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RESUMO
Os nematoides indutores de galha radicular do género Meloidogyne sdo os mais impactantes a
agricultura mundial devido a sua elevada capacidade reprodutiva e adaptativa, sendo a
maioria de suas espécies polifagas. Algumas espécies do nematoide das galhas tém ampla
distribuicdo geografica como M. javanica, M. incognita, M. arenaria, ¢ M. hapla. M.
enterolobii é conhecido como o nematoide da goiabeira por ser um fator limitante ao cultivo
desta fruteira em areas de ocorréncia do nematoide. Além da goiabeira, uma ampla gama de
plantas cultivadas também sdo hospedeiras de M. enterolobii, o qual tem se mostrado
virulento também a materiais vegetais resistentes a outras meloidoginoses. Espécies florestais
arboreas da familia Bignoniaceae sdo utilizadas para fins de reflorestamento e paisagismo.
Devido ao amplo circulo de plantas hospedeiras desse nematoide e a escassez de dados sobre
0 parasitismo em espécies arboreas florestais, objetivou-se investigar a capacidade
reprodutiva de M. enterolobii em espécies da familia Bignoniaceae, bem como comparar a
fitoquimica de plantas inoculadas com o nematoide com a de plantas ndo inoculadas. O ensaio
foi realizado em delineamento fatorial com 7 espécies vegetais em duas condi¢des (inoculadas
e ndo inoculadas) e 6 repeticdes. Como controle positivo foi utilizado o tomateiro cv. Santa
Clara. Foi inoculado um total de 3.000 ovos e eventuais juvenis de segundo estagio (J2) por
planta. A avaliagdo ocorreu aos 90 dias ap6s a inoculacdo, tendo sido avaliadas as variaveis
indice de galhas, indice de massas de ovos, fator de reproducao, e nematoides/grama de raiz.
Das sete espécies analisadas nenhuma apresentou alta suscetibilidade a M. enterolobii.
Extratos aquosos foram obtidos de folhas e analisados por cromatografia liquida de alta
eficiéncia. Foram identificados 8 compostos presentes nas espécies arboreas, sendo eles o
acido cafeico, acido clorogénico, acido isoclorogénico, acido criptoclorogénico, hiperosideo,
isoquercitrina, luteolina e rutina. Nao houve diferenca estatistica para os compostos

detectados em plantas inoculadas e ndo inoculadas.

Palavras-chave: Cerrado, nematoide das galhas, nematoide da goiabeira, HPLC, compostos

fendlicos.



ABSTRACT

Root-knot nematodes of the genus Meloidogyne are the most impactful to global agriculture
due to their high reproductive and adaptive capacity, with most of their species being
polyphagous. Some root-knot nematode species have a wide geographical distribution, such
as M. javanica, M. incognita, M. arenaria, and M. hapla. M. enterolobii is known as the
guava nematode because it is a limiting factor for the cultivation of this fruit tree in areas
where the nematode occurs. In addition to guava, a wide range of cultivated plants are also
hosts of M. enterolobii, which has also shown virulence against plant materials resistant to
other root-knot nematodes. Tree species of the Bignoniaceae family are used for reforestation
and landscaping purposes. Due to the broad host range of this nematode and the scarcity of
data on parasitism in forest tree species, this study aimed to investigate the reproductive
capacity of M. enterolobii in species of the Bignoniaceae family, as well as to compare the
phytochemistry of plants inoculated with the nematode with that of non-inoculated plants. The
experiment was conducted in a factorial design with seven plant species under two conditions
(inoculated and non-inoculated) and six replicates. Tomato cv. Santa Clara was used as a
positive control. A total of 3,000 eggs and second-stage juveniles (J2) per plant were
inoculated. The evaluation took place 90 days after inoculation, assessing the variables: gall
index, egg mass index, reproduction factor, and nematodes per gram of root. None of the
seven analyzed species showed high susceptibility to M. enterolobii. Aqueous extracts were
obtained from leaves and analyzed by high-performance liquid chromatography (HPLC).
Seven compounds were identified in the tree species: caffeic acid, chlorogenic acid,
isochlorogenic acid, cryptochlorogenic acid, hyperoside, isoquercitrin, luteolin, and rutin. No
statistical difference was observed for the detected compounds between inoculated and non-
inoculated plants.

Keywords: Cerrado, root-knot nematode, guava nematode, HPLC, phenolic compounds.
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1. INTRODUCAO

Os nematoides sao os metazoarios mais abundantes do planeta, sendo encontrados nos
mais diversos ecossistemas desempenhando diferentes fungdes troficas, determinadas pela
fonte de alimento preferencial. Segundo Hodda (2022), ha cerca de 28.537 espécies de

nematoides descritas, sendo 4.100 fitoparasitas (Decraemer ¢ Hunt, 2006).

O parasitismo de plantas por nematoides ¢ resultado de processos evolutivos que
conduziram ao desenvolvimento de modificagdes morfoldgicas, facilitando a interagdo entre
hospedeiro e parasita. O aparecimento dessas alteragdes possibilitou a especializagdo de
habitos alimentares, permitindo, através de estruturas bucais e da liberagcdo de secre¢des, uma
eficiente absor¢ao de nutrientes onde, segundo Bernard, Egnin, e Bonsi (2017), ¢ uma das

adaptagdes mais significativas para o fitoparasitismo.

De acordo com Moens (2009), entre os fitonematoides, o género Meloidogyne ¢ um
dos maiores desafios para a agricultura global, devido a sua ampla distribuicdo geografica,
grande variedade de plantas hospedeiras, e agressividade do parasitismo. Conforme descrito
por Moreira e Choudhury (2022), um dos sintomas mais caracteristicos ¢ a formacgdo de
galhas em raizes, causada pelo aumento acentuado das células vegetais provenientes da agao
toxica das secrecOes expelidas pelo nematoide. Essas deformagdes celulares dificultam o
fornecimento de nutrientes para a planta, implicando no desenvolvimento vegetal e resultando

em prejuizos para a economia e conservacao ambiental.

Dentre as espécies de Meloidogyne, M. enterolobii (Yang & Eisenback, 1983), tem
ganhado destaque no Brasil, devido a sua rapida disseminagdo e poder destrutivo. Conforme
observado por Rosa, Westerich, ¢ Wilcken (2014), a disseminagdo de M. enterolobbii &
motivo de preocupacao, devido a sua capacidade de infectar culturas olericolas que
inicialmente foram dadas como resistentes a outros nematoides de galha. Silva, Santos e Silva
(2016), em levantamento de espécies de Meloidogyne em regides do Ceard, constatou que
27% das plantas analisadas apresentavam infec¢do por M. enterolobii, sendo a segunda

espécie de maior relevancia na regido.

Essa expansao, assim como a dispersdo de outros nematoides em areas nativas, como
explica Weinstein e Lafferty (2015), ¢ um processo que pode ser facilitado por acdes

humanas, através da criacao de novas interagdes hospedeiro-parasita pela introducdo ou pela
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modificagdo dos ecossistemas naturais, dessa forma, parasitas antes restritos a culturas
agricolas, passam a ser identificados em ambientes naturais, expandindo seu alcance e

ampliando impactos negativos sobre a biodiversidade e ecossistemas.

De acordo com Castro (2019), ¢ fundamental considerar a relevancia de pesquisas
voltadas a identificagdo de novas hospedeiras de Meloidogyne enterolobii, dessa forma
auxiliando diretamente no controle do parasita, favorecendo estratégias de manejo como a
rota¢do de culturas combinada com o cultivo de variedades resistentes. Esse aspecto, torna-se
ainda mais importante, como também apontado por Silva, Oliveira, e Inomoto (2008), devido
a proximidade de plantas nativas e agricolas, podendo facilitar a transmissao de

fitonematoides entre plantas, aumentando o risco de infestacdo em areas cultivadas.

Diante o exposto, o presente trabalho buscou investigar a hospedabilidade de plantas
do Cerrado, especificamente da familia Bignoniaceae, a infeccdo por M. enterolobii. As
plantas dessa familia, conforme descrito por Lorenzi et al. (1992), sdo de grande relevancia
econdmica e ambiental, sendo amplamente utilizadas na ornamentacdo e paisagismo de areas
urbanas, servindo também como matéria prima para a construcdo civil, fabricacdo de
mobiliario, além da geracdo de biomassa e energia, ¢ contribuindo para a manutengao da

biodiversidade (Carvalho, 2008).

Devido a sua proximidade com areas agricolas suscita preocupacdes quanto a possivel
transmissao de fitonematoides entre plantas nativas e cultivadas. Nesse contexto, o presente
estudo busca explorar os diferentes niveis de infec¢do atribuidos ao M. enterolobii em sete
espécies da familia Bignoniaceae, sendo elas Handroanthus heptaphyllus (Mart.) Mattos,
Handroanthus impetiginosus (Mart. ex DC.) Mattos, Tabebuia aurea (Silva Manso) Benth. &
Hook.f. ex S. Moore, Handroanthus serratifolius (Vahl) S.0.Grose, Cybistax antisyphilitica
(Mart.) Mart., Tabebuia roseo-alba (Ridl.) Sandwith, e Zeyheria tuberculosa (Vell.) Bureau,
além de estudar a composi¢do quimica de metabdlitos secundérios produzidos por essas

plantas quando inoculadas com o nematoide.

1.1 Objetivos
e Estudar a reacdo de H. heptaphyllus, H. impetiginosus, T. aurea, H. serratifolius, C.
antisyphilitica, T. roseo-alba, e Z. tuberculosa ao nematoide das galhas M.

enterolobii.
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e Comparar a producdo de metabolitos secundarios produzidos pelas plantas em
condi¢do de estresse biodtico, provocado pela inoculagdo de M. enterolobii, e de nao
estresse, com foco em identificar compostos envolvidos na defesa natural das espécies

arboreas do Cerrado, especialmente da familia Bignoniacea.

2  REVISAO DE LITERATURA

2.1 Familia Bignoniacea

No Brasil, a familia Bignoniacea compreende cerca de 36 géneros e 421 espécies,
distribuidas por todo territério nacional, e habitos de crescimento variados como lianas,
arbustos e arvores (Bignoneacea em Flora do Brasil). As plantas sdo caracterizadas, em sua
maioria, por folhas compostas e opostas, frutos secos, e deiscentes, com sementes aladas para
facilitar a dispersdo. Suas flores sdo hermafroditas com ovario stipero e estilete bifido e de
coloragdo vibrante em diversas tonalidades, com pétalas concrescidas e de formato tubular

(Lopes, 2005).

Devido a exuberancia de suas flores, muitas espécies sdo largamente utilizadas como
plantas ornamentais e no paisagismo urbano, sendo consideradas, em pelo menos oito paises,
como simbolo nacional (Smith et al. 2004). Em funcao a alta resisténcia e dureza da madeira,
sdo espécies adotadas na construgdo civil, principalmente aquelas pertencentes ao género
Handroanthus Mattos, onde, segundo Silva (2021); Venancio (2017), ¢ a segunda maior
exportacao de madeira do Brasil, um dado que, de acordo com Lentini et al. (2021), pode ser
preocupante, ao considerar o nivel de exploracdo e o tempo de regeneracdo florestal,

evidenciando a necessidade de preservacdo dessas espécies.

Dentro da familia Bignoneiacea, as espécies popularmente conhecidas como ipés estdo
distribuidas dentro de alguns géneros, como o Cybistax Mart. ex Meisn., Tabebuia Gomes ex
DC., Handroanthus Mattos, e Zeyheria Mart. (Empresa Brasileira de Pesquisa e
Agropecuaria, 2021, p. 09, 19 e 36).

2.1.1 Género Cybistax

O género Cybistax possui atualmente uma unica espécie, C. antisyphilitica, por possuir
flores de tonalidade esverdeada, sendo conhecida vulgarmente como Ipé Verde (Lohmann,
2024). As arvores dessa espécie dependem fortemente da luz solar para seu crescimento,

perdendo as folhas em épocas de maior intensidade luminosa, sendo tipicas do cerrado
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brasileiro e podendo atingir até 18 metros de altura. Possuem flores tuberosas em cores
verdes, frutos deiscentes, folhas compostas e digitadas, podendo apresentar de cinco a sete
foliolos (Guilherme et al., 2011). A floracao ocorre de abril a maio ¢ a frutificacdo de maio a
outubro (Ribeiro-Oliveira et al., 2019). De acordo com Salomao et al. (2018), em compilado
bibliografico, C. antisyphilitica é bastante utilizada na medicina por possuir compostos com
propriedades antiepiléptica, antissifilitica, analgésica, anticoagulante, anti-inflamatoria e

larvicida contra o mosquito Aedes aegypti.

2.1.2 Género Handroanthus

Apresenta predominantemente forma arborea, raramente ocorrendo como arbusto, e
encontrada em todas as regides do Brasil. Atualmente, hd 27 espécies descritas no pais, das
quais 15 s3o endémicas (Lohman, 2024). Entre elas, destacam-se H. serratifolius, H.

heptaphyllus e H. impetiginosus.

e H. serratifolius: ¢ uma espécie arborea de flores vibrantes e amarelas, recebe
popularmente o nome de Ipé Amarelo, suas folhas sdo compostas e digitadas, com
margens caracteristicas serradas, os frutos sdo capsulas deiscentes e coridceas com
sementes aladas para facilitar a dispersao por anemocoria (Carvalho, 2008). Devido a
sua alta densidade e dureza ¢ bastante utilizada na construcao civil, principalmente em
projetos que necessitam de madeira pesada como pontes e dormentes. (Empresa
Brasileira de Pesquisa e Agropecuaria, 2021, p. 13; Carvalho, 2008). Conforme De
Almeida et al. (2022), sao diversos o uso da espécie na medicina, com comprovacao
da sua eficacia na inibicdo de células cancerigenas, e a¢do antifingica sobre Candida
albicans (C.P.Robin) Berkhout, 1923) e bacteriana contra Staphylococcus aureus

(Rosenbach, F. J., 1884).

e H. impetiginosus: conhecido por Ipé Roxo, pode ser encontrado entre as regides da
América Central e Sul, onde, no Brasil, ocorre principalmente nos dominios do
Cerrado. E uma arvore que pode chegar a 30 metros de altura, com suas flores
variando entre roxo e rosa, florescimento entre os meses de maio e setembro, periodo
em que a planta perde suas folhas. Os frutos sdo em formato de cépsula e deiscentes
com sementes aladas, enquanto as folhas sdo compostas, opostas e digitadas, com

margens serrilhadas e 5 foliolos (Salomao e Camilo, 2018). A madeira pode ser usada
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na construcdo civil para acabamentos internos, confec¢do de dormentes, mourdes e
postes, fornecendo também lenha de boa qualidade para energia. E conhecida por sua
producao de componentes tanantes usados na industria farmacéutica, e por sua acao no

combate a acaros (Carvalho, 2008; Morais, 2021).

H. heptaphyllus (Mart.) Mattos apresenta flores de tonalidade rosada com 7 pétalas em
formato tubular, podem ser observadas no periodo de junho a setembro, e devido a sua
coloragdo podem ser conhecidas como Ipé Rosa. Sdo arvores que podem atingir 35
metros de altura sendo origindria da América do Sul. Apresenta folhas compostas,
opostas e digitadas com sete foliolos e margens inteiras, sendo os frutos céapsulas
secas, deiscentes e com sementes aladas (Da Silva e Lima, 2010). Devido ao porte e
exuberancia da arvore € bastante utilizada na arborizagdo urbana, sua madeira pode ser

usada na carpintaria, marcenaria € na constru¢ao civil e naval (Carvalho, 2008)

2.1.3 Género Tabebuia

O género Tabebuia passou recentemente por um processo de reclassificacdo com base

em aspectos anatomicos da madeira. Nesse contexto, suas espécies foram divididas em trés

géneros distintos: Tabebuia, Handroanthus, € Roseodendron, onde as espécies classificadas

dentro do género Tabebuia apresentam menor tamanho em suas pontoacdes (Dos Santos,

2017). Dentre as espécies deste género pode-se destacar Tabebuia aurea e Tabebuia Roseo-

alba.
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Tabebuia aurea: geralmente conhecido como Ipé Caraiba, possui flores de coloragao
dourada com floragdo de julho a setembro, e sdo arvores que podem atingir até 20
metros de altura, com folhas digitadas e coriaceas de margens lisas, sendo os frutos
capsulas cilindricas com sementes aladas. E uma espécie pioneira que pode ser
encontrada na América Central e Sul (Carvalho, 2003). Sua madeira ¢ bastante
utilizada na industria moveleira, na confeccdo de ferramentas e artigos esportivos, € na
constru¢do civil. Pela exuberancia de suas flores é comumente encontrada na
arborizacdo urbana (Oliveira, 2012). Na medicina pode ser utilizada no tratamento de

gripes, resfriados e inflamagdes (Carvalho, 2003).

Tabebuia Roseo-alba: apresenta floracdo branca nos periodos de julho a agosto, e ¢

conhecido como Ipé Branco. E uma arvore que pode chegar a 22 metros de altura,



apresentando folhas deciduas e digitadas com 3 foliolos, e os frutos sdo do tipo
capsula com sementes aladas. (Empresa Brasileira de Pesquisa e Agropecuaria, 2021,
p. 12). Sao encontradas na América do Sul, sendo bastante utilizada como planta
ornamental na arborizacdo urbana e para a fabricacdo de produtos de baixo valor

comercial, devido a madeira apresentar baixa densidade (Vieira et al, 2018).

2.1.4 Género Zeyheria

O género Zeyheria pode ser encontrado em forma de arbustos e arvores, e no Brasil é
representado por duas espécies Z. montana Mart. e Z. Tuberculosa. Para essa pesquisa foi
utilizada Z. Tuberculosa, que pode atingir até 20 metros de altura. Suas folhas sdo opostas e
cruzadas com presenc¢a de estruturas pilosas, as flores sdo amareladas. Os frutos sdo capsulas
em formato de bolsas grandes, com sementes aladas e achatadas (Carvalho, 2003). Segundo
Carvalho (2005), ¢ uma espécie que corre sérios riscos de extingdo devido ao desmatamento.
Seu fruto ¢ bastante utilizado no artesanato por comunidades locais (Carvalho, 2005; Parana,

1995).

2.2 Biologia e Ecologia do Meloidogyne enterolobii

O primeiro registro conhecido de M. enterolobii foi realizado na China, em 1983, por
Yang e Eisenback. O nematoide foi identificado apds coleta de raizes de Enterolobium
contortisiliguum (Vell.) Morong., com sintomas de parasitismo por nematoide, que
inicialmente, achavam se tratar de Meloidogyne incognita (Kofoid and White, 1919)
(Chitwood, 1949). Apds analises morfoldgicas, bioquimicas, genéticas, e de hospedabilidade
foi constatado que se tratava de uma nova espécie de Meloidogyne. No Brasil, o primeiro
relato ocorreu em 2001 nos estados da Bahia e Pernambuco em 4rvores de Goiabeira
(Carneiro et al., 2001). Através de pesquisas posteriores o M. enterolobii ganhou destaque
devido a sua alta taxa de reproducdo e ao se mostrar capaz de infectar plantas consideradas

resistentes a outras espécies do mesmo género (Brito et al., 2007).

M. enterolobii, assim como outros nematoides indutores de galha radicular,
apresentam rela¢ao endoparasitica sedentaria com suas hospedeiras, e sdo conhecidos pela
indugdo de células nutridoras no cilindro vascular e pelo desbalanco hormonal que causa
hiperplasia e hipertrofia de células adjacentes a célula nutridora, culminando com a formacao

de galha radicular (Da Silva et al., 2014).
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Ao final do ciclo de vida, as fémeas depositam ovos em massa gelatinosa ¢ um novo
ciclo se inicia com embriogénese dos ovos, levando a formacao dos estadios J1 e J2, sendo
este ultimo o estadio que eclode do ovo e penetra a raiz, migrando intercelularmente até o
cilindro vascular, local onde induz a célula nutridora, conhecida como cenocito. Apos a
inducdo do cendcito, o J2 se torna sedentario e o nematoide permanece até o final do ciclo de
vida no local de indu¢do da célula nutridora, levando a formacao, em sua maioria, de fémeas
periformes e, em condigdes especiais, de machos filiformes. O nematoide passa por 4 ecdises,
sendo a primeira dentro ovo que leva a formacdo do J2 e as demais dentro da raiz da planta
levando a formacgao de estadios salsichoides (J3 e J4), os quais sofrem a quarta ecdise e se
transformam em adultos. Os machos ndo se alimentam e deixam a raiz assim que sdo
formados. As fémeas se alimentam no cenocito até a produgdo dos ovos, quando expdem a
parte posterior do corpo para fora da raiz e liberam até 2.000 ovos envoltos em massa
gelatinosa na rizosfera, garantindo a continuidade do ciclo (Pimentel et al., 2019; Ferraz et al.,

2016, p. 124; Abad, 2008).

A formagao de galha radicular leva a reducao da formacao de raizes secundarias, o que
reduz a absor¢do de 4dgua e nutrientes pela planta. No patossistema M. enterolobii/goiabeira,
quando o nematoide ocorre em associagdo com o fungo Fusarium solani (Mart.), pode causar
a morte do sistema radicular, culminando com a murcha e declinio da planta (Moura. et al,

2008; Castro, 2024).

M. enterolobii pode ser encontrado globalmente, mas principalmente em regides
tropicais e subtropicais, Segundo Youssef et al. (2013) apud Sikandar et al. (2023) as perdas
globais relacionadas a nematoides sdo estimadas em 157 bilhdes de dolares anuais.
Meloidogyne spp. ¢ o principal nematoide causador de perdas econdOmicas a agricultura
mundial, pois parasita as mais diferentes culturas econdmicas cultivadas globalmente
(Tileubayeva et al., 2021 apud Sikandar et al., 2023). Perdas de até 65% na producao,
causadas por M. enterolobiii, foram relatadas em ensaio com tomateiro (Cetintas et al., 2007
apud Castagnose-Sereno, 2012) e de até 50% em tomateiro e abobora cultivados em casa de
vegetacao (Kiewnick et al., 2008 apud Sikandar et al., 2023). No Brasil, os principais danos
foram relatados em cultivos de goiabeira, onde, de acordo com Pereira et al., 2009 apud Da
Silva et al., (2014), os prejuizos podem chegar a R$ 112,7 milhdes. No Brasil, além da
goiabeira, M. enterolobii tem sido relatado em outras culturas econdmicas como soja, tomate,

café, e cana-de-agucar, mas sem estimativa de dano econdmico (Da Silva et al., 2014).

18



E possivel realizar o manejo integrado para prevencdo e controle de M. enterolobii,
sendo necessario a certificacdo do plantio em areas isentas do patdégeno através de analises
preliminares do solo, e a aquisi¢do de mudas de viveiros certificados, sendo fundamental o
controle dos insumos utilizados (Da Silva et al., 2014). Para o controle existem diversas
técnicas como o uso de aditivos quimicos, controle bioloégico usando bactérias e fungos, além

de cultivares resistentes (Sikandar et al., 2023).

2.3 Mecanismos Estruturais e Bioquimicos de Defesas das Plantas
As plantas sdo organismos incapazes de exercer locomog¢do ativa e, sob essa
perspectiva, para perpetuar sua forma de vida foi necessario que os mecanismos de defesa
evoluissem e se adaptassem aos diversos desafios ambientais. Dessa forma, a pressdo seletiva

atua diretamente na modificacdo morfoldgica e quimica das plantas.

Quando atacada, a primeira linha de defesa das plantas sdo os mecanismos estruturais
pré-existentes, os quais ndo necessitam de estimulo do parasita para ocorrer, sendo inerentes a
planta e inespecificos. Como exemplo temos a propria epiderme, que tem como funcao
proteger os tecidos internos, nela € possivel encontrar cera, cutina, formacao de pelos, e

tricomas (Michereft, 2001).

Uma vez ultrapassada a barreira fisica pré-existente, as plantas ainda contam com
barreiras bioquimicas ja estabelecidas. Essas substancias podem estar presentes de forma livre
no vegetal ou serem sintetizadas e aumentadas em resposta a presenca do patégeno. Algumas
delas podem ainda sofrer transformagdo estrutural, passando de atéxicas para toxicas,
ampliando sua eficicia. (Da Silva et al., 2008). Diferentes compostos de defesa podem ser
formados em reagdo a um organismo invasor como compostos fenolicos, saponinas,
glicosideos, proteinas e acidos hidrocarboxilicos (Stangarlin et al., 2011). Estes elementos
podem atuar em diversas fungdes, como repelentes ou inseticidas durante a herbivoria, agir
diretamente na inibicdo do parasita, promovendo a morte celular e, em alguns casos,

produzindo efeitos alelopaticos (Da Silva et al., 2008).

As plantas, ao perceberem estimulos abidticos e bidticos de estresse, como penetragao
de patdgenos, injlrias ou pressoes ambientais, acionam sinais que estimulam seu sistema de
defesa. Essa resposta pode ocorrer de forma enddgena, quando as moléculas sinalizadoras
partem da propria planta. Nesse caso, tais moléculas sdo formadas quando estruturas da

parede celular s3o modificadas por acdo de infecgdes, injurias e toxinas. Essas moléculas se
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ligam a receptores especificos, ativando processos relacionados a produg¢do de mecanismos de
defesa. J4 na forma exdgena, as moléculas sinalizadoras partem de organismos externos,

como as liberadas por parasitas durante a infec¢ao (Pinto et al., 2011).

Como forma de defesa, algumas plantas induzem o surgimento de novas estruturas
mecanicas, onde segundo Trindade (2021), podem ser a partir da modificagao de tecidos,
como a formacao de camadas de células suberizadas, que atuam impedindo o progresso da
infeccdo; a criagdo de zonas de abscisdo, que consiste no destacamento da 4rea contaminada
pelo patdégeno, promovendo a diminui¢ao de tamanho até se desprender completamente; além
da formagdo de tiloses e deposicoes de gomas, que isolam o patdgeno. Outra estratégia
defensiva envolve alteragdes estruturais nas células do hospedeiro, como a hipertrofia celular,
que impede que o patdégeno migre para outras células, e a deposicao de papilas que fortalecem

a parede celular (Trindade, 2021).

Além da modificagdo estrutural, pode ocorrer também a modificagdo bioquimica ¢ a
inducdo de formagdo de novos compostos. Conforme Michereff (2001), a resposta
hipersensitiva ¢ aquela que apds a sinalizagdo da infec¢do, induz a morte celular do
hospedeiro e a producdo de compostos toxicos no interior da célula morta. Entre as
modificagdes esta a sintese de proteinas soliveis toxicas ao parasita, produzidas em respostas
a infeccdo, sendo conhecidas como proteinas relacionadas a patogénese (PR), que se
acumulam no interior da célula em reposta a infec¢do pelo patdgeno (Fernandes et al., 2009).
Trindade (2021) destaca também, a produgdo de metabolitos secundarios e a inducao de

espécies de oxigénio reativo. Todo esse processo contribui para o isolamento e posterior

morte do parasita.

2.4 Metabdlitos Secundarios
Os metabolitos secundérios sdo substancias produzidas pelas plantas que ndo estdo
envolvidos diretamente em processos fisioldgicos como crescimento e maturidade e agem de
forma especifica em respostas a modificagdes bidticas e abidticas, sendo fundamentais nos
processos evolutivos e de adaptagcdo. De acordo com Pacheco e Amorim (2020), os compostos
dividem-se em trés grupos funcionais principais: terpenos, compostos fenolicos e compostos

nitrogenados.

Os terpenos, segundo Felipe e Bicas (2017), sdo compostos formados por jungdes de

hidrocarbonetos de 5 carbonos — isoprenos, e sdo classificados de acordo com a quantidade de

20



isoprenos que constituem sua formula. Os compostos de menor massa molecular apresentam
maior volatilidade, influenciam nos aromas vegetais e podem ser aplicados nas industrias
agricola, farmacéutica, alimenticia, e cosmética, como na producdo e comercializagdo de
Oleos essenciais e aromas (Peres, 2010). Nas plantas, sdo responsaveis pela atracdo de
polinizadores e dispersores, substancia de defesa contra herbivoros e patdégenos e, em alguns
casos, atuam em efeitos alelopaticos (Nascimento, 2016). Os terpenos de cardter nao volatil
como os limondides e isoprendides exercem papel fundamental no combate a fitofagia,

atuando como inseticida e em processos de estresse abidtico (Pacheco e Amorim, 2020).

Os compostos fenolicos, do ponto de vista quimico, sdo substidncias formadas por,
pelo menos, um anel aromatico, no qual um dos atomos de hidrogénio ¢ substituido por um
grupo hidroxila (Peres, 2010), podem ser sintetizados por duas rotas metabolicas: pela via do
acido chiquimico e do 4acido mevalonico (Vizzotto, Krolow e Weber, 2010). Conforme
Pacheco e Amorim (2020), quando expostas a pressdes bioldgicas e ambientais, as plantas
ativam alteragdes nas rotas de produgao de carbono, promovendo a producao de metabolitos
secundarios que atuam diretamente na resolu¢do do problema. A presenca de substancias
fenolicas confere ao vegetal maior resisténcia a organismos fitopatogénicos e estdo

envolvidos em processos de oxida¢ao (Soares, 2002).

Dentre os compostos fendlicos, destacam-se as ligninas, os taninos, os flavonoides, as
xantonas, as naftoquinonas, e os acidos fenolicos (Angelo e Jorge, 2007). Esses compostos
desempenham diversas fungdes nas plantas, incluindo a producao de substancias alelopaticas,
que sao liberadas em situagdes de competicdo e influenciadas por estimulos como
temperatura, radia¢do, disponibilidade de agua e nutrientes. Essas substancias, quando
produzidas e liberadas por uma determinada espécie vegetal, podem inibir o estabelecimento

de outras plantas e promover a sua permanéncia (Pacheco e Amorim, 2020).

Das substancias citadas, a lignina, além de conferir sustentacdo mecanica a planta,
também desempenha um papel defensivo ao reduzir a digestibilidade dos tecidos vegetais
pelos herbivoros (Taiz; Zeiger, 2007). Os taninos, por sua vez, diminuem a taxa de herbivoria,
pois tornam as plantas menos palatdveis e podem apresentar toxicidade aos herbivoros
(Monteiro et al., 2005). Ja os flavonoides sdo essenciais para a sobrevivéncia dos vegetais,
desempenhando fungdes como a atracdo de polinizadores e dispersores, devido a coloragdo

que conferem as flores e frutos (Dos Santos e Rodrigues, 2017).
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Ja os compostos denominados nitrogenados sdo substincias orgdnicas que possuem
nitrogénio em sua composi¢ao, dentre alguns exemplos temos os alcaloides e os glicosideos
cianogénicos que atuam como moléculas de defesa constitutivas contra patogenos (Taiz e
Zeiger, 2007). Os alcaloides, por exemplo, sdo amplamente utilizados nas indulstrias
farmacéutica e alimenticia para a extragdo de compostos como morfina, cafeina e codeina.
Nas plantas, sua producao ¢ intensificada em resposta a ataques de patogenos, apresentando
propriedades toxicas, como no caso da nicotina (Pacheco e Amorim, 2020). E ainda, como
exposto por Taiz e Zeiger (2007), a maioria dos alcaloides sdo venenosos para os animais,
alguns exemplos sdo a estricnina e a atropina. Da mesma forma, os glicosideos cianogénicos
passam por um processo de hidrolise quando a planta ¢ danificada. A hidrélise desses
compostos ¢ promovida por enzimas especificas, levando a formacao de moléculas toxicas

como o acido cianidrico e cetonas, agindo diretamente no combate a herbivoria (De Oliveira

et al., 2020).

2.5 Métodos de Avaliacdo Quimica em Espécies Vegetais

e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A cromatografia ¢ uma técnica de separacao fisico-quimica utilizada para separar os
componentes de uma substancia, baseada na interagdo diferencial entre duas fases: a fase
estaciondria e a fase movel. Essa separacdo ocorre devido a afinidade dos compostos com o
material utilizado na fase estaciondria (Amorim, 2019). Segundo Peres (2002), a fase
estacionaria pode ser um composto solido ou um liquido disposto em uma coluna, enquanto a
fase movel ¢ formada por um liquido ou gds que atuam como solvente, que arrasta a
substancia ao longo do percurso. Dessa forma aqueles compostos com maior afinidade com o
material na fase movel levam um menor tempo para se deslocar, enquanto aqueles com menor
afinidade passam mais lentamente. Dessa forma, ¢ possivel realizar a separagdo dos

componentes de acordo com o tempo de retencao de cada um.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) ¢ caracterizada por possuir na
fase estaciondria, particulas muito pequenas (de 3 a 10 um), o que aumenta a intera¢do com a
substancia analisada e proporciona uma separa¢ao mais eficiente dos componentes (Resque,

2022). No entanto, caso a coluna ofereca resisténcia a passagem do soluto, € necessario o uso
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de bombas de alta pressdo (até 400 bars) visando assegurar o fluxo dos compostos (Collins et

al., 1988).

De acordo com Silva e Collins (1988), o CLAE ¢ bastante utilizado para amostras com
alta instabilidade térmica ou ainda para amostras com maior polaridade e baixa volatilidade, e
possui diversas aplicagdes, como purificagdo de substancias, deteccdo de compostos ou
auxiliar na separagao de elementos indesejaveis (Goulart, 2012), sendo uma das técnicas mais
utilizadas em laboratorio devido a alta versatilidade e eficiéncia, além de ser uma técnica mais

econOmica em comparagdo a outros tipos de cromatografia (Gama, 2019).

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Propagacao de Espécies Vegetais e Conduciao do Experimento

Foram utilizadas 84 mudas de espécies nativas da familia Bignoniacea, das quais, T.
aurea, H. serratifolius, C. antisyphilitica, T. roseo-alba, e Z. tuberculosa foram compradas no
Viveiro de mudas nativas — Paisagem Nativa, localizado em Planaltina — Distrito Federal. As
mudas tinham idade entre 9 ¢ 10 meses, fruto de semeadura em tubetes, a identificagdao foi
realizada baseada em literatura consultada (100 arvores urbanas: Brasilia — guia de campo (Da

Silva, 2010) e Arvores Brasileiras (Lorenzi, 1992).

Mudas de H. heptaphyllus e H. impetiginosus foram obtidas de sementes doadas pela
Companhia Urbanizadora da Nova Capital do Brasil (NOVACAP) e do viveiro Germiverde
Sementes, localizado em Buritama - S3o Paulo. As sementes foram germinadas em papel
toalha e umedecidas com agua. Apds o surgimento das primeiras folhas definitivas, as mudas
foram transferidas para copos de plastico (Figura 01), onde permaneceram por 2 meses.
Todas as mudas foram transplantadas para vasos e sacos plasticos, conforme a Figura 02,
contendo aproximadamente 2,0 L de substrato estéril (autoclavado a 120C°/1 hora) e
constituido de composto organico, areia, e solo na proporg¢do 1:1:1. As mudas foram adubadas

com fertilizante NPK 4-14-8.
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Figura 1. Mudas de (A) Handroanthus heptaph}zllus e (B) Handroanthus impeiginosus.
Fonte: Autoria prépria.

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo da Estacdo Experimental de
Biologia da Universidade de Brasilia, durante os meses de abril a setembro de 2024, com

temperatura variando de 20 a 35 °C e umidade controlada mediante regas semanais (Figura
02).

e 4

Figura 2. Disposi¢do do Experifnento erm-C:f;lslé de Vegetacdo. Fonte: Autoria pr(')ria. |

Adotou-se como delineamento experimental o esquema fatorial 7:6:2, com 7
tratamentos, 6 repeticdes, e duas condi¢des, inoculada e nio inoculada, além do tomateiro cv.
Santa Clara (Solanum lycopersicum L.) como testemunha positiva. As plantas foram dispostas

aleatoriamente na bancada da casa de vegetacao para a realizagdo do ensaio.

3.2 Reproducio e inoculagao de Meloidogyne enterolobii
A populacdo inicial de Meloidogyne enterolobii foi obtida do Laboratorio de
Nematologia do Instituto de Biologia da Universidade de Brasilia (UnB). Os nematoides

foram multiplicados em raizes de tomateiro (Solanum lycopersicum), cv. Santa Clara. As
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plantas foram mantidas em casa de vegetacdo da Estacdo Experimental de Biologia, servindo

de fonte de inoculo para o ensaio.

Ovos e eventuais juvenis de segundo estadio (J2), presentes no momento da coleta,
foram extraidos de raizes de tomateiro utilizando-se a metodologia modificada do método de
Hussey & Barker (1973), onde raizes de tomateiro foram cortadas em pequenos pedacos e
trituradas em solugcdo de hipoclorito de sédio a 0,5% em liquidificador doméstico. A
suspensao resultante da trituragdo foi vertida em peneiras sobrepostas com malhas contendo
aberturas de 20 mesh (0,84 mm) e 500 mesh (0,026 mm), sendo o conteudo da peneira de 500
mesh recolhido em um béquer e centrifugado a 3.000 rpm/5 min. em agua, com descarte do
sobrenadante. Na sequéncia, o precipitado foi colocado em suspensao em solugdo de sacarose
(500 g de sacarose/l L de 4agua) e centrifugado a 2.000 rpm/60 segundos. Apods a
centrifugagdo, o sobrenadante foi vertido na peneira de 500 mesh e o conteudo retido na

peneira foi recolhido em béquer com auxilio de uma pisseta com agua.

A contagem e calibra¢do de ovos e juvenis de secundo estagio (J2) foi realizada em
placa de contagem com auxilio de um microscopio 6tico. A inoculagdo foi realizada com o
auxilio de uma pipeta volumétrica, por meio da abertura de furos de 4 cm de profundidade
proximos as raizes, onde foi depositado o volume calibrado de ovos e J2. Foram inoculados

3.000 ovos por planta, as quais foram mantidas por 90 dias em casa de vegetagao.

3.3 Massa radicular, contagem de galhas, e coloracio de massas de ovos
Apo6s 90 dias da inoculagdo, as plantas tiveram a parte aérea separada das raizes e as

raizes lavadas em agua corrente, secas ao ar, e pesadas para a obtengdo da massa fresca.

Para avaliar o indice de galhas e de massas de ovos foi utilizada a metodologia descrita
por Taylor e Sasser (1978). As raizes foram imersas em uma solu¢ao de floxina B a 1,5% por
aproximadamente 15 minutos, facilitando a coloragado e a identificacdo das massas de ovos. A

classificacdo dos indices foi realizada com base na Tabela 1.
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Tabela 1. indice de Galhas e Massas de Ovos.

Nimero de Galhas/Massa Indice Hospedabilidade
de Ovos
0 0 Imune
1-2 1 Alta Resisténcia

3-10 2 Resistente

11-30 3 Resisténcia Moderada
31-100 4 Suscetivel

>100 5 Alta Suscetibilidade

Fonte: Taylor e Sasser (1978).

3.4 Avaliacdo das variaveis nematologicas Fator de Reproducio e nematoides/grama de

raiz e variaveis da planta como altura e nimero de folhas

A quantificagdo de ovos e eventuais J2 por planta inoculada foi realizada em lamina de
Peters com auxilio de um microscépio Otico. Apos a contagem, o fator de reproducdo foi
calculado com base na razdo da populacdo final de ovos e eventuais J2 (Equacgido 01). A
variavel densidade de nematoides na raiz foi obtida pela razao da populagao final pela massa

radicular (Equagao 02).
Equaciao 01. Fator de Reprodugao.

PF
Fr=—
r Pl (1)

Onde: Fr = Fator de Reproducao; PF = Populacao Final; PI = Populagao Inicial.
Equacio 02. Densidade de Nematoides por raiz.

PF

Densidade de nematoides por raiz= -
Massa Radicular(g)

2)

Onde: PF = Populagao Final; Massa Radicular (g) = peso da raiz em gramas.

Avaliou-se também a altura de plantas (cm) e o numero de folhas por planta, por

ocasido da inoculagdo e avaliagdo.

3.5 Obtenc¢ao de Extratos Metandlicos
Apobs 90 dias da inoculagdo, a parte aérea das plantas foi separada das raizes e as

folhas recolhidas e armazenadas em estufa de circulacdo de ar a 40 °C por uma semana
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(Figura 03), para eliminagdo de liquidos e preparo dos extratos. Apos esse periodo, as folhas

foram trituradas com auxilio de moedor elétrico e pesadas (Figura 03).

Das 7 espécies foram preparadas 42 amostras, de plantas inoculadas e ndo inoculadas,
cada uma com 3 repeti¢des. O solvente utilizado para a formulagio do extrato foi o Alcool
Metilico na propor¢do de 20ml para cada 10g de folhas. O material foi mantido em

temperatura ambiente por uma semana. Apds esse periodo a solucdo foi filtrada e passada

para frascos esterilizados para andlise em CLAE (Figura 03).

Figura 3. Obtencao de extrato metanolico de folhas. A) Disposi¢do das mudas em estufa de
circulacao de ar; B) Armazenamento das folhas trituradas; C) Amostras finais para analise
cromatografica. Fonte: Autoria propria.

3.6 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — CLAE

O perfil cromatografico foi obtido utilizando o equipamento Hitachi (Elite LaChrom),
equipado com a coluna LiChroCART 150-4,6 Purospher STAR RP-18e (5 um). Cada amostra
foi analisada em um tempo de 55 minutos, empregando-se o método gradiente na fase movel,
com dacido fosforico a 1% (bomba A) e acetonitrila (bomba C) como eluentes. A fase

estacionaria consistiu-se em silica.

A varredura dos componentes foi realizada nas faixas A = 280nm e A = 354nm em

espectrofotometro UV/VIS.
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Para andlise dos compostos foi utilizada a biblioteca padrao disponibilizada pelo
laboratdrio de Controle de Qualidade de Farmacos e Medicamentos, € comparagao entre os
tempos de retencao e similaridade entre as amostras e o padrdo. So foram utilizadas amostras

que obtiveram pureza entre 0,9 e 1,0.

3.7 Analises Estatisticas
Todos os resultados foram submetidos a analise de normalidade e a verificagao da
homogeneidade de varidncias. Foram aplicados os testes estatisticos Tukey (T) e Mann-
Whitney (U) a 5% de probabilidade para andlise dos dados. As andlises e o processamento

dos dados foram realizados utilizando-se os softwares Google Sheets e Google Colab.

4 RESULTADOS

4.1 Reacao de plantas da familia Bignoniaceae ao nematoide M. enterolobii

Das sete espécies arboreas analisadas, nenhuma apresentou suscetibilidade ao
nematoide das galhas M. enterolobii (Tabela 2), com média do fator de reproducdo (FR)

menor que 1, indicando uma baixa taxa reprodutiva (Oostenbrink, 1966).

De acordo com Taylor e Sasser (1978), as espécies C. antisyphilitica e T. roseo-alba,
que apresentam indice de galhas (IG) e indice de massas de ovos (IMO) menores que 1, sdo
consideradas imunes ao parasita. Ja H. impetiginosus € H. serratifolius, com IG <2 ¢ IMO <
1, podem ser classificadas como altamente resistentes ou imunes. A espécie 7. aurea, que
apresentou IG e IMO < 3, ¢ considerada resistente. Por fim, H. heptaphyllus e Z. tuberculosa

demonstraram resisténcia moderada.

O controle positivo, tomateiro cv. Santa Clara (Solanum lycopersicum) apresentou
suscetibilidade com formag¢ao de galhas e massas de ovos aparentes e valores superiores em
comparagdo com as espécies analisadas, sendo classificado como suscetivel. (Figura 04).

Tabela 2. Valores Médios de Massa Radicular, Indice de Galhas (IG), Indice de Massas de
Ovos (IMO), Fator de Reprodugao (FR), e Ovos por Grama de Raiz.

Nome Cientifico Plantas Massa I1G IMO FR Ovos/g raiz
Radicular (g)
Cybistax antisyphilitica 14 0,33 0,33 0,02 5,22
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Handroanthus 8,65 3,33 2,66 0,09 35,41

heptaphyllus
Handroanthus 4,45 1,5 0,83 0,03 32,04
impetiginosus
Handroanthus 29 1,5 0 0,01 1,58
serratifolius
Tabebuia aurea 17,16 2 2,16 0,15 26,89
Tabebuia roseo-alba 63 0,66 0,16 0,03 1,86
Zeyheria tuberculosa 29,5 3,5 3,5 0,11 12,38
Solanum lycopersicum 24,1 4,41 4,08 1,57 4692
(Controle)

s . PPN R
A e CROEEIR A
Figura 4. Sintomas Observados na Amostra Controle (Solanum lycopersicum L.). A) Raiz
apos inoculacdo; B) Galhas formadas; C) Massas de ovos; D) Ovos e J2. Fonte: Autoria

propria.

4.2  Sintomas Observados
Durante o periodo experimental ndo houve diferenga estatistica na produgdo de folhas

na comparagao entre plantas inoculadas e ndo inoculadas (Tabela 03). A espécie com maior
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incremento foliar ao longo dos 90 dias de ensaio foi H. serratifolius, seguido, em ordem
decrescente por: C. antisyphilitica, Z. tuberculosa, T. roseo-alba, H. heptaphyllus, T. aurea e

H. impetiginosus.

Com relagdo a altura das plantas, somente 7. roseo-alba apresentou diferenca
estatistica entre plantas inoculadas e ndo inoculadas, onde plantas inoculadas apresentaram
maior taxa de crescimento que plantas nao inoculadas. Na Tabela 3, observa-se que as
espécies com maior crescimento, em ordem decrescente, foram: H. serratifolius, T. roseo-
alba, Z. tuberculosa, H. heptaphyllus, T. aurea, C. antisyphilitica, € H. impetiginosus.

Tabela 3. Significancia Estatistica da Influéncia da Inoculagdo na Altura e no Numero de
Folhas das Espécies Inoculadas (I) e Nao Inoculadas (NI).

Nome 'Altura 'Altura *SignificAncia IN° N° *Significancia
Cientifico (1)) (ND) estatistica Folhas (I) Folhas estatistica
(Altura) (NI (Folhas)
C"ybzst.a‘x‘ 3,76 7.70 0,69 18,66 26 0,50
antisyphilitica
Handroanthus 6.58 6,51 0,97 14,16 10,16 0,24
heptaphyllus
I.-Iandr.oc‘mthus 0.68 0,18 0,10 3 22,33 0,71
Imperginosus
Handro.ant‘hus 19.4 18,6 0,84 25,5 30 0,39
serratifolius
Tabebuia 6.45 5.7 0,76 5,16 5,33 0,96
aurea
Tabebuia 9,33 1’05 0)02 * 14’33 7,16 0927
roseo-alba
Zeyheria
8,46 12,75 0,30 14,33 24,5 0,16
tuberculosa

! Valores médios de altura e nimero de folhas calculados com base nas diferencas entre os dados obtidos no
inicio do ensaio ¢ ao final do ensaio.

ZValor-p calculado em relacdo ao valor critico a 5%.
*Resultado estatisticamente significativo a 5% de significancia.
Os sintomas nas raizes foram avaliados quanto a presenca de galhas e massas de ovos.

C. antisyphilitica (Figura SA), e T. roseo-alba (Figura 5B), ndo apresentaram galhas e
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massas de ovos estatisticamente significativas. H. serratifolius (Figura 5C) produziu poucas
galhas e sem massas de ovos. H. impetiginosus (Figura 5D), apresentou pequenas galhas e

massas de ovos.

Em T. aurea houve a formagdo de galhas e de massas de ovos em parte do sistema

radicular de algumas repeti¢des, além do engrossamento das raizes (Figura 06).

Figura 5. Sintomas Observados apds inoculacdo. A) Sistema radicular de Cybistax
antisyphilitica; B) Sistema radicular de Tabebuia roseo-alba; C) Sistema radicular de
Handroanthus serratifolius, D) Sistema radicular de Handroanthus impetiginosus. Fonte:
Autoria propria.

Figura 6. Sintomas Observados p(')s riﬁoéulagﬁo no Sistema Radicular de Tabebuia aurea.
A) Raiz; B) Massa de Ovos. Fonte: Autoria propria.
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Handroanthus heptaphyllus formou galhas evidentes distribuidas por todo o sistema
radicular, mas a producdo de massas de ovos foi menor comparada com a de galhas (Figura
7). Zeyhera turberculosa desenvolveu galhas e massas de ovos com tamanhos menores por

toda raiz, sendo possivel observar principalmente nos tecidos mais finos (Figura 08).

Figura 8. Formacgao de Galhas e Massas de Ovos em Zeyhera tuberculosa.
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4.3 Avaliacdo Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

Com o método CLAE foi possivel realizar a separacao e identificacio de compostos
presentes em 6 espécies do experimento (Tabela 4), com excegdo de H. serratifolius que nao
apresentou picos cromatograficos com valores aceitaveis para a analise, podendo indicar que
ndo possuia compostos presentes na biblioteca padrao de comparagdo, ou que o extrato ndo

continha pureza elevada.

Foi possivel identificar em C. antisyphilitica 3 compostos no comprimento de onda
UV em A = 354 nm. As figuras 9A, 9B e 9C trazem os perfis cromatograficos encontrados.
Nenhum composto apresentou diferenca nas concentragdes entre as amostras inoculadas e ndo
inoculadas. Através da comparacdo com a biblioteca padrao foi possivel identificar os
compostos rutina, hiperosideo e isoquercitrina nas repeticdes com alta similaridade ao
composto padrao (Tabela 4).

Tabela 4. Analise Cromatografica de compostos fenolicos e flavonoides, com comparacao
entre tempo de retencdo médio da amostra com o padrao.

Espécie Composto Ten}po d,e . TeIIIpO de ~ Similaridade'
retencio médio  retencao padrao
Rutina 28,68 26,68 0,99
Cybistax Hiperosideo 29,78 28,03 0,99
antisyphilitica
Isoquercitrina 32,52 28,68 0,99
Acido Cafeico 18,09 17,68 0,99
Handroanthus C
heptaphyllus Acido .
Isoclorogénico 30,78 25,04 0,99
C12
Handroanthus Criptoclorogénico 14,38 17,46 0,99
impetiginosus )
Acido Clorogénico 14,39 13,9 0,99
Criptoclorogenico 14,78 17,46 0,99
Tabebuia Acido Cafeico 18,42 17,68 0,99
aurea
Isoclorogénico
Cl2 28,67 25,04 1,0
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Isoquercitrina
Hiperosideo
Criptoclorogenico
) Acido Cafeico
Tabebuia
roseo-alba Isoclorogénico
CI2
Isoquercitrina
Zeyheria Luteolina
tuberculosa

29,60 28,68 1,0
29,88 28,03 1,0
13,72 17,46 1,0
18,41 17,68 0,99
28,65 25,04 1,0
29,87 28,68 0,99
47,52 46,6 0,99

"Indica a confiabilidade da identificagdo (1,0 = alta similaridade).
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Figura 09. Espectro de Absorcdo Uv/Vis aos picos encontrados a partir de CLAE para o

extrato metandlico para Cybistax antisyphilitica.

Isoquercitrina.

Para os extratos de H. heptaphyllus foram encontrados os compostos fendlicos acidos
cafeico e 4cido isoclorogénico C12 (Imagem 10A e 10B). A identificagdo foi feita no
comprimento de onda UV em A = 280nm. Nao houve difereng¢a na produgcdao dos compostos

durante o periodo de infec¢do. Os tempos de retencao e similaridade com as amostras padrao

pode ser encontrados na tabela 4.
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Figura 10. Espectro de Absor¢ao UV/VIS aos picos encontrados a partir de CLAE para o

extrato metandlico para Handroanthus heptaphyllus. A) Acido cafeico; B) Isoclorogénico
C12.

Em H. impetiginosus foram encontrados compostos pertencentes ao grupo dos acidos
clorogénicos com banda de absor¢do maxima em 280 nm, e tempo de retengdo médio
variando entre 14,38 e 14,39. Pela alta similaridade entre as moléculas do acido clorogénico
(acido 5-O-cafeoilquinico) e acido criptoclorogénico (4cido 4-O-cafeoliquinico), ndo foi
possivel diferenciar as duas substancias, sendo indicado uma nova corrida cromatografica
com a concentracdo dos extratos. Em comparacdo com as repeti¢des inoculadas ndo houve
diferenca estatistica na produgdo dos compostos. As figuras 11A e 11B apresentam os perfis

cromatograficos obtidos nas andlises.

Tabebuia aurea foi a espécie com o maior numero de substincias identificadas, 4cido
criptoclorogénico, acido cafeico e acido isoclorogénico C12 foram encontrados em banda de
absor¢ao maxima em 280nm, j& os picos classificados como isoquercitrina e hiperosideo em
bada de 354nm. Além disso, ndo foram observadas diferengas estatisticas significativas nas
quantidades dos compostos entre as plantas inoculadas e ndo inoculadas, indicando que a
infeccdo ndo influenciou de forma consistente na produgdo média dessas substancias. Os

cromatogramas encontrados sao mostrados nas figuras 12A, 12B, 12C, 13A ¢ 13B.
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Figura 11. Espectro de Absorcdo Uv/Vis aos picos encontrados a partir de CLAE para o
extrato de Handroanthus impetiginosus. A) Acido Clorogéncio; B) Criptoclorogénico.
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Figura 12. Espectro de Absor¢do UV/VIS aos picos encontrados a partir de CLAE para o

extrato metandlico para Tabebuia aurea. A) Criptoclorogénico; B) Acido cafeico; C)
Isoclorogéncio C12.

36



4004 , 400 Retention time: 29,887 Min
R oo g Peak name:
2 2004 T\ & s 200 £ Lambda max: 256, 352
' = al o Lambda min: 282, 237
" 'N S i Purity: 1,000000
250 300 350 400
nm
B ot TS - Retention time: 29,893 Min
] N mbd Mo - Peak name:
2 [ \ & , 2 Lambda max: 256, 353
5 200 \__— ; 200 E "
Q ) Lambda min: 282, 237
. ““ ' - o Purity: 1,000000
250 300 350 400

nm

Figura 13. Espectro de Absor¢do UV/VIS aos picos encontrados a partir de CLAE para o

extrato metandlico para Tabebuia aurea. A) Isoquercitrina; B) Hiperosideo.

No espectro de absor¢ao A = 280nm, para a espécie 7. roseo-alba, foram encontrados 3
picos correspondentes ao acido criptoclorogénico, acido cafeico, e 4cido isoclorogénico C12
(Figuras 14A, 14B ¢ 14C). No comprimento de 354 nm foi encontrado o composto
1soquercitrina (Figura 15A). Além disso, a produgdo de 4cido cafeico foi significativamente
alterada pela infec¢do, apresentando variagdes nas plantas inoculadas em comparagdo as nao

inoculadas, com diminui¢do do composto durante a infec¢ao.
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Figura 14. Espectro de Absor¢ao Uv/Vis aos picos encontrados a partir de CLAE para o
extrato metandlico para Tabebuia roseo-alba. A) Criptoclorogénico; B) Acido cafeico; C)
Isoclorogénco C12.
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Figura 15. Espectro de Absorcdo Uv/Vis aos picos encontrados a partir de CLAE para o

extrato metandlico para Tabebuia roseo-alba para o pico de Isoquercitrina.

Na espécie Z. tuberculosa, foi identificado o composto luteolina no comprimento de
onda UV A = 354 nm. Nao houve diferen¢a na produg¢do do composto durante o periodo de

inoculagdo. O perfil cromatografico pode ser encontrado na figura 16.
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Figura 16. Espectro de Absor¢ao Uv/Vis aos picos encontrados a partir de CLAE para o extrato
metandlico para Zeyheria tuberculosa para o pico de Luteolina.

5. DISCUSSAO

Para as espécies vegetais testadas, M. enterolobii ndo se mostrou virulento, sendo
classificadas como resistentes com base no fator de reprodu¢do do nematoide. No entanto,
para H. heptaphyllus, T. aurea, ¢ Z. tuberculosa, houve a formacao de galhas e de massas de
ovos nas raizes, mas com baixa taxa reprodutiva. Esse resultado ja foi relatado em outros

trabalhos envolvendo espécies de ipé.

Pimentel et al. (2021), ao investigarem a hospedabilidade de 7. aurea a Meloidogyne
spp. encontraram resultados semelhantes, com formacao de galhas em raizes, mas com baixo
fator de reproducdo. Oliveira et al. (1995), estudando a suscetibilidade de H. impetiginosus

aos nematoides Meloidogyne javanica e M. arenaria, concluiu que, mesmo com a penetracao
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na planta, as populagdes inoculadas ndo foram capazes de promover uma diferenca

significativa, ou se reproduzirem de forma eficaz.

Estes resultados podem ter sido influenciados por propriedades especificas da planta,
que apresentam caracteristicas antagonistas ao parasita, como explica Pinheiro e Pereira
(2013), essas espécies podem permitir a invasao do patdogeno, mas ndo o seu desenvolvimento
reprodutivo completo, como exemplo temos Crotalaria spectabilis, C. juneca, entre outras
espécies de Crotalaria, além de Tagetes patula, T minuta, e T erecta (Cravo-de-defunto), que
secretam substancias toxicas que afetam o parasita. Segundo Ferraz e Freitas (2008), sdo
diversas as aplicagoes de plantas antagonistas na agricultura, sendo usadas em rotacao de
culturas e em plantios consorciados em associacdo com culturas suscetiveis, como forma de
controle de fitopatdgenos. Ademais, os estudos destas plantas possibilitam a formulagdo de
novos quimicos e produtos derivados dos isolados como alternativa sustentavel para o

mercado.

No entanto, ¢ importante ressaltar que o resultado geral para a resisténcia ao parasita
pode ter sido influenciado por outros fatores, como sugere Oliveira et al. (1995) onde a
competi¢ao entre populacdes de nematoides podem resultar em perda de recursos e posterior
morte. Pimentel (2019) evidencia que a baixa hospedabilidade das espécies vegetais pode
estar também associada a baixa viruléncia das populagdes ou ainda pela variabilidade genética

das plantas.

Em Tabebuia roseo-alba, o maior crescimento de plantas inoculadas em relacdo a
plantas ndo inoculadas pode ser atribuido a variabilidade genética das plantas e ndo ao

estimulo do parasita, ja que as plantas se mostraram resistentes.

Para os compostos produzidos e detectados pela CLAE, o é4cido criptoclorogénico
(acido 4-O-cafeoliquinico) foi identificado em trés espécies diferentes, sendo elas H.
impetiginosus, T. aurea, e T. roseo-alba, apresentando tempos de retencdo proximos entre os
individuos. No entanto, ndo houve diferenga estatistica entre plantas inoculadas e nao

inoculadas, indicando que a infec¢@o ndo contribuiu ou dificultou a sintese do composto.

O é4cido isoclorogénico C12 esta presente em H. heptaphyllus, T. aurea, e T. roseo-
alba, mas sem diferenca entre plantas inoculadas e nao inoculadas, e tempo de retencao médio

variando entre 25,04 e 30,78 minutos.
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H. impetiginosus foi a Unica espécie em que o acido clorogénico foi identificado,
porém sem variagdes significativas na quantidade produzida entre plantas inoculadas e nao

inoculadas.

Compostos da familia dos acidos clorogénicos sdo substancias fenolicas com fungdo
acida. Nas plantas, desempenham papel de protegdo contra estresse oxidativo, podendo ser
percursor da lignina (Moreira, 2017), estando relacionados também com os processos de
quebra de dorméncia (De Maria e Moreira, 2004). Em alguns trabalhos (Da Silva, 2011 apud
Valette et al., 1998), o acido clorogénico foi o principal fenol associado a resisténcia de
bananeiras inoculadas com o nematoide Radopholus similis, e em pimentas infectadas com

Meloidogyne arenaria.

A isoquercitrina foi identificada nas espécies C. antisyphilitica, T. aurea, ¢ T. roseo-
alba, com tempo de retengdo proximos, sendo destacada como um flavonoide comum as
espécies. Nao foram registradas diferengas nas sinteses do composto entre os tratamentos
analisados. A isoquercitrina ¢ um flavonoide glicosilado, com aplicagdes farmacéuticas
antineoplasicas, exercendo fungdes que envolvem a regulagdo do crescimento celular e a
produgdo de antioxidantes (Rogerio et al., 2007; Silva et al., 2018). E importante ressaltar que
os flavonoides em geral participam ativamente do processo de defesa das plantas,
principalmente em intera¢des planta-nematoide, inibindo a eclosdo dos ovos, aumentando o

periodo de dorméncia dos parasitas e, em alguns casos, levando a morte (Chin et al., 2018).

A rutina foi encontrada exclusivamente em C. antisyphilitica, podendo ser indicada
como um marcador quimico em potencial para a espécie, porém sem diferencas estatisticas
para o tratamento ndo inoculado. O composto ¢ um flavonol com ampla distribui¢do no reino
vegetal. Modificagdes ambientais como incidéncia de raios solares e estresses bidtico e
abiotico podem influenciar a sua concentrag@o nas plantas (Machado et al., 2005 apud Becho
et al., 2009). Existem trabalhos onde a rutina foi uma das principais responsaveis pela morte

de juvenis de Heterodera zeae (Chin et al., 2018).

O tnico composto encontrado para Z. tuberculosa foi a luteolina, substincia detectada
exclusivamente para a espécie, podendo ser enquadrada como composto quimico de
marcacao. A luteolina ¢ um flavonoide do género flavona, e possui agdo antioxidante, anti-
inflamatoéria, e propriedades antitumorais (Aziz et al., 2018). De acordo com Chin (2018), a

luteolina ¢ um composto eficaz na redugdo da infeccdo por nematoides.
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O hiperosideo foi encontrado em C. antisyphilitica e T. aurea com tempos de retencao
médios proximos, podendo estar relacionado a estratégias de defesa das plantas, uma vez que
o hiperosideo pertence a classe dos flavonodides glicosilados, agindo diretamente na protegao

contra o estresse bidtico e abiotico (Leite, 2023).

O acido cafeico ¢ um acido fenolico com propriedades antioxidantes, anti-
inflamatoérias, antivirais, e atua no mecanismo de defesa das plantas (Aradjo, 2014), tendo
sido detectado em H. heptaphyllus e em T. roseo-alba. Nesta ultima, foi observado um
aumento na producdo de acido cafeico em individuos infectados, quando comparados aos nao
inoculados, sugerindo que a infeccdo possa ter estimulado a elevagdo dos niveis desse
composto. De acordo com levantamento feito por Chien et al., (2018), existem maiores
concentragdes de 4acido cafeico em plantas resistentes. Além disso, estudos recentes
conduzidos por Wang et al. (2024), detectaram que grandes concentragdes de acido cafeico
podem reduzir o contetido lipidico do nematoide causador da murcha do pinheiro

Bursaphelenchus xylophilus, paralisando o seu desenvolvimento.

A deteccdo dos compostos, anteriormente citados, em concentragdes similares nas
espécies de ipé€ inoculadas e ndo inoculadas com M. enterolobii, demonstra que podem ser
produzidos em plantas sem estresse bidtico, em quantidades suficientes para inibir o
parasitismo pelo nematoide. Resultado similar foi relatado por Mazzafera, Gongalves e
Fernandes (1989) em espécies de cafeeiro do tipo “Apoatad” resistente e “Mundo Novo”
suscetivel a M. incognita raga 2. Segundo os autores, ndo houve variagdo nos compostos

fenolicos produzidos entre plantas resistentes e suscetiveis.

Uma outra hipotese seria o ndo envolvimento, dos compostos detectados nesse estudo,
na resisténcia das plantas a M. enterolobii. Desta forma, estudos futuros envolvendo o efeito
in vitro desses compostos serdo cruciais para confirmar se ha ou ndo acdo nematicida ao

nematoide.
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados encontrados no trabalho e nas discussOes realizadas, ¢
possivel inferir que nenhuma espécie de ipé€ relacionada a esta pesquisa se enquadra como
hospedeira de Meloidogyne enterolobii. Dessa forma, novas pesquisas sdo necessarias para
investigar o potencial de uso dessas plantas em dreas naturalmente infestadas com o

nematoide, para fins de reflorestamento ou mesmo arborizagao urbana.

Quanto aos compostos detectados nesse estudo, nas espécies vegetais avaliadas,
destaca-se a importancia do conhecimento da fitoquimica produzida pelas plantas e seu papel
na defesa contra organismos invasores. Estudos futuros deverao ser realizados para identificar

o potencial desses compostos como moléculas nematicidas.
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