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Produtos Naturais

Fonte de 

diversidade

química estrutural

Estima-se que os

PN forneçam ou

inspirem o 

desenvolvimento

de 50% - 70% de 

todos os agentes

atualmente em

uso clínico



Nossas histórias…
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Citricultura- Produção Mundial
• Números expressivos→ Importância econômica e social

• Brasil: Maior produtor mundial de laranja e produtor de suco de laranja

United States Department of Agriculture - Foreign Agricultural Service, 2019. https://apps.fas.usda.gov/psdonline/circulars/citrus.pdf

https://apps.fas.usda.gov/psdonline/circulars/citrus.pdf
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• PIB - US$ 6,5 bilhões

• US$ 189 milhões em impostos

• 200,000 empregos diretos e indiretos

Citricultura-Empregos

Citricultura Brasileira

Costa et al., et al., 2019. Fungal Biology
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Huanglongbing (HLB) ou Greening - Brasil 

Causada pela bactéria Candidatus Liberibacter spp. 

Não tem cura!

Doença mais destrutiva da 

história da citricultura

Única alternativa: erradicar 

totalmente as plantas 

infectadas

O VILÃO

Sintomas
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Huanglongbing (HLB) ou Greening – Pelo mundo... 

EUA → Citricultura diminuiu 1/3;

Estima-se que ~90% das árvores cítricas da Flórida 

estejam infectadas com a bactéria. 

Agência de Proteção Ambiental dos EUA (EPA): 

Processo de liberação do uso de estreptomicina e a 

oxitetraciclina como tratamentos de rotina em citros
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Citrus sinensis L

Controles
(saudáveis)

Infectadas
(doentes)

T e m p o  d e  i n c u b a ç ã o

Período

Assintomático
Período

Sintomático

Assintomáticas
(doentes)

Doença 

Greening ou HLB

Fases da doençaTransmissão

Psilídeo Diaphorina citri, inseto muito frequente nos

pomares nas épocas de brotação das plantas
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Doença 

Greening ou HLB

Não existe método de 

diagnóstico eficaz

POR QUE
n ó s  e s t u d a m o s ?

Ineficiente (~30-60%)

A planta precisa apresentar sintomas claros → Estágios bem avançados da 

doença

Falso-negativo alto e disseminação no campo
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Doença 

Greening ou HLB

Não existe método de 

diagnóstico eficaz

POR QUE
n ó s  e s t u d a m o s ?

PCR é cara e demanda tempo de preparo da amostra;

Distribuição irregular nas folhas e baixa concentração de células CLas durante a fase

inicial do período latente afetam as análises;

Falsos negativos
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Diagnóstico 

tardio

2005 - 2019

~55.5 milhões de 

árvores tiveram que 

ser eliminadas do 

campo.

Aumenta a disseminação 

da doença

POR QUE
i m p o r t a ?

Economia



Como podemos
contribuir?
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Huanglongbing (HLB) ou Greening – Novas ferramentas de diagnóstico
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Citrus sinensis L

Controles
(saudáveis)

Infectadas
(doentes)

T e m p o  d e  i n c u b a ç ã o

CLas

LC-MS GC-MS
IMS

Período

Assintomático

Período

Sintomático

Assintomáticas
(doentes)

O QUE
f i z e m o s ?
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Huanglongbing (HLB) ou Greening – Novas ferramentas de diagnóstico

- Nenhum preparo

de amostras;

- Análises rápidas;

- Rápido

diagnóstico

Imageamento Químico via Espectrometria de Massas
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IMS

Fotografia química

Distribuição espacial

dos metabólitos
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Huanglongbing (HLB) ou Greening – Novas ferramentas de diagnóstico

?

Pontes,j.G,  Scientific reports, 2020
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?

Huanglongbing (HLB) ou Greening – Novas ferramentas de diagnóstico

Pontes,j.G,  Scientific reports, 2020



Estágios iniciais da 
infecção?
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Início 21 dias 63 dias 84 dias 105 dias 126 dias

CLas

Plantas sadias 

(C o n t r o l e )

Plantas doentes 

(I n f e c t a d a s )

T e m p o  d e  i n c u b a ç ã o

O QUE
j á  

a l c a n ç a m o s ?

Curva de progressão da doença – Alterações metabólicas na planta doente?

Estágio assintomático Estágio sintomático
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21 dias após a infecção!

Conseguimos observar alguns biomarcadores no início da infecção- Diagnostico no estagio inicial

Curva de progressão da doença – Alterações metabólicas na planta doente?



Outras ferramentas?
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Plantas Sadias 

Plantas Doentes 

P L S - D A

R2 = 0.98667

Q2 = 0.93804

Accuracy = 0.87169

p < 0.01

Metabolômica untargeted usando GC-MS

O QUE
j á  

a l c a n ç a m o s ?

Dra Alana Pereira

(Pós doc do grupo)
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Octadecanoic acid, 

methyl ester

C19H38O2

Sadias Doentes 

Metabolômica untargeted usando GC-MS – Metabólitos diferenciais

O QUE
j á  

a l c a n ç a m o s ?
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Redes moleculares GC-MS

Octadecanoic acid, 

methyl ester

C19H38O2

Controle Inoculada 

SaudávelSintomática Assintomática O QUE
n ó s  j á  t e m o s ?
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Por que não desenvolver 

uma ferramenta de predição 

para o diagnóstico precoce 

da doença? 
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Extração dos 

metabólitos

Aquisição dos 

dados

Planta suspeita de 

estar infectada com 

HLB

Predição

Modelo

Primeira ferramenta diagnóstica na fase assintomática

da doença

O QUE
j á  

a l c a n ç a m o s ?

Dra Alana Pereira

Infectada?

Saudável?
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GC-MS

0.0 0.8 1.6 2.4 3.2 4.0
0.0

0.8

 

 

 Infected Plant

C
o

n
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la
n

t

Modelo SIMCA/ 

OPLS-DA

Plantas Controle 

Plantas Infectadas 

O QUE
n ó s  j á  t e m o s ?

D e s e n v o l v i m e n t o  d o  m o d e l o  d e  p r e d i ç ã o

Prof. Ricardo Silva - USP



Site disponível online e gratuitamente

32



PREDIÇÃO DO N11219 → COLETA-1 Amostra Controle

ACERTOU

Aprimorando nossa ferramenta para disponibilizar gratuitamente e online para os produtores
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Primeira ferramenta diagnóstica na fase assintomática da doença

Análises rápidas e baratas;

Rápido preparo de amostra;

GC-MS ferramenta presente em

muitas instituições
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Evitar cortes 

desnecessários de 

árvores de citros

Diminuir o uso de 

inseticidas e 

antibióticos no campo

Reestabelecer a posição de prestígio do 

nosso país na citricultura 

FUTURO

Primeira ferramenta diagnóstica na fase assintomática da doença





P. digitatum e a doença bolor 

verde ● Maior doença pós-colheita
em frutas cítricas

● Responsável por 90% das 
perdas pós colheita

● Prejuízos anuais de  
bilhões de reais

● Como controlar este
fungo?

Costa et al., et al., 2019. Fungal Biology
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● Controle de doenças pós-colheita: Fungicidas sintéticos

Kanetis, et al. Phytopathol, 100, 738-743, (2010)

Frisvad, J. C. & Samson, R. A.. Stud Mycol 49, 1-174, (2004)

ImizalilProchloraz

Problemas ambientais

Riscos à saúde humana

Resistência fúngica
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● Como desenvolver alternativas mais seguras?
● Entender as interações patógeno-hospedeiro
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● Como desenvolver alternativas mais seguras?
● Entender as interações patógeno-hospedeiro

Scharf, et al., 2014. Plos pathogens, 10:1

Quais estratégias utilizadas pelo

patógeno?

Moléculas são importantes para o 

estabelecimento da doença?

Importante compreender o metabolismo

do patógeno na infecção!



?
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Jonas Costa, PhD

Quais os produtos naturais produzidos na doença?

Estes PN são importantes para a infecção?

Qual o papel biológico dos PN?

?
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Aplicação da IMS na doença bolor verde 

● Laranjas infectadas com o fungo P. digitatum 
● Análises metabólicas em diferentes dias após a 

infecção (DPI) e controle  

Costa, et al., 2019. Fungal Biology
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Identidade das moléculas? 

?
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Triptoquialanina A

m/z 519

Triptoquialanina B

m/z 505

Triptoquialanona

m/z 475
Deoxitriptoquialanona

m/z 459

Triptoquivalina L

m/z 433

New!New!
New! New!

15-dimetil-2-epi-

fumiquinazolina A

m/z 460 Costa, et al., 2019. Fungal Biology
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Presença em todos os

hospedeiros??

Costa, et al., 2019. Fungal Biology



4747Tryptoquivaline L



● Será que as triptoquialaninas tem ação fitotóxica frente ao hospedeiro?

Método rápido para avaliação da fitotoxicidade: germinação de sementes.

Estágio vunerável das plantas, mais sensíveis a condições desfavoráveis. 

Wang XD, et al. 2001. Validation of germination rate and root elongation as indicator to assess phytotoxicity with Cucumis sativus. Chemosphere 44, 1711-1721.

Ashagre H, Almaw D, Feyisa T. 2013. Effect of copper and zinc on seed germination, phytotoxicity, tolerance and seedling vigor of tomato (Lycopersicon

esculentum L. cultivar ROMA VF). Int J Agric Sci Res 2(11), 312-317.
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Moléculas do fungo são tóxicas ao hospedeiro?

Fitotoxicidade utilizando ensaios de germinação com sementes de laranja

Controle - Herbicida- Controle + Triptoquialanina A

Qual o mecanismo de 
transporte das 
triptoquialaninas para o 
ambiente extracelular? 
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Transporte de Produtos Naturais mediado

por vesículas extracelulares? 

Prof. Dr. Marcio Rodrigues
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VEs são estruturas esféricas secretadas por
células de bactérias, fungos e plantas.

Delimitadas por uma membrana composta
por bicamada lipídica.

No seu interior podem carregar proteínas,
lipídeos, enzimas, RNAs e outros.

Em patógenos humanos, as EVs são

consideradas mediadores-chave na virulência

apresentada por estes organismos.

Silva VKA, Rodrigues ML, May RC. 2019. Deciphering Fungal Extracellular Vesicles: 

From Cell Biology to Pathogenesis. Curr Clin Micro Rpt 6, 89–97.
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Experimental

Extração de vesículas

extracelulares

Caracterização das vesículas: 

Microscopia de transmissão

Análise da composição das 

vesículas extracelulares* 

● P. digitatum produz vesículas extracelulares?

Costa et al, mBio, 2021

*Em colaboração com o Prof. Dr. Roberto Berlinck e Profa Dra Camila Crnkovic



53

● P. digitatum produz vesículas extracelulares?
SIM

Típicas estruturas com dupla membrana

in vivo (A e B) e in vitro (C e D).

Maioria concentrada na faixa de tamanho
de 100-200 nm, com subpopulações nas
faixas de 200-300 e 300-400.

Honorato L, et al. 2019.. mSphere 4:e00080-19.Costa et al, mBio, 2021
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SIM!!! Triptoquialaninas estão presentes nas

vesículas extracelulares!!

Costa et al, mBio, 2021
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Testes de germinação de sementes

na presença das vesículas

Após 10 dias de incubação as sementes que foram

expostas às EVs de P. digitatum apresentaram tecidos

danificados.

A alteração tecidual incluiu áreas lesadas com 

diferenças de pigmentação, indicando um efeito

fitotóxico de EVs puras

As vesículas extracelulares são tóxicas às laranjas?



Descobrimos as armas químicas do fungo. Mas e a planta?

A grande batalha química:

Penicillium digitatum x Citros



Costa, et al. Bioorganic Chemistry, 2020



Descobrimos as armas químicas do fungo. Mas como
desarmar o fungo e criar estratégias de controle?

A grande batalha química:

Penicillium digitatum x Citros



Como desarmar o fungo P. digitatum?

Mestrando Rodrigo Maciel

Diaporthe sp

Colletotrichum sp.
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● Estratégias para simular condições mais naturais

● Co-cultivos: levam em conta a comunidade microbiana, competição por 
espaço e nutrientes. 

Marmann, A., et al. Mar Drugs 12, 1043-1065, (2014). / Netzker, T., et al. Front Microbiol 6, (2015).



A) B) C)

Co-cultura: Diaporthe sp. X  P. digitatum

Diaporthe sp Co-cultivo P. digitatum
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C)

Co-cultura: Diaporthe sp. X  P. digitatum

Estratégia de biocontrole frente ao fungo

P. digitatum?

P. digitatum

P. digitatum x Diaporthe sp. 
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Obrigada pela atenção e oportunidade !!

taicia@unicamp.br

Laboratório de Biologia Química Microbiana 
#MulheresnaCiência

Prof. Dr. Edson Rodrigues Filho

Profa. Dra Katia Kupper;

Prof. Dr. Marcos Eberlin;

Prof. Dr. Jayme Souza-Neto;

Prof. Dr. Roberto Berlinck

Prof. Dr. Iran Malavazi;

Prof. Dr. Gustavo Goldman;

Prof. Dr. Marcio Rodrigues;

Prof. Dr. Célio Angolini;

Prof. Dr. Eduardo Pilau;

Prof. Dr. Nelson Wulff;

Dr. Rodrigo Facchini;

Dr. Luis Fernando Santos;

Dr. Diego Assis;

Prof. Dr. Christian Hertweck

Profa Dra Camila Crnkovic

@labioquimi
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