos) que foram detectadas e apresentaram
alguma variagdo de *C. Metabolitos que ndo tiveram varia¢des significativas ao longo do tempo estdo sem
marcagdo com asterisco. Asteriscos em cada coluna (fragmento do metabdlito) indicam diferengas significativas

entre os tratamentos por ANOVA e Dunnet. Essas analises foram realizadas utilizando a plataforma Metaboanalyst
(n=4).



Figura 19 — Heatmap das razdes M1/M0, M2/M0 e M3/MO do 4cido citrico do pitiuba.

class

¥4 PE 2D

Fonte: Proprio autor.

SLZ pPedD

Controle
Controle sistémico

Mock local 2h

- Mock local 8h

9/ p1e DD

CPSMV local 2h
CPSMV local 8h
Mock sistémico 2h
Mock sistémico 8h
CPSMV sistémico 2h
CPSMV sistémico 8h

value

IO.1

-0.05

class

Controle

Controle
sistémico
Pitiuba
Mock 2h
Pitiuba
Mock 8h

Pitiuba
CPSMV 2h

Pitiuba
CPSMV 8h

Pitiuba Mock
sistémico 2h

Pitiuba Mock
sistémico 8h

Pitiuba CPSMV
sistémico 2h

Pitiuba CPSMV
sistémico 8h

43

Legenda: O heatmap contém as razdes M1/M0, M2/M0 e M3/MO0 do acido citrico do pitiuba. Essas razdes sdao

referentes aos isotop6logos desse metabolito (Fragmento de 273 m/z com 6 carbonos) que foram detectadas e

apresentaram alguma variagdo de *C. Metabdlitos que ndo tiveram variagdes significativas ao longo do tempo

estdo sem marcagdo com asterisco. Asteriscos em cada coluna (fragmento do metabolito) indicam diferengas

significativas entre os tratamentos por ANOVA e Dunnet. Essas analises foram realizadas utilizando a plataforma

Metaboanalyst (n = 4).
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Figura 20 — Heatmap das razdes M1/M0, M2/M0 e M3/MO do 4cido piroglutdmico do macaibo.
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Fonte: Proprio autor.

Legenda: O heatmap contém as razdes M1/M0, M2/M0 e M3/MO0 do acido piroglutamico do macaibo. Essas razdes
sdo referentes aos isotopdlogos desse metabdlito (Fragmento de 156 m/z com 5 carbonos) que foram detectadas e
apresentaram alguma variagdo de '*C. Metabdlitos que ndo tiveram variagdes significativas ao longo do tempo
estdo sem marcagdo com asterisco. Asteriscos em cada coluna (fragmento do metabolito) indicam diferengas
significativas entre os tratamentos por ANOVA e Dunnet. Essas analises foram realizadas utilizando a plataforma

Metaboanalyst (n = 4).
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Figura 21 — Heatmap das razdes M1/M0, M2/M0 e M3/MO do 4cido glutamico do macaibo.
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Legenda: O heatmap contém as razdes M1/M0, M2/M0 e M3/MO do acido glutdmico do macaibo. Essas razdes
sdo referentes aos isotopdlogos desse metabdlito (Fragmento de 246 m/z com 5 carbonos) que foram detectadas e
apresentaram alguma variagdo de '*C. Metabdlitos que ndo tiveram variagdes significativas ao longo do tempo
estdo sem marcagdo com asterisco. Asteriscos em cada coluna (fragmento do metabolito) indicam diferengas
significativas entre os tratamentos por ANOVA e Dunnet. Essas analises foram realizadas utilizando a plataforma

Metaboanalyst (n = 4).
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Figura 22 — Heatmap das razdes M1/M0, M2/M0 e M3/MO do 4cido mélico do macaibo.
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Legenda: O heatmap contém as razdes M1/M0, M2/MO e M3/MO do &cido malico do macaibo. Essas razdes sdao
referentes aos isotop6logos desse metabolito (Fragmento de 233 m/z com 4 carbonos) que foram detectadas e
apresentaram alguma variagdo de *C. Metabdlitos que ndo tiveram variagdes significativas ao longo do tempo
estdo sem marcagdo com asterisco. Asteriscos em cada coluna (fragmento do metabolito) indicam diferengas
significativas entre os tratamentos por ANOVA e Dunnet. Essas analises foram realizadas utilizando a plataforma

Metaboanalyst (n = 4).
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6 DISCUSSAO

A sacarose ¢ o principal fotoassimilado translocado dos orgaos fonte para os 6rgaos
dreno da planta e utilizado pelas plantas como fonte de energia (Ruan, 2014). Esse metabolito
possui amplo envolvimento em diversas rotas metabolicas, entre elas, respostas de defesa contra
patdogenos (Tauzin; Giardina, 2014). Nossos resultados demonstraram que este foi o unico
metabolito que apresentou incremento de R*C em ambos os genotipos (Figura 2 e 3). No
entanto, nao foi observado diferencas claras entre Mock ¢ CPSMV em ambos os genotipos,
sugerindo que o incremento em R'3C em sacarose se deve, prioritariamente, ao uso de '*C-
glicose e ndo a resposta ao CPSMYV per se.

O aumento em R'*C em sacarose indica que a solugdo de *C-glicose foi absorvida e
convertida em sacarose, que, por sua vez pode ter participado de diversas reagdes de sinalizagao
do metabolismo da sacarose, visto que, como citado acima, essas reagdes servem cOmo
sinalizacdo em situacdes de estresse (Gong et al., 2015; Ruan, 2014), e no caso do experimento
conduzido, houve tanto o estresse da infeccdo pelo patégeno viral, quanto o corte feito no
peciolo da planta para a absor¢ao da solucao de glicose. Tendo como foco o estresse causado
pela infecgdo viral, ¢ sabido que patdégenos como esse alteram o metabolismo da planta,
influenciando no estimulo de invertases de parede celular, responsaveis pela hidrolise da
sacarose em frutose e glicose, além de participar de mecanismos que regulam a fotossintese
(Roitsch; Gonzéalez, 2004). Entretanto, essas respostas mediadas por sinalizacdes do
metabolismo da sacarose também podem ocorrer devido a estresses abiodticos (Gupta; Kaur,
2005) e, em decorréncia da metodologia usada para o experimento de marcagdo com *C-glicose,
na qual foram cortados os peciolos para imersdao em solugdo com essa glicose, € possivel que o
estresse mecanico gerado pelo corte do peciolo tenha sido o suficiente para influenciar as
mudancas metabolicas identificadas na analise metaboldmica posterior.

As analises de correlagdo revelaram que a sacarose foi correlacionada positiva ou
negativamente com diversos metabolitos nas diferentes folhas e condi¢des, com excegao das
folhas sistémica do Pitiuba, em que este metabodlito ndo foi correlacionado com nenhum outro
(Figura 5). Ademais, essas folhas apresentaram o menor nimero de metabdlitos correlacionados
entre si, apenas 4. Esses resultados, somado ao fato de que poucos metabolitos foram marcados
nessas folhas, sugerem que a marcagdo com '*C-glicose na folha central do trifoliolo foi pouco
transportada para os foliolos adjacentes ao central no Pitiuba. Em contraste, no Macaibo,
sacarose foi positivamente correlacionada com myo-inositol nas folhas local e sistémica (Figura

5). Este metabolito apresentou aumento de R'™C neste gendtipo, sendo um metabolito
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relacionado a diversas respostas a estresse, devido seu papel como osmoprotetor ¢ pela
formagao de conjugados com o acido indol-3-acético, um fitormoénio do grupo das auxinas, que
tém funcao de armazenamento de auxina em excesso e facilitar o transporte desse fitormonio
(Loewus; Murthy, 2000).

Outros dois agucares (rafinose e xilose) foram encontrados enriquecidos com '*C. A
rafinose apresentou aumentos na razdo M3/M0 em Macaibo. Este metabolito estd associado a
fungdes de osmoprotecdo e eliminacdo de espécies reativas de oxigénio, dessa forma,
conferindo protegdo a estresses abidticos, como a temperatura, principalmente (Elsayed;
Rafudeen; Golldack, 2014; Ruan, 2014). No entanto, como nao houve diferencas entre Mock e
CPSMV, o aumento em *C sugere que seja uma rota comumente ativa em Macaibo,
independente da presenga do CPSMV, mas que pode ajudar a explicar a maior tolerancia
estresses abioticos desse genotipo, quando comparado com o Pitiuba. Outros metabdlitos com
aumento de R*C ou em um de seus isotopdlogos foram xilose, succinato, GABA, 4cido citrico,
acido glutamico, acido piroglutdmico e acido malico. Xilose tem sido relatada como importante
para o bom desenvolvimento da planta em condigdes de estresses abioticos (Takano et al., 2015).
O succinato ¢ um intermediario do ciclo do 4cido citrico, com algumas propriedades associadas
a resisténcia a estresse abidtico, por exemplo estresse salino (WU et al., 2025). O incremento
de 3C em succinato sugere ativagcao nessa importante via metabolica (De Castro Fonseca et al.,
2016).

O 4cido citrico desempenha um gama de papeis no metabolismo da planta, inclusive em
rotas do metabolismo de defesa, sendo modulador de sistemas antioxidantes, além de estar
relacionado a produgdo de GABA, via um intermediario do ciclo do TCA (Figura 23), além do
mais, ele participa da sintese de diversos outros aminoacidos € compostos secundarios, que
participam de respostas de defesas contra estresses abioticos e bidticos (Singh; Roychoudhury,
2020; Tahjib-Ul-arif et al., 2021). O acido glutamico desempenha papel de sinalizac¢do rapida
ao estresse, sendo liberado por células lesionadas, responsavel por desencadear ondas de célcio
por toda a planta, gerando uma resposta ao estresse no escopo de minutos. Além de ser um
precursor direto do GABA e de outros metabolitos que participam das respostas antioxidantes
(Liao; Chung; Hsieh, 2022; Toyota et al., 2018). J& o acido piroglutdmico realiza um papel de
modifica¢do de proteinas de defesa, através da atividade de enzimas que convertem residuos
N-terminais de glutamina ou glutamato em piroglutamato em proteinas modificadas, que estao
ligadas a resposta imune das plantas (Schilling et al., 2007). O acido malico tem papeis mais
diversos na defesa de plantas, como a de reduzir a absorcao e a toxicidade de metais pesados

pela planta (Guo et al., 2017) Entretanto, para esse estudo, a fun¢do mais interessante
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desempenhada pelo malato ¢ a de ativagdo de enzimas antioxidantes e a sintese de compostos
de defesa, como os flavonoides (Chen et al., 2019; Sun et al., 2019).No entanto, assim como a
rafinose, GABA e demais metabolitos, ndo tiveram relagdo com o estresse usado neste
experimento, uma vez que nao foram observadas diferencas entre Mock e CPSMV. Assim, os
resultados deste estudo demonstram que ha uma variacao nos fluxos glicoliticos entre Macaibo
e Pitiuba. No entanto, nossos resultados ndo discriminaram claramente plantas infectadas ou
nao com CPSMYV e, portanto, ndo esclarecem se a base genética que confere tolerancia ao

Macaibo envolve alteragdes metabodlicas induzidas pelo virus.

Figura 23 - Ciclo do TCA com os metabolitos enriquecidos encontrados em destaque

Acetil CoA
____\__-»___*
NADH Oxaloacetato Citrato
NAD*
Malato Isocitrato
\“’Coz
NAD*
Ciclo TCA
H-0 NADH
°-
Cetoglutarato
N—>C0,
FADH; NAD*
NADH
FAD Succinato Succinil CoA
ATP ADP

Fonte: Proprio autor.
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7 CONCLUSAO

Por fim, € possivel concluir que houve absor¢ao de glicose marcada com '*C e que essa
glicose foi utilizada no metabolismo da planta, garantindo a incorporagdao do *C em diversos
metabolitos da planta, sobretudo sacarose. A diferenca entre os metabdlitos que sofreram
incremento de R"¥C nos dois genotipos sugere que a distribui¢do do fluxo glicolitico varia entre
os dois gendtipos, sendo que o Macaibo possui uma resposta mais diversificada do que Pitiuba,
0 que pode estar relacionado também a sua maior resisténcia a estresses. Entretanto, esses
resultados ainda ndo sdo conclusivos para afirmar as diferengas metabolicas dos dois genotipos
para responder ao estresse da infeccdo por CPSMV. Ademais, também nao foi possivel destacar
nenhuma diferenca significativa entre folhas locais e sistémicas que pudessem sinalizar alguma

outra diferenca na resposta metabolica das folhas do trifoliolo.
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