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Objetivos

O principal objetivo do projeto é entender se ha
translocacdo de substancias de uma planta
parasita para sua hospedeira.

Métodos e Procedimentos

O modelo de estudo utilizado foi a parasita
Struthanthus rhynchopsyllus Eichler
(Loranthaceae), parasitando uma goiabeira
Psidium guajava L. (Myrtaceae). O experimento
consiste em injetar uma solugdo na parasita
por meio de uma bolsa de soro de 250 ml. Para
manter a pressdo de injecdo constante de 150
mmHg utilizou-se o equipamento med-linket
pressure infuser. A solugao injetada continha
cerca de 100 mg de cada uma das 10

substancias naturais adicionadas (acido
benzoico, acido galico, acido nicotinico,
antraquinona, cafeina, emetina, cumarina,

hesperidina, quercetina e rutina), além da
glicose marcada com *C em 100 mL de agua.
Antes de injetar a solugcdo foram coletadas
amostras de caule e folha da hospedeira e da
parasita. Feito isso, foi iniciado o processo de
injecdo em que se cortou o caule da parasita e
conectou-se a canula da bolsa de soro. O local
de injecdo foi vedado com parafilme. Foram
feitas coletas das folhas e caules depois de 48,
72,96 e 168 horas.

Todas as amostras foram secas na estufa a
45°C por 24 horas e moidas no moinho
analitico. Utilizou-se 50 mg de cada amostra
que foram extraidas com 1 ml de uma solugéo

de metanol e agua a 70% e 0,1% de acido
férmico. As amostras foram preparadas em
vials para analise no HPLC utilizando uma
coluna Gemini C18 (250 x 4,6mm) sendo o
solvente A agua ultrapura (millipore,simplicity) e
o solvente B metanol, ambos com 0,1% de
acido férmico, com um fluxo total de 1ml/min e
um volume de injecdo de 10 pL. Foi utilizado
um modo gradiente que iniciou com 10% de B
e aumentou gradualmente até 100% em 50
minutos, dos minutos 50 a 54 o solvente B foi
mantido a 100% e depois diminui gradualmente
até 10% em 1 minuto. Nos ultimos 5 minutos foi
feita a lavagem da coluna.

Depois algumas amostras foram submetidas a
analise por CLAE-EM/EM, em que que se
utilizou o cromatografo Shimadzu acoplada a
espectrofotometria de Massas ESI-qTOF
(Bruker, MicroTOFIl); coluna C18 (dimensdes
15 cm x 4,6 mm, 5 pym de tamanho de
particula, Gemini), fluxo de 1ml/min, forno a
40°C e volume de injecado de 20 uL. A bomba A
era agua ultrapura (Millipore, MA, USA) e a
bomba B era metanol, ambos com 0,1% de
acido férmico. O método comegou com 10% de
B e elevou para 100% até o minuto 30. Foi
utilizado método positivo de ionizagao, 3500 V
no capilar, 9 L/min dry gas e 300°C de dry
temperature.

Resultados

Ao analisar os cromatogramas dos padroes, foi
observado que a antraquinona e hesperidina
nao apresentaram nenhum pico significativo.
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Para os demais padrées foi possivel
estabelecer um tempo de retengéo, porém ao
se observar o cromatograma da solugao que foi
injetada, somente foi possivel identificar 5
padrdes, dentre eles; cafeina, acido benzoico,
acido galico, acido nicotinico e cumarina.

Ao comparar os cromatogramas do caule da
parasita antes e depois de injetar (figura 1) foi
possivel observar a presenca de 4 picos a mais
depois da injecdo, que correspondem ao tempo
de retengdo do acido nicotinico, cafeina,
cumarina e 4&cido benzoico. Além disso,
também se observou um aumento da
intensidade de um pico que corresponde ao
tempo de retencao do acido galico.

No modo positivo de ionizagdo, identificou-se a
presenga de 3 padrées no caule da parasita
depois de injetar (acido nicotinico, cafeina e
rutina). Ja na folha da parasita se encontrou 4
padrées: cumarina, cafeina, rutina e
quercetina, sendo que os 3 ultimos estavam
presentes antes de injetar, porém com uma
area de pico menor. Nas amostras da
hospedeira, somente foi possivel observar a
presenca da quercetina, sendo que depois de
injetar o pico tem uma area maior do que antes
da injecéo.

No modo negativo de ionizagao, foi identificado
a presenca da rutina no caule e na folha da
parasita depois de injetada. Nas amostras da
hospedeira, somente se observou diferencas
na folha apds a injecdo dos padrdes, em que
foi possivel observar um aumento na area do
pico que corresponde a quercetina.

Em relagdo a abundancia isotdpica fora do
normal, devido a injegdo de glicose marcada
com "C, em ambos os modos de ionizagao,
néo foi possivel observar diferengas.
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Figura 1: Comparagéo entre os cromatogramas do
caule da parasita antes e depois de injetar os
padroées.

Outros estudos demonstram que ha uma
conexao livre entre os floemas, por meio do
plasmodesma presente no haustério. Porém no
presente experimento o sentido de injecao foi
contrario do que o feito nos demais estudos.’
Além disso as hospedeiras haviam acabado de
serem parasitadas, ou seja, o haustério estava
recém formado, o que garante o seu
funcionamento, visto que os plasmodesmas
parecem se degradar com o tempo.?

Conclusoes

As substancias que foram encontradas na
hospedeira tem os menores LogP dentre todos
os padrdes, sendo a rutina o menor (-5,11) e a
quercetina o terceiro menor (0,35). Podendo
isso ser um possivel critério de selecdo das
moléculas que s&o compartilhadas entre
hospedeira e parasita.
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