PROSPECCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS RELACIONADOS
COM A RESISTENCIA DE Psidium spp. AO NEMATOIDE
Meloidogyne enterolobii

SARA NALLIA DE OLIVEIRA COSTA

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY
RIBEIRO

CAMPOS DOS GOYTACAZES
MARCO - 2021



PROSPECCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS RELACIONADOS
COM A RESISTENCIA DE Psidium spp. AO NEMATOIDE
Meloidogyne enterolobii

SARA NALLIA DE OLIVEIRA COSTA

Dissertacao apresentada ao Centro de Biociéncias
e Biotecnologia da Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, como parte das
exigéncias para obtencao do titulo de Mestre em
Biociéncias e Biotecnologia.

Orientadora: Profa. Dra. Katia Valevski Sales Fernandes

Coorientadora: Dra. Juliana Martins Ribeiro
(Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — Embrapa
Centro de Pesquisa Agropecuaria do Tropico Semiarido —

Embrapa Semiarido)

UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE FLUMINENSE DARCY
RIBEIRO

CAMPOS DOS GOYTACAZES
MARCO - 2021



FICHA CATALOGRAFICA
UENF - Bibliotecas
Elaborada com os dados fornecidos pela autora.

C837

Costa, Sara Nallia de Oliveira.

Prospeccao de metabdlitos secundarios relacionados com a resisténcia de Psidium spp. ao

nematoide Meloidogyne enterolobii. | Sara Nallia de Oliveira Costa. - Campos dos Goytacazes,
RJ, 2021.

96 f. :il.
Bibliografia: 14 - 44.

Dissertacao (Mestrado em Biociéncias e Biotecnologia) - Universidade Estadual do Norte
Fluminense Darcy Ribeiro, Centro de Biociéncias e Biotecnologia, 2021.
Orientadora: Katia Valevski Sales Fernandes.

1. Goiabeira. 2. Aracazeiro. 3. Meloidoginose. 4. Metabdlitos secundarios. |. Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro. II. Titulo.

CDD - 570




PROSPECCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS RELACIONADOS
COM A RESISTENCIA DE Psidium spp. AO NEMATOIDE
Meloidogyne enterolobii

SARA NALLIA DE OLIVEIRA COSTA

Dissertacédo apresentada ao Centro de Biociéncias e Biotecnologia da Universidade
Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, como parte das exigéncias para
obtencéo do titulo de Mestre em Biociéncias e Biotecnologia.

Aprovada em 10 de margo de 2021.

Comissao Examinadora:

Profa. Dra. Olga Lima Tavares Machado (Membro interno - UENF)

Dr. Anténio Jesus Dorighetto Cogo (Membro interno - UENF)

Prof. Dr. Marcio dos Santos Teixeira Pinto (Membro externo - UFT)

Profa. Dra. Katia Valevski Sales Fernandes - Orientadora

Dra. Juliana Martins Ribeiro - Coorientadora



10

Governo do Estado do Rio de Janeiro
Secretaria de Estado de Ciéncia e Tecnologia

Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro
SECRETARIA ACADEMICA/REITORIA

DEFESA DE DISSERTACAO DE MESTRADO

Aluno: Sara Nallia de Oliveira Costa Matricula: 201912120015

Programa: Biociéncias e Biotecnologia
Orientador:

Area/Linha: Biologia Celular/Biologia Vegetal, Bases Bioquimicas e Moleculares de Defesa de Plantas

B Katia Yalevski Sale Fernanldes
Titulo: Prospecc¢io de metabolitos secundarios relacionados com a resisténcia de Psidium spp. ao nematoide

Meloidogyne enterolobii.
Resultado final:

APROVADO REPROVADO I:l Data da defesa: 10/03/2021
Resultado final adiado em razao de:
MODIFICAC()EE' NOVA DEFESA |:| Prazo: (3 2 6 meses)
Banca examinadora:
Membro Titulo Assinatura -
Katia Valevski Sales Fernandes (Presidente) D.Sc. \IJM albv:wu\&-
Antonio Jesus Dorighetto Cogo D.Sc. Lm onbo va_., %& lc
Juliana Martins Ribeiro D.Sc. ¥ o ﬁ]omm ~~~~~~~~~~~
Marcio dos Santos Teixeira Pinto D.Sc. : Nrolons b A, At G:;,
Olga Lima Tavares Machado D.Sc. L///'\/‘)” T 4 / ctiapls
Observacgoes:

A participagao dos professores Katia Valevski Sales Fernandes, D.Sc., Juliana Martins Ribeiro, D.Sc., Olga Lima

Tavares Machado, D.Sc., Anténio Jesus Dorighetto Cogo, D.Sc. e Marcio dos Santos Teixeira Pinto, D.Sc. aconteceu
por videoconferéncia segundo Resolugio CPPG 01/2016.

Em / /
Arnoldo Rocha Facanha
Coordenador do Programa de Pés-Graduagao em Biociéncias e
Biotecnologia
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagao
Emitido em 23/02/2021 19:09 Av. Alberto Lamego, 2000 - Parque Califérnia - Campos dos Goytacazes/RJ - 28013-602 Pagina 1/5

Tel.: (22) 27486039 - correio eletronico: secretariaacademica@uenf.br



Dedicatoria

Com amor, aos meus ancestrais
gue abriram os caminhos.



Agradecimentos

A maior forca do universo, por me permitir errar, aprender e crescer, por me
ensinar compreensao e tolerancia na construgcdo do meu caminho, mantendo viva a
fé em mim;

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
pela concessao da bolsa de estudos nos anos de Curso do mestrado;

Ao Programa de Biociéncias e Biotecnologia da Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro por oportunizar o estudo e o desenvolvimento da
Ciéncia;

A Professora Katia, pela orientagdo, competéncia, profissionalismo e
dedicacao tao importantes;

A Pesquisadora Juliana, pela coorientagéo, conhecimento compartilhado, afeto
e empatia. Nao teria chegado neste ponto sem o seu apoio;

Ao Pesquisador José Mauro da Cunha e Castro e a EMBRAPA Semiarido pela
colaboracédo com o fornecimento das plantas Psidium spp. para este estudo;

A Professora Michelle Muzitano, Professor Rafael Garret e Marcos Vinicius
Toledo, da Universidade Federal do Rio de Janeiro, pela colaboracdo com as analises
metaboldomicas em LC-MS;

Ao Professor Humberto Ramos, da Universidade Federal de Vicosa, pelos
conhecimentos compartilhados no tratamento de dados e identificacdo de substancias
guimicas;

Aos membros da banca examinadora que tdo gentilmente aceitaram participar
e colaborar com esta dissertacao;

A minha mae Dina Amélia e ao meu irmao Leonardo por sonharem comigo que
esta realizacéo seria possivel;

Ao meu parceiro e incentivador, Allan. Eu te quero bem, tanto e tanto;

Ao meu sobrinho Benicio, por me ensinar amor sensivel e incondicional,

Aos meus amigos: Adriana, Sara, Mariana e Bruno, por sempre se orgulharem

das minhas conquistas, por ndo soltarem minha mao e serem a familia que eu escolhi.



Epigrafe

Juntas, serdao uma forca.
(Bertha Lutz)



RESUMO

A goiabeira (Psidium guajava L.) pertence a familia Myrtaceae e € uma espécie
tropical da América do Sul, considerada a 112 fruteira de maior importancia econémica
no Brasil. Seu fruto pode ser consumido in natura e em diversos produtos derivados.
Ha também interesse da farmacologia em seu potencial biotecnolégico, a partir de
relatos de atividades bioativas. Entretanto, interacdes sinérgicas entre o nematoide
Meloidogyne enterolobii e o fungo Fusarium solani, ocorrentes nas raizes destas
plantas, acarretam uma sintomatologia que decorre na formacdo de galhas e
apodrecimento das raizes. Aracazeiros P. guineense e P. cattleianum ja foram
identificados como sendo resistente e imune, respectivamente, ao nematoide. Neste
contexto, este trabalho objetivou realizar uma comparacéo dos perfis metabolémicos,
a partir de amostras de raizes de P. guajava, P. cattleianum e P. guineense, infectadas
e nao infectadas por M. enterolobii, visando a prospeccao de metabolitos secundarios,
como recursos bioquimicos com potencial ao controle do nematoide, através da
espectrometria de massas acoplada a cromatografia em fase liquida (LC-MS). Os
resultados encontrados indicaram que os metabdlitos secundarios alterados apoés a
infeccéo, produzidos ou suprimidos, sdo, em sua maioria, de natureza quimica polar
com agrupamentos diferencialmente produzidos de taninos hidrolisaveis e lignanas
nas espécies P. guineense e P. cattleianum. Também foi identificado um agrupamento
de substancias apolares, da classe dos terpenos. Foi possivel observar que o
metaboloma das espécies passou por regulacdo apos a infeccdo, mostrando que a
técnica da analise metabolbmica € bastante promissora nos avancos a descoberta
sobre a resisténcia ao nematoide. No entanto, estudos complementares ainda sao
necessarios para aprofundar todo o universo de alteracfes induzidas pela interacéo

com o nematoide.

Palavras-chave: Goiabeira; Aracazeiro; Meloidoginose; Metabdlitos secundarios.



ABSTRACT

Guava tree (Psidium guajava L.) belongs to the Myrtaceae family and is a tropical
species from South America, considered the 11th fruit tree of greatest economic
importance in Brazil. Its fruit can be consumed in natura and in several derived
products. There is also an interest in pharmacological biotechnological potential,
based on reports of its bioactive activities. However, synergistic interactions between
the nematode Meloidogyne enterolobii and the fungus Fusarium solani, occurring in
the roots of these plants, cause a symptom that results in the formation of galls and
rotting of the roots. P. guineense and P. cattleianum have already been identified as
being resistant and immune species, respectively, to the nematode. In this context,
this work aimed to make a comparison of the metabolomic profiles, from samples of
roots from P. guajava, P. cattleianum and P. guineense, infected and not infected by
M. enterolobii, aiming at the prospecting of secondary metabolites as resources
biochemicals with the potential to control the nematode, through mass spectrometry
coupled to liquid chromatography (LC-MS). The results obtained indicate that the
secondary metabolites modified after infection, either produced or suppressed, are
mostly of a polar chemical nature with differentially expressed groupings of
hydrolysable tannins and lignans in the species P. guineense and P. cattleianum. A
grouping of nonpolar substances, of the terpene class, were also identified. It was
possible to observe that the metabolome of the species went through regulation after
the infection, revealing that the technique of the metabolomic analysis is very
promising in the advances for the discovery of the resistance to the nematode.
However, further studies are still needed to deepen the entire set of changes induced

by the nematode infection.

Keywords: Guava tree; Brazilian guava tree; Meloidoginosis; Secondary.
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1. INTRODUCAO
1.1. Goiaba e sua importancia

A familia Myrtaceae é caracterizada por plantas dicotileddneas pertencentes
ao grupo das Angiospermas. Dentre seus 130 géneros botanicos, o género botanico
Psidium abrange 150 espécies, sendo Psidium guajava L., conhecida como goiabeira,
a mais importante das mirtaceas (Silva et al., 2010).

A temperatura ideal para a frutificacdo da goiabeira é entre 25 e 28 °C, mas
tolera temperaturas até 46 °C. A planta pode atingir entre 3 e 10 m de altura (Figura
1A), suas raizes adventicias séo superficiais com casca lisa, variando nos tons verdes
a marrom, com desprendimento de finas camadas. O fruto € carnoso em formato de
globo ou ainda ovoide, possuindo entre 4 e 10 cm de diametro e peso variando de 100
a 450 g. A casca pode se apresentar na cor verde-clara a amarelo-brilhante (Figura

1B) e a polpa pode ser vermelha, rosa, amarela ou branca (Ngbolua et al., 2018; Silva
et al., 2010).

Figura 1 — P. guajava cv. Paluma (A) e seu fruto (B) (Watanabe, 2007).

A goiaba constitui uma importante fonte de acido ascérbico (vitamina C) com
niveis seis a sete vezes maiores que em outros frutos citricos, ainda rica em fibras. O
fruto também contém altos teores de acgucares, retinol (vitamina A) e vitaminas do

grupo B, como a tiamina (vitamina B1) e a niacina (vitamina B3), e teores significativos
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de fosforo, potéssio, ferro e célcio (Kamath et al., 2008; Ngbolua et al., 2018).

Ha um crescente interesse biotecnoldgico em P. guajava, em funcdo das suas
propriedades farmacolégicas e ac¢fes antioxidante, anti-inflamatdria, antibacteriana,
antifingica, antidiarreica, antidiabética, anti-hiperlipidémica, cardioprotetora,
antimutagénica, hepatoprotetora e larvicida. As folhas de P. guajava contém um 6leo
essencial rico em compostos fenodlicos dos grupos dos taninos e flavonoides,
alcaloides e dezenas de terpenoides, como saponinas, sendo 0 acido corosolico, o
principal triterpenoide (Chandnani et al., 2020; Chao et al., 2020; Felix, Pereira e
Mendes, 2020; Ngbolua et al., 2018).

Na figura 2A, tem-se a estrutura base no qual diferentes radicais podem ser
atribuidos aos terminais R, obtendo-se os seguintes compostos: quercetinas, 3-O-L-
arabinofuranosideo, 3-O-a-L-arabinopiranosideo, 3-O--D-glucosideo, 3-O-(3-D-
galactosideo, 3-O-3-L-rhamnosideo, 3-O-3-D arabinopiranosideo, 3-O-gentiobiosideo
e 4’-glucuronideo. Em 2B, triterpenos: 0s acidos guavanoico, guavacumarico,
guajanoico, ursolico, 2a-hidroxiursdlico, maslinico, asiatico, jacumarico e

isoneriucumarico (Ngbolua et al., 2018).

*) OH

HO O

OH O

Figura 2 - Estruturas quimicas de fitoquimicos isolados de folhas de P. guajava: quercetina e
glicosideos (A); e &cidos triterpénicos (B) (Ngbolua et al., 2018).

De acordo com o estudo de Chao et al. (2020), foi possivel determinar nove
triterpenoides em P. guajava que demonstraram boa atividade de inibicdo de o-

glucosidases e assim, potencial atividade no tratamento de diabetes. Na figura 3, tem-
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se a estrutura base desses triterpenoides, onde nas terminac¢des R ocorrem variagoes
de oxigénio (O), hidroxila (OH), metil (CHs), cis-p-cumaroil e trans-p-cumaroil: os
acidos asiatico, maslinico, corosdlico, 33-O-cis-p-cumaroil-2a-hidroxi-olean-12-en-28-
oico, 3B-O-cis-p-cumaroil-2a-hidroxi-urs-12-en-28-oico, 3B-O-trans-p-cumaroil-2a-
hidroxi-olean-12-en-28-oico, 3B-O-trans-p-cumaroil-2a-hidroxi-urs-12-en-28-oico,

oleandlico e ursdlico, sugerindo que sejam biomarcadores desta espécie.

cis-p-cumaroil

X
HO O
trans-p-cumaroil
O
X

HO

Figura 3 - Estrutura quimica para nove triterpenoides de P. guajava (Chao et al., 2020).

Em 2020, foram muitos os estudos promissores relacionados aos metabalitos
produzidos por P. guajava. Neste ano, pela pandemia causada pelo SARS-CoV-2
(novo coronavirus), os metabdlitos secundarios de P. guajava L., destacando o
flavonol morin-3-O-arabinosideo e o flavonoide isoquercetina, mostraram uma ligacéo
consideravel as proteinas-chave, TMPRSS2, proteina spike e ACE2, envolvidas na
viruléncia de SARS-CoV-2 (Jesus et al.,, 2020). Tem-se, ainda, um interesse na
zootecnia relativo a alimentacdo de animais, tendo sido demonstrado que a
incorporacdo de subprodutos de goiaba na dieta de ovinos em confinamento é
adequada para a manutencdo do bom desempenho e viabilidade econdémica do
sistema (Costa et al., 2019).

Em todo o mundo, os principais produtores de goiaba s&o Paquistdo, Brasil,
México, Italia, Grécia e outros paises do mediterraneo (Salazar et al., 2006). No

agronegocio brasileiro, importante na geracdo de empregos e no Produto Interno
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Bruto (PIB) (ESALQ/USP e CNA, 2019), o cultivo da goiaba possui grande relevancia,
principalmente nos estados de Pernambuco e S&o Paulo em que a producéo se
destina tanto as industrias para fabricacédo de produtos como geléias, doces, sorvetes,
“guatchup”, como ao seu consumo in natura (Ribeiro et al., 2018a).

A goiabeira, com destaque para a cultivar “Paluma”, € a 112 fruteira de maior
importancia econdmica no Brasil (Antonio e Santos, 2020). Nesse contexto, estao
apresentados abaixo alguns graficos (Figura 4) obtidos dos Bancos de Tabelas
Estatisticas gerados pela plataforma do Sistema IBGE (Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica) de Recuperacdo Automatica (SIDRA), comparando o

crescimento nos ultimos 10 anos (2010 — 2019) do agronegdcio nacional da goiaba.

(B) Area colhida (hectares)
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Figura 4 - Representac¢des gréficas obtidas pelos Bancos de Tabelas Estatisticas do Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE) com comparacao do crescimento, nos ultimos 10 anos (2010 — 2019),
do agronegdcio nacional da goiaba: Area plantada ou destinada & colheita (hectares) (A), Area colhida
(hectares) (B), Quantidade produzida (toneladas) (C) e Valor da producgdo (mil reais) (D) (“Sistema
IBGE de Recuperagdo Automatica - SIDRA”, 2020).

De acordo com os dados publicados, o0 aumento crescente de area plantada ou
destinada a colheita do agronegdcio total alcangou, em 2019, 81.176.283 hectares e
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80.576.400 hectares de area colhida. De 2010 a 2017, as areas para cultivo e colhidas
de goiaba eram de 0,02% (19.412 e 19.324 hectares, respectivamente) dos territérios
totais agricultaveis. A partir de 2018, teve-se um aumento para cerca de 0,03%
(22.269 e 22.128 hectares, respectivamente) (Figuras 4A e 4B).

Observa-se, pela figura 4C, que mesmo com o periodo da crise politico-
econdmica do Brasil que se iniciou em 2014, conhecida como grande recessao
brasileira (Filho, 2017), houve um crescente aumento da producao de goiaba ao longo
desta década, alcangcando 584.223 toneladas em 2019, acompanhada do rendimento
médio da producdo com 26.402 quilogramas por hectare. Com isso, todo o
agronegocio brasileiro movimentou, s6 em 2019, cerca de 361 bilhdes de reais, dos
guais, nos anos de 2018 e 2019, a goiaba mostrou evidente aumento de valor de
producéo, 23% (800 milhdes) e 26% (927 milhdes de reais), respectivamente (Figura
4D) (“Sistema IBGE de Recuperacao Automatica - SIDRA”, 2020).

Por esse motivo, ha elevado interesse de grandes empresas detentoras de
importantes patentes, como a Pioneer Hi-Bred International, E.l. Du Pont De Nemours
and Company, 2Blades Foundation, Syngenta Participations Ag e a Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (Embrapa), em pesquisas visando a melhoria na

producédo deste recurso.

1.2. Meloidogyne enterolobii (sin. M. mayaguensis) e a doenca-das-galhas

Os nematoides participam de todos os niveis tréficos da cadeia alimentar do
solo e, com isso, sdo 0s animais mais abundantes da Terra. De acordo com estudo
realizado por Hoogen et al. (2019) com o intuito de compreender a abundancia global
do Filo Nematoda, os mapas obtidos demonstram que uma biomassa total de
nematoides de aproximadamente 300 milh6es de toneladas habitam solos das
superficies em todo o mundo, sendo mais abundantes nas regides subarticas com
38% do total, 24% nas temperadas e 21% nas regides tropicais.

Na Figura 5, tem-se 0 mapa global da densidade populacional de nematoides
por 100 g de solo. As densidades mais baixas foram mostradas nos desertos mais
guentes como o0 Deserto do Saara, Deserto de Gobi e Deserto de Kalahari, regides

gue séo caracterizadas por estoques de carbono orgéanico no solo (SOC) muito baixos.
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Figura 5 - Mapa global da densidade de nematoides do solo na escala de pixels de 30 arco-segundo
(aproximadamente 1 km?). Nimero de nematoides por 100 g de solo seco (Hoogen et al., 2019).

Sao conhecidas aproximadamente 4.100 espécies de fitonematoides. Os
nematoides parasitas de plantas (NPPs) podem ser subdivididos em: i) ectoparasitas
migratorios — aqueles que se alimentam em locais diferentes e penetram no tecido
vegetal apenas usando o estilete de alimentacéo; ii) endoparasitas migratorios —
migram para dentro do tecido causando danos; iii) endoparasitas sedentarios —
induzem os centros de alimentacdo com as células multicelulares e hipertrofiadas. Os
dois principais PPNs no grupo sedentario sdo os nematoides-das-galhas do género
Meloidogyne e os nematoides-dos-cistos, pertencentes aos géneros Globodera e
Heterodera (Sato, Kadota e Shirasu, 2019). Tem-se, ainda, a classificagdo um quarto
grupo, chamado de semiendoparasitas, em que a parte anterior do corpo se mantém
nos tecidos vegetais, enquanto a parte posterior fica do lado de fora (Shah e
Mahamood, 2017). Em todo o mundo, h4 mais de 100 espécies descritas de
nematoides-das-galhas (“root-knot nematodes” — RKN) (Przybylska e Obrepalska-
Steplowska, 2020).

Na figura 6, tem-se um esquema que demonstra as estratégias de infeccéo dos
NPPs. Em 6A, os ectoparasitas absorvem os nutrientes sem invadir a raiz da planta e
induzem a formacado de células de nutricdo; em 6B, os endoparasitas migratérios se
movem e se alimentam do tecido vegetal, e os sedentérios incluem os nematoides-
das-galhas e os nematoides-dos-cistos (“cyst nematode” — CNs); em 6C, 0s juvenis
de Meloidogyne em fase J2 entram raiz, migram intercelularmente para o cilindro

vascular, estabelecem as células gigantes, tornam-se sedentarios e absorvem
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nutrientes e agua atraves do estilete de alimentacao e as fémeas adultas formam uma
massa de ovos; em 6D, J2 de nematoides-dos-cistos se movem dentro da raiz
intracelularmente, também se tornam sedentéarios e as fémeas adultas retém parte
dos ovos dentro do corpo, formando um cisto apés a morte (Sato, Kadota e Shirasu,
2019).

Tecido vascular o
Periciclo — '
Endoderme —— (B) Endoparasitas
Cértex — migratorios
Epiderme

Massa de ovos

‘ Cisto
-~

(D) Endoparasitas
sedentérios (CN)

Juvenis no segundo
estagio

Figura 6 - Estratégias de infec¢@o de nematoides parasitas de plantas (NPPs) (Sato, Kadota e Shirasu,
2019).

Na lista dos 10 principais fitonematoides, Meloidogyne spp., pertencente a
classe Chromadorea, da familia Meloidogynidae, ocupa posicéo de lideranca (Jones
et al.,, 2013). Este género possui uma distribuicdo mundial, principalmente em
territérios de clima tropical, e parasita quase todas as espécies de plantas superiores,
contribuindo para sua posicdo de destaque como fitoparasita economicamente
importante (Coyne, Nicol e Claudius-Cole, 2007; Tylenchida et al., 2019).

A goiabeira é atacada por 80 espécies diferentes de pragas e doencas, entre
elas o nematoide-das-galhas, Meloidogyne enterolobii. Este é o principal agente
causador da morte de plantas em areas de cultivo no Brasil (Ribeiro et al., 2018b).

Desde 2001, a meloidoginose, conhecida também como “declinio da goiabeira”,

causa perdas econdmicas diretas e indiretas para toda a cadeia produtiva da goiaba
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(Ribeiro et al.,, 2019). Num estudo realizado nos estados da Bahia, Ceard,
Pernambuco, Rio Grande do Norte e Rio de Janeiro, quanto a infeccdo de goiabeiras
por este fitonematoide, reportou-se uma perda de US$ 60 milhdes, desconsiderando
ainda os impactos em outros setores da cadeia de producao (Pereira et al., 2016).

M. enterolobii é a praga mais prejudicial por causa de sua ampla gama de
hospedeiros, sua agressividade e capacidade de superar a resisténcia de diversas
plantas (Prabhu et al.,, 2020). Ha, ainda, os primeiros registros de M. enterolobii
atacando gardénia jasminoide (Sun, Long e Lu, 2019), amoreira (Sun, Long e Lu,
2019), canhamo (Ren et al., 2020) e gengibre (Zhuo et al., 2018), na China; mirtilo,
nos EUA (Moore et al., 2020); bananeiras (Luquine et al., 2018) e amoreira brasileira
(Soares, Lopes e Dias-Arieira, 2018) no Brasil; e ainda goiabeiras (Bhati e Parashar,
2020; Satya Kumar, 2018), na india. Em 2020, foi publicado um artigo quanto ao
problema emergente no distrito Ratlam, na india, em que os agricultores relatam
nunca terem visto esse tipo de doenca de raiz em suas aldeias, levando a uma perda
da produtividade de 45 a 85% (Singh, 2020).

A meloidoginose ou doenca-das-galhas em goiabeira € considerada uma
interacdo complexa entre M. enterolobii e o fungo Fusarium solani. A planta infectada
por este nematoide apresenta crescimento atrofiado; as folhas exibem amarelamento;
0 numero e o tamanho das flores e dos frutos ficam reduzidos; nas raizes observam-
se galhas de grande porte e mdultiplas; e o sistema radicular se torna pouco
desenvolvido e este quadro sintomatologico pode evoluir para a morte da arvore
(Prabhu et al., 2020). A formacao das galhas nas raizes e a descoloracao das folhas
€ apenas o sintoma primario, sendo este agravado pela podriddo acarretada pelo
fungo fitopatogénico (Chiamolera et al., 2018).

Na Figura 7, tem-se o ciclo completo do Meloidogyne, parasita sedentario
obrigatério que requer a infeccdo de uma planta hospedeira para completar seu ciclo
de vida. Inicia-se com a deposicao de 400-500 ovos pelas fémeas em massas de ovos
situadas na superficie das raizes, em contato com o solo, ou dentro dos tecidos da
planta. Juvenis de segundo estadio (J2) eclodem dos ovos e entram nas raizes;
migram intercelularmente em direcdo a parte central onde se encontram os feixes
vasculares e, com golpes de estilete, liberam enzimas que induzem, dentro das raizes
das plantas hospedeiras, a formagéo de estruturas Unicas do local de alimentacéo,
denominadas cendcitos (células gigantes multinucleadas, hipertrofiadas e

metabolicamente ativas). Apds duas ecdises ou trocas de cuticulas, J3 e J4 passam
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a direcionar os nutrientes aos nematoides que gradualmente se tornam obesos e
sedentarios. Os machos voltam a condicdo vermiforme, abandonam as raizes e
retornam ao solo. As fémeas adultas depositam ovos, que irdo dar origem aos novos
juvenis infecciosos (Ibrahim et al., 2019) e completam seu ciclo de vida (trés a quatro
semanas), huma temperatura ideal de 25 °C (Bozbuga et al., 2018; Ferraz e Brown,
2016; Ibrahim et al., 2019; Leal-Bertioli et al., 2016).
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Figura 7 - Modelo esquematico do ciclo de vida dos nematoide-das-galhas, Meloidogyne spp. (Ibrahim
et al., 2019).

1.2.1. Psidium spp. resistente e imune ao nematoide parasita de plantas

Depois que um patdégeno infecta a planta hospedeira, a mortalidade do
hospedeiro € fortemente correlacionada a sua taxa reproducdo (Zhang et al., 2019).

De acordo com o Fator de Reproducéo (FR), obtido pela raz&o entre a populagéo final
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e a inicial de fitonematoides apds a infeccdo dos juvenis de segundo estadio, €
possivel definir a planta como: i) suscetivel - que possui FR igual ou superiora 1,0 e
o parasito ira alcancar a fase adulta; ii) resistente - FR é inferior a 1,0, o parasito atinge
a fase adulta, mas a reproducéo néo levara a uma producdo de ovos e juvenis de
segundo estadio maior que aquela inoculada, e iii) imune - em que o FR € igual a zero
e 0 nematoide ndo consegue infectar as raizes da planta (Filho e Dallagnol, 2018).

No estudo realizado por Sreekavya et al. (2019), com o objetivo de avaliar a
reacao de acessos de Psidium spp. a diferentes niveis de inoculagédo de M. enterolobii,
nao foram observadas galhas complexas ou de alimentacdo em P. cattleianum. Todas
as plantas dessa espécie, popularmente conhecida como aracgazeiro, foram imunes
ao nematoide (Miranda et al., 2012) com FR 0,003 (<1,0). Em acessos de P. guajava,
o fator de reproducao foi igual a 1,610 (FR>1,0), considerada, entdo, suscetivel
(Castro et al., 2016). Quanto a P. guineense, que possui similaridade genética de
81,4% com P. guajava (Oliveira et al., 2019) o fator foi de 0,90 (FR~1,0) (Souza et al.,
2016), classificada como resistente.

Na figura abaixo, observam-se os frutos de P. guineense (Figura 8A) e P.

cattleianum (Figura 8B).

Figura 8 - Espécies de Psidium: P. guineense (A) (Emmanoel et al., 2013) e P. cattleianum (B) (Franzon
e Sousa-Silva, 2009).
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1.2.2. Medidas de controle do fitonematoide

No Brasil, pela Embrapa Semiarido, por meio do melhoramento classico, obteve
o hibrido ‘BRS Guaraga’, registrado pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) para ser utilizado como porta-enxerto de goiabeira. Esse
porta-enxerto, resistente a M. enterolobii, originou do cruzamento entre uma planta-
mae (P. guajava — espécie suscetivel) e uma planta-pai, um aragazeiro (P. guineense
— espécie resistente). Em testes realizados a campo, este hibrido foi compativel como
porta-enxerto para as goiabeiras “Paluma” e ‘Pedro Sato”, além de resistente a M.
enterolobii (Ribeiro, 2019; Souza, Santos e Costa, 2018).

Na figura 9A, tem-se o ‘BRS Guarag¢d’ com 10 anos desde o plantio, resultado
do cruzamento supracitado, e em 9B os cultivos de goiabeiras e aracazeiros, em
Petrolina, PE, no Campo Experimental de Bebedouro, pertencente a Embrapa
Semiarido, destacando, a direita, aqueles sem o porta-enxerto.

Figura 9 — Campo experimental de Bebedouro da Embrapa Seminério (Petrolina - PE): ‘BRS Guaraca’
com 10 anos de plantio apds cruzamento (A) e cultivo de goiabeiras e aracazeiros (B). Em destaque, a
direita, goiabeira sem o porta-enxerto com sintomas de deficiéncia nos tecidos vegetais (B). Fonte:
(Autoria prépria).

Entretanto, mesmo que o “BRS Guaracad” constitua um método de controle
efetivo, é necessario dar continuidade aos programas de melhoramento genético, pois
a resisténcia desta cultivar pode ser quebrada futuramente pelo parasita.

Além dos programas de melhoramento genético de Psidium spp., outros
estudos continuam sendo conduzidos visando ao controle deste patdogeno. De acordo
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com as recomendac0des, deve-se optar por um plano de controle com duas ou mais
taticas (Moura et al., 2014; Ntalli et al., 2020).

No manejo de areas infestadas, tém-se como praticas: i) Pousio — repouso da
area por 1 a 12 meses; ii) Alqueive — eliminacdo de toda vegetacdo da area; iii)
Inundacéo do solo — a fim de reduzir a concentracdo de oxigénio; iv) Rotacdo de
culturas com vegetais nao hospedeiros de um determinado nematoide; e v) Cultivo de
plantas-armadilha suscetiveis ao nematoide — controle natural (Silva et al., 2010).
Contudo, para as areas de cultivo de goiabeiras que tenham sido infectadas por
nematoides, a estratégia da rotacdo de culturas ndo € recomendada, pois a
caracteristica perene da espécie vegetal limita 0 sucesso dessa préatica de controle
(Halbrendt e Mondia, 2004).

No controle biolégico, buscam-se estratégias de controle inoculativo ou
inundativo baseada no crescimento de populacdes inimigas. Num trabalho de Bellé et
al. (2019), foi demonstrado que plantas daninhas apresentaram suscetibilidade a
infestacdo por M. enterolobii, podendo, assim, serem usadas, no controle natural,
como armadilhas para o nematoide e, consequentemente, o parasita nao iria buscar
as espécies de interesse na producdo. Mas, muitos estudos ainda precisam ser
realizados.

Os nematicidas (controle quimico) disponiveis no Brasil, pertencentes aos
grupos quimicos dos carbamatos e organofosforados, sdo altamente téxicos ao ser
humano e ao ambiente e, de modo geral, sem muita eficiéncia do controle do M.
enterolobii. Até 0 momento, ndo existem nematicidas registrados no Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento para utilizacdo na cultura da goiabeira (Ribeiro
et al., 2018b).

Ainda ndo foram respondidas as perguntas relacionadas ao que rege
suscetibilidade e a resisténcia de Psidium spp. ao nematoide M. enterolobii ao nivel
molecular. Neste contexto, a resisténcia genética assume um papel muito importante
no manejo deste parasita. Com o conhecimento sobre a defesa das plantas é possivel
fornecer estratégias para intervir no ponto de percepc¢ao do fitopatdgeno.

Faz-se necessario que em 50 anos a producdo de alimentos seja dobrada.
Acredita-se que 70% desse aumento devera ser alcancado através da admisséo

desses novos estudos (Esse, Reuber e Does, 2020).
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1.3. Mecanismos de defesa vegetal contra nematoides

O triangulo das doencas representa a interacao de trés vias na progresséao de
fitopatologias e a infec¢do é, portanto, o efeito liquido da interacdo entre o patégeno,
0 ambiente e a planta hospedeira. As plantas sdo frequentemente atacadas por
patdgenos, que buscam alimento para sua sobrevivéncia e reproducdo. Com isso,
esses organismos vegetais sdo capazes de ativar respostas imunoldgicas contra os
ataques desses invasores (Castro-Moretti et al., 2020; Hou et al., 2019; Pandey e
Senthil-Kumar, 2019).

A partir de sinais no reconhecimento do patdégeno, as plantas possuem a
capacidade de induzir o processo de defesa vegetal, por: i) resposta hipersensitiva
(HR), que se constitui na primeira etapa de resposta induzida; ii) resisténcia sistémica
adquirida (SAR), na qual ocorre a ativagao apos a infeccao inicial resultar em sintomas
de doencas; iii) a inducéo de proteinas relacionadas a patogénese (PR proteinas); e
iv) compostos sinalizadores, como acido salicilico e peréxido de hidrogénio
(Fernandes et al., 2009; Hou et al., 2019).

A primeira linha do sistema de defesa vegetal, chamada ainda de imunidade
inata ou imunidade basal, inclui as barreiras fisicas, como a parede celular, ceras e
cuticulas; e as quimicas, incluindo enzimas e metabdlitos secundarios (Przybylska e
Obrepalska-Steplowska, 2020). Os receptores localizados nas membranas celulares
vegetais, chamados receptores de reconhecimento padrdo (“pattern recognition
receptors” — PRRs), geralmente do tipo quinases (“receptor-like kinase” - RLKS),
reconhecem moléculas derivadas de microrganismos, chamadas de padrdes
moleculares associados a patdégenos (“pathogen-associated molecular pattern” -
PAMPs) ou padrdes moleculares associados a lesao (“damage-associated molecular
patterns” - DAMPSs) (Hou et al., 2019). Quando os nematoides invadem e migram
dentro das raizes das plantas, fragmentos da parede celular séo gerados na forma de
oligogalacturonideos (OGs) que podem atuar como padrdes moleculares associadas
aos danos e ativar respostas de defesa do hospedeiro (Shah e Mahamood, 2017).

Esse reconhecimento dispara uma resposta de defesa conhecida como PTI
(“PAMP-triggered immunity” — PTI). Alguns patdégenos possuem a capacidade de
suprimir a PTI produzindo moléculas denominadas efetores. A resposta relacionada

devido a acao desses efetores é chamada de suscetibilidade disparada por efetores
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(“effector-triggered susceptibility” - ETS) levando a ativacdo da imunidade inata
resultante do reconhecimento de macromoléculas estranhas (Manohar et al., 2020;
Sato, Kadota e Shirasu, 2019).

A imunidade desencadeada por padrdo de danos moleculares é um
mecanismo de defesa universal contra patdgenos, pragas e plantas parasitas e, por
isso, impulsiona a diversificacdo dos padrées moleculares (Przybylska e Obrepalska-
Steplowska, 2020; Ranf, 2017).

Entretanto, as plantas resistentes podem reconhecer esses padroes
moleculares ativando a imunidade disparada por efetores (“effector-triggered
immunity” — ETI). De modo geral, das vias de respostas ETI e PTI sdo parecidas, mas
a ETI é ativada mais rapidamente e mediada por um anico gene de resisténcia R. Por
iSso, esta relacionada a resisténcia da planta, com interacdo incompativel. Ja a PTI é
mediada por diversos genes e as respostas sao tardias, possibilitando a infeccéo do
patdgeno, assim, com a interagdo compativel (Choi et al., 2016; Manohar et al., 2020).

Recentemente, os cientistas identificaram varios efetores secretados por
nematoides de raiz, destinados a facilitar o parasitismo ao suprimirem a resposta
imune de seus hospedeiros (lbrahim et al., 2019). Esses parasitas de plantas
produzem uma familia conservada de feroménios com funcdo de regular o
desenvolvimento e a comunicacao do fitonematoide com outros organismos (Klessig
et al., 2019), atuando como uma assinatura que elicia as repostas imunoldgicas da
planta (Manohar et al., 2020).

Num estudo publicado por Manosalva et al. (2015), foi descoberto o
ascarosideo mais abundante secretado por diferentes espécies de fitonematoides, o
ascr #18. Ascarosideos sdo os unicos PAMPs descritos até agora que ativam as
respostas iniciais de imunidade desencadeada por padrédo e sdo reconhecidos pelas
plantas como padrées moleculares de reconhecimento de nematoides (“nematode-
associated molecular patterns” - NAMPS) (Przybylska e Obrepalska-Steplowska,
2020). Este PAMP induz a ativacdo de: a) proteinas quinases ativadas por mitbgeno
(substancia que desencadeia a mitose), b) vias de sinalizacéo de defesa mediada por
acido salicilico e acido jasménico; c) expressado do gene de defesa e protecdo a um
amplo espectro de patdgenos (Klessig et al., 2019).

Na figura 10, estad apresentado o esquema de reconhecimento de ascr#18

derivado de nematoides ativando a imunidade acionada por padréao (PTI) em plantas.
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Figura 10 — O reconhecimento de ascr #18 derivado de nematoides ativa a imunidade acionada por
padrdo (PTIl) em plantas, semelhante aos padr6es moleculares associados a patdégenos (PAMPS)
derivados de outros micro-organismos (Manohar et al., 2020).

E importante ressaltar que um tratamento com ascr #18 aumentou a resisténcia
a nematoides de raiz em Arabidopsis (Sato, Kadota e Shirasu, 2019). Ja em
Arabidopsis mutante defeituosa em duas acil-CoA oxidases peroxissomais nao
metaboliza ascr #18 e ndo repele nematoides, indicando que tanto as plantas, quanto
0s nematoides, conservam peroxisomal 3-oxidacao para editar ascarosideos e mudar
sua mensagem (Manohar et al., 2020). No estudo de Kaloshian e Teixeira (2019),
ascr#18 mostrou-se como ascarosideo mais abundante no estagio infeccioso de
juvenis de cinco espécies de nematoides parasitas de plantas, desencadeando ainda
uma explosédo de espécies reativas de oxigénio e inducdo de genes de defesa nas
raizes, sugerindo a ativacdo de respostas de defesa pela presenca de eliciadores.

O repertorio de efetores de nematoide de raiz putativos é extremamente
grande, ndo se restringindo apenas ao efetores proteicos, mas também secretam
metabolitos secundarios, glicolipidios, horménios analogos a fim de alterar as funcbes
da planta e, assim, vencer as barreiras de defesas. A elucidacéo da funcéo efetora e
a identificagdo em grande escala de alvos hospedeiros durante o parasitismo

permanecem grandes desafios (Mejias et al., 2019).
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Na Figura 11, estdo apresentadas as vias induzidas durante a resposta da

planta a infec¢éo por nematoides.
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Figura 11 - Esquema das vias induzidas durante a resposta da planta a infeccdo por nematoides
(Przybylska e Obrepalska-Steplowska, 2020).
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Quanto a sua composicdo em tecidos vegetais, 0s metabdlitos secundarios
podem se apresentar como compostos pré-formados, presentes de forma
biologicamente ativa; como compostos pré-formados induzidos, presentes em tecidos
saudaveis e induzidos em resposta ao ataque de fitopatbgenos. Como mecanismos
de defesa, as raizes das plantas podem liberar metabdlitos com atividade repelente
ou nematicida afim de evitar a penetracdo do parasito; esses metabdlitos estédo
presentes de forma constitutiva nos tecidos; e apdés a penetracdo, a planta pode
responder induzindo fitoalexinas e fitoanticipinas no local de infeccdo (Basaid et al.,
2020; Desmedt et al., 2020).

Pela percepcao quimiossensorial, os nematoides localizam seu hospedeiro por
meio de sinais de exsudato de raiz, indicando que metabdlitos especificos atuam
como atrativos ou repelentes, estimulando ou inibindo a incubacdo de ovos, ou
exibindo propriedades nematicidas. Metabdlitos secundarios vegetais, incluindo
derivados de acidos graxos, terpenoides e fendlicos (flavonoides, taninos) contribuem
de forma independente ou conjunta para muitos processos biologicos (Ntalli et al.,
2020; Sikder e Vestergard, 2020).

1.3.1. Metabolismo de plantas

O metabolismo vegetal compreende um processo energético que responde aos
estimulos externos capaz de produzir metabolitos primarios e secundarios. Os
metabolitos primarios sdo acumulados constitutivamente nas células vegetais que
englobam os compostos essenciais para crescimento, desenvolvimento e reproducéo,
como acucares, aminoacidos, nucleotideos e lipidios. Os metabdlitos secundarios
(especializados ou especiais), detectados em determinados tecidos, 6rgaos, estagios
de desenvolvimento e sob condi¢cdes especificas de cada espécie, tém papel
fundamental na manutencéo e protecéo, e ainda desempenham fun¢des importantes
na polinizacao, efeitos alelopaticos e sinalizacdo entre os organismos (Basaid et al.,
2020; Castro-Moretti et al., 2020; Fang, Fernie e Luo, 2019).

A adaptacdo das plantas as diversas condicbes ambientais resultou na
evolucdo de vias metabdlicas secundarias, onde produtos da fotossintese s&o
canalizados para a producéo de uma variedade de biomoléculas (Tetali, 2019). Muitos

destes s&o constitutivos, e outros induzidos a partir do tecido ferido, e estao ligados
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aos metabdlitos primarios por blocos de construcdo e enzimas biossintéticas.
Geralmente sé&o classificados de acordo com suas vias e estruturas (Jain; Khatana e
Vijayvergia, 2019; Godswill, 2019; Vuolo, Lima e Mardstica Junior, 2018). O nimero
de metabalitos secundarios relatados no dicionério de produtos naturais chega a 8.182
flavonoides, 33.000 terpenoides e 16.000 alcaloides (Jain, Khatana e Vijayvergia,
2019).

Na Figura 12 é possivel observar que muitos dos metabdlitos primarios

mostram sobreposicdo funcional com os secundarios.

Regulacéao

Metabdlitos
primérios

Metabolitos
secundérios podem
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Metabodlitos
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ser reintegrados no

metabolismo
primario

Interagdes
ambientais

Metabdlitos secundarios
medeiam as interacdes
planta-ambiente e
resisténcia ao estresse

Figura 12 - Compostos de baixo peso molecular em plantas séo funcionalmente classificados como
metabolitos primérios, metabdlitos secundarios ou hormonios (Erb e Kliebenstein, 2020).

Devido ao grande potencial dos metabdlitos na defesa de plantas, muitos
estudos tém sido relacionados ao teste de extratos vegetais na atividade contra
nematoides do género Meloidogyne. Destaca-se o efeito das atividades biolégicas
nematicida e antioxidante de extratos de Cinnamomum zeylanicum (canela) e Zingiber
officinale (gengibre) contra M. incognita, devido sua maior quantidade de metabdlitos
secundarios, como compostos fendlicos totais e flavonoides incluindo acido galico e
guercetina sobre a mortalidade juvenil do fitoparasita (Ibrahim e Hussein, 2017). O

extrato de Chromolaena odorata (erva-do-sido) mostrou-se mais eficaz em inibir a
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eclosao dos ovos e o crescimento de juvenis J2 de M. incognita (Jamir, Simon e Lal,
2018). A inibicAo méaxima na eclosdo dos ovos e mortalidade de J2 de M. javanica foi
causada pelo extrato do fruto de Capsicum frutescens (pimenta malagueta) (Ami e
Shingaly, 2020).

A atividade nematicida também foi estudada a partir de extratos das ervas
daninhas: Argemone mexicana, Achyranthes aspera, Ricinus communis, Acalypha
indica, Parthenium hysterophorus e Trianthema portulacastrum, que foram testadas
contra a eclosdo de ovos e na mortalidade de M. incognita. Houve uma diminui¢cédo
gradual na ecloséo dos ovos e aumento da taxa de mortalidade de J2 do nematoide,
proporcional ao aumento da concentracdo do extrato das folhas e do tempo de
exposicdo (Khan et al., 2017). Plantas de Abelmoschus esculentus (quiabo)
inoculadas com M. incognita foram tratadas com extratos de: Allium sativum (alho),
Capsicum frutescens (pimenta malagueta) e Cinnamomum zeylanicum (canela)
apresentando reducéo do numero de galhas na raiz e no numero de larvas (Ayvar et
al., 2018). Dentre a analise da atividade nematicida dos metabdlitos secundarios, o -
citronelol apresentou as maiores taxas de mortalidade em juvenis J2 de M. incégnita
(Ochoa-Fuentes et al., 2013).

A partir do metabolismo da glicose sdo formados praticamente todos o0s
metabalitos primarios e secundarios. Primeiro a glicose € convertida em moléculas de
acido piravico que podem entrar na via do acido chiquimico para formar os metabdlitos
secundarios aromaticos (alcaldides, ligninas e lignanas, cumarinas e taninos
hidrossoluveis) ou o piruvato continua sendo oxidado até a formacao de moléculas de
acetil-coenzima A (acetil-CoA). Estas podem seguir para a via do acido citrico, a do
mevalonato e a condensacdo do acetato. Na via do ciclo do acido citrico, serédo
formados os alcaloides, na via do mevalonato origina os terpenoides e os esterois, e
a condensacdo do acetato resulta nas acetogeninas. Uma combinacdo de uma
unidade do &cido chiquimico e uma ou mais unidades do acetato, ou derivados destes,
pode resultar na producéo dos flavonoides e dos taninos condensados (Buchbauer e
Hemetsberger, 2015).

Os metabdlitos secundarios com maior importancia provém das vias do
acetato-malonato, do acido chiquimico, acetato-mevalonato (MVA) e metileritritol-
fosfato (MEP) (Galdeano e Kleingesinds, 2013). Na Figura 13 tem-se uma visao geral
das vias dos metabolitos secundarios. E possivel acessar o mapa completo através

do link: Biossintese dos metabdlitos secundérios de plantas.
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As diferentes subclasses de policetideos aromaticos dependem do tipo de
molécula utilizada como iniciadora da extenséo da cadeia carbonica pela malonil-CoA:
se acetil-CoA, ocorrera a biossintese das cromonas e das antraquinonas; se for um
acido graxo, havera a biossintese dos acidos anarcadicos; se hexanoil-CoA, a
producdo de canabinoides; se benzoil-CoA, a biossintese das bifenilas,
dibenzofuranos, benzofenonas e xantonas; se p-cumaroil-CoA, os flavonoides e
estilbenos. Estes sdo considerados compostos de biossintese mista por utilizarem,
como precursores, compostos provenientes da via do acido chiquimico (benzoil-CoA
e p-cumaroil-CoA) e sofrerem extensao da cadeia carbOnica através da via do acetato-
malonato (Dewick, 2015).

A seguir esta apresentado um esquema com a visao geral da via biossintética

do acetato-malonato (Figura 14).
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O 4&cido chiquimico (ou &cido 3,4,5-trihidroxi-1-ciclohexeno-1-carboxilico),
originalmente obtido das sementes de anis estrelado chinés (lllicium religiosum Sieb.),
€ um intermediéario hidroaromético envolvido na sintese de metabdlitos aromaticos em
plantas e microrganismos e ndo esta presente em mamiferos (Ghosh, Chisti e
Banerjee, 2012). O acido chigquimico exibe atividade antioxidante, anticoagulante e
antitrombético, antibacteriano, anti-inflamatério, agente analgésico e hé relatos sobre
a sintese de agentes anticancer, antibacterianos, hormdénios ou herbicidas a base de
acido chiquimico. O corismato € atualmente a matéria-prima para a sintese do
antiviral, Oseltamivir (Tamiflu®), procurado como uma defesa contra a gripe aviaria
(Dewick, 2015; Estévez e Estévez, 2012; Ghosh, Chisti e Banerjee, 2012). Também
fornece precursores para a biossintese de acido folico (folato), ligninas e a maioria
dos alcaloides de plantas e microrganismos (Estévez e Estévez, 2012).

A via do chiquimato pode ser chamada de via do acido corismico, ou corismato,
Vvisto que esse composto é o intermediario chave e de ramificagdo para a maioria dos
compostos secundarios produzidos em plantas. A maioria dos compostos aromaticos
vegetais provem dessa via (Seigler, 1998).

A seguir esta apresentado um esquema com a visao geral da via biossintética

do chiquimato (Figura 15).
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Na via dos fenilpropanoides, o &cido cinamico € a molécula de partida para a
sintese de cumarinas, ligninas e lignanas, e também para biossintese dos flavonoides,
estilbenos e taninos condensados que se da pela condensacéo de cumaroil-CoA (via
do chiquimato) com trés moléculas de malonil-CoA (via do acetato-malonato) (Dewick,
2015).

As cumarinas, assim como o0s taninos, que exibem toxicidade contra
herbivoros, possuem importante acdo contra herbivoros, e seu efeito tdxico esta
relacionado a sua capacidade de se ligar e desnaturar as proteinas. As fitoalexinas,
sdo sintetizadas nas plantas em resposta a infeccdo por microrganismos e
nematoides. Alguns tém uma estrutura tipica para terpendides ou estilbenos (Kulbat,
2016). Os flavonoides podem ocorrer na forma livre (agliconas) e como glicosideos, e
diferem em seus substituintes (tipo, nUmero e posi¢ao) e na sua insaturacéo (Pinheiro
e Justino, 2012).

A estrutura dos flavonoides baseia-se em um anel aromatico, contendo um ou
mais substituintes hidroxila (Vuolo, Lima e Mardstica Junior, 2018) sua medi¢ao pode
ocorrer facilmente por meio de espectrofotometria devido a existéncia de duas bandas
UV-Vis, caracteristicas em flavonoides (banda I, na faixa de 300 a 550 nm,
proveniente do anel B, e banda Il, na faixa de 240 a 285 nm, surgindo do anel A)
(Pinheiro e Justino, 2012).

Os flavonoides compdem uma grande classe de metabdlitos em plantas,
atuando como nematicidas, nemastaticos (inibindo o movimento), repelentes e
inibidores de incubacdo de ovos, principalmente os da classe dos flavonois
(kaempferol, quercetina e miricetina), isoflavonoides e pterocarpanos (medicarpina e
glicolina). Kaempferol inibe a ecloséo de ovos; kaempferol, quercetina e miricetina séo
repelentes e nemastatico para juvenis de Meloidogyne; e medicarpina também inibe
a motilidade. Possuem ainda acéo antioxidante, evitando o dano oxidativo as células,
protegem as plantas de estresse bidtico e abidtico, atuam como filtro UV, atuando
como moléculas-sinal, compostos alelopaticos, fitoalexinas, agentes desintoxicantes,
compostos de defesa antimicrobianos, e tém forte potencial contra nematoides. Esses
compostos também tém um efeito bioquimico que inibe algumas enzimas, como a
aldose redutase, xantina oxidase, fosfodiesterase, ATPase, lipoxigenase,
ciclooxigenase (Jain, Khatana e Vijayvergia, 2019; Sato, Kadota e Shirasu, 2019).

A seguir esta apresentado um esquema com a visdo geral da via dos

flavonoides, estilbenos e taninos condensados (Figura 16).
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Os terpenos (ou terpenoides), sintetizados pelas vias do &cido mevaldnico
(MVA) e do 2-metil-eritritol-4-fosfato (MEP) ou via do 1-desoxilulose-5-fosfato (DXP),
ocorrem predominantemente na natureza como hidrocarbonetos, alcoois e seus
glicosideos, éteres aldeidos, cetonas, acidos carboxilicos e ésteres e possuem
atividade anti-helmintica (Mirza et al., 2020; Salha, Ben, Abderrabba e Labidi, 2019).

Os terpenos formam classes estrutural e funcionalmente diferentes de
compostos pelo acoplamento de diferentes nimeros de unidades de isopreno (5-
carbono-base; C5), enquanto os terpenoides representam os terpenos contendo
oxigénio e as principais classes estruturais dos terpenos sdo: monoterpenos (C10),
sesquiterpenos (C15), hemiterpenos (C5), diterpenos (C20), triterpenos (C30),
tetraterpenos (C40) (Srivastavaa e Singh, 2019).

A via do MEP fornece os precursores para a sintese de monoterpenos,
carotenoides, apocarotenoides e a cadeia lateral de clorofilas, tocoferois e
prenilguinonas, enquanto a via do MVA, para a formacdo de triterpenos,
sesquiterpenos, fitosterois, ubiquinona, vitamina D e metabdlitos primarios
importantes para a integridade celular (Felipe e Bicas, 2017; Simkin et al., 2011). Os
monoterpenos (MTs) sdo os componentes mais abundantes em 0Oleos essenciais,
cerca de 90% da composicao (Salha, Ben, Abderrabba e Labidi, 2019).

Os terpenos sao constituintes de compostos do metabolismo secundario
funcdo na transducao de sinal, reproducdo, comunicacéo, aclimatacdo, mecanismos
de defesa, atrativos de polinizacédo, inibidores de herbivoros, inseticidas e repelentes,
compostos antibacterianos, alelopaticos e moléculas toxicas, antioxidantes,
termotolerantes e fotomoléculas de protecao superior (Tetali, 2019).

A seguir esta apresentado um esquema com a visao geral das vias MVA e MEP

na biossintese dos terpenos (Figura 17).
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Figura 17 - Esquema das vias MVA e MEP na biossintese dos terpenos (adaptado de Dewick, 2015).



42

Os Oleos essenciais (OE) séo constituidos principalmente por fenilpropanoides
e terpenoides, sendo estes os mais abundantes (Buchbauer e Hemetsberger, 2015).
Os terpenoides (ou isoprenoides) possuem a capacidade de se difundir facilmente
através da membrana celular para induzir reacdes biol6gicas na defesa vegetal contra
fitopatdgenos (Srivastavaa e Singh, 2019). A familia das mirtaceas (Myrtaceae) se
destaca como importante produtora de 6leos essenciais (Basaid et al., 2020).

O parasitismo dos nematoides esta relacionado aos efetores produzidos pelas
glandulas de nematoides (secrec¢des), que manipulam a maquinaria celular e alteram
as funcdes das células da planta hospedeira. Sugere-se que componentes de OEs
afetem o sistema nervoso dos nematoides, agindo sobre acetilcolinesterase, uma
enzima necessaria para a degradacdo da acetilcolina, que € um principal
neurotransmissor no sistema nervoso central. Além disso, alguns aldeidos, como o
formaldeido, podem acarretar mudancas irreversiveis nas estruturas das proteinas
localizadas na superficie de nematoides (Basaid et al., 2020).

Importantes na defesa de plantas, estdo também os metabdlicos do grupo dos
compostos nitrogenados reconhecidos por sua atividade anti-herbivoria, sendo as trés
classes mais importantes: os alcaloides, glucosinolatos e glicosideos cianogénicos.
Essas substancias sdo formadas a partir de aminoacidos aromaticos e alifaticos
(Galdeano e Kleingesinds, 2013) que participam ndo apenas da absorcdo do
nitrogénio, mas também como precursores de compostos especializados, incluindo
hormonios e pigmentos (Castro-Moretti et al., 2020).

Alcaloides sdo compostos heterociclicos de nitrogénio derivados de
aminoacidos como triptofano, tirosina e lisina. Como metabdlitos secundarios, sugere-
se que desempenham um papel defensivo na planta contra herbivoros e patdgenos
(Jain, Khatana e Vijayvergia, 2019). Os alcaloides séo classificados de acordo com o
sistema heterociclico que contém o atomo de nitrogénio (Himanshu, Jadon e Kishor,
2020) o que nao inclui nitrogénio em uma ligacdo amida ou peptidica (Bribi, 2018;
Dahariya et al., 2020).

A seguir esta apresentado um esquema com a visao geral da biossintese dos
aminoéacidos (Figura 18), ressalte-se que os aminoacidos alifaticos sdo sintetizados

pelo Ciclo de Krebs e os aroméaticos, pela via do chiquimato.
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Figura 18 - Esquema da biossintese dos aminoacidos precursores dos metabolitos nitrogenados

(Lehninger e Nelson, 2018).
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Estima-se que existam cerca de 400 mil espécies de plantas vasculares na
Terra, sendo o Reino Vegetal o responsavel pela sintese de 200 mil a 1 milhdo de
metabdlitos, muitos dos quais ainda a ser explorados (Wang et al., 2019), ja que foram
descritos apenas cerca de 5 mil, em Angiospermas (Galdeano e Kleingesinds, 2013).

A metabolémica € amplamente empregada no estudo de plantas infectadas
para compreender seus mecanismos de defesa, analisando as informagdes obtidas,
no metaboloma, apds a perturbacdo em um sistema biol6gico com modificacdo em
pequenos metabdlitos moleculares (Chen, Ma e Chen, 2019). Num trabalho de
metabolémica comparativa descrito por Manohar et al. (2020), os autores revelaram
gue uma Arabidopsis mutante defeituosa em duas acil-CoA oxidases peroxissomais
nao foi capaz de metabolizar ascr #18 e com isso ndo repele nematodos.

Assim, a metaboldmica apresenta grande potencial para o estudo de
resisténcia e suscetibilidade de plantas (Castro-Moretti et al., 2020). Poucas
informacbes relacionadas com as respostas moleculares de Psidium spp. ao
nematoide-das-galhas da goiabeira estdo disponiveis. A prospeccdo de metabdlitos
secundarios induzidos em Psidium spp., resistentes e suscetiveis, inoculados e nao
inoculados com M. enterolobii, pode ser uma abordagem a ser utilizada com esse

objetivo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Este estudo objetivou a prospeccao de moléculas do metabdlito secundério que
apresentem potencial para o controle de M. enterolobii em Psidium spp. suscetiveis,

resistentes e imunes a este nematoide.

2.2. Objetivos especificos

» Preparar mudas de P. guajava (suscetivel), de P. guineense (resistente) e de

P. cattleianum (imune) para as analises metaboldémicas;

) Realizar a andlise dos perfis metabolomicos de raizes de Psidium spp.
submetidas as condi¢des controle e teste obtidos a partir da espectrometria de

massas acoplada a cromatografia em fase liquida (LC-MS);

y Determinar os metabdlitos secundarios diferencialmente produzidos em
Psidium spp. suscetiveis, resistentes e imunes, inoculados e néo inoculados

com M. enterolobii.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material Biolégico

Mudas de P. guineense (resistente ao nematoide), de P. guajava (suscetivel ao
nematoide — “Paluma”) e de P. cattleianum (imune ao nematoide) foram obtidas pela
germinacao de sementes e mantidas em casa de vegetacdo na Embrapa Semiéarido,
Petrolina, PE, (Latitude: 9°09'S, Longitude 40°22'W, numa altitude de 365,5m) com os
devidos tratos culturais com irrigacdo diaria e manual, utilizando substrato a base de
solo e areia sem proporcao definida.

Aos 30 dias apos o plantio, foi realizada a inoculacdo pela aplicacdo da
suspensao calibrada para conter 10.000 ovos e juvenis de segundo estadio em duas
perfuracdes com 2 cm de profundidade, a 2 cm do caule da muda. Apds a inoculagéo,
as perfuragcdes foram preenchidas com o préprio solo da parcela experimental,
seguida de uma irrigagéao leve.

Apos 20 dias da inoculacéo (DAI), no Laboratorio de Nematologia da Embrapa
Semiarido, foi realizada a coleta de amostras de folhas, caules e de raizes, tendo
estas sido lavadas em agua corrente para remocao do substrato. As amostras foram
liofilizadas, devidamente acondicionadas e transportadas para o Laboratorio de
Quimica e Funcéo de Proteinas e Peptideos (LQFPP), Campos dos Goytacazes, RJ,
onde foram realizadas as etapas subsequentes do estudo. Foram preparados pools
de amostras de raizes das trés espécies de estudo, com e sem infeccédo ao nematoide,

totalizando seis amostras (Apéndices A, B e C).

3.2. Andlise de perfis metaboldmicos por espectrometria de massas acoplada a
cromatografia em fase liquida (LC-MS)

3.2.1. Extracdo de metabdlitos secundarios

A etapa de extracdo foi realizada no Laboratério de Produtos Naturais e
Ensaios Bioldgicos, da Universidade Federal do Rio de Janeiro (LaProNEB-UFRJ).

Para cada condicao teste, pesou-se em tubo de vidro, 100 mg de p6 de amostra
e foram adicionados 2 mL de solvente, mantendo sob agitacdo, em vortex, por 15

segundos. O tubo foi entdo submetido a repouso e o sobrenadante vertido para outro
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previamente pesado vazio e seco (peso inicial).

Esse procedimento foi realizado trés vezes para cada solvente, na seguinte
ordem de afinidade quimica: hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol.

Em seguida, deixou-se secar a amostra, a temperatura ambiente, sob fluxo de
ar e o material seco foi ressolubilizado no respectivo solvente de extracdo. Com auxilio
de pipeta Pasteur, para retirada de particulas do p6 excedentes, as amostras foram
filtradas em funil de vidro e algodao e retransferidas para o frasco original. Ao final da
extracdo de metabdlitos, foram obtidos frascos para cada condi¢édo teste em quatro
fracOes para cada solvente. Realizou-se novamente a pesagem dos frascos apos
secagem (peso final). Nesta metodologia de extracdo, o solvente hexano teve funcao
de limpeza inicial para retirada de ceras vegetais. Ao final, os extratos obtidos para
analise foram: diclorometandlico, acetolico e metandlico.

Com isso, a massa de extrato bruto foi calculada e preparada a solucéo
solvente (1.1 metanol/agua) para ressolubilizacdo do material extraido a fim de se
obter uma concentracédo final de 1 mg de extrato seco/1 mL solu¢do solvente. Com
auxilio de pipeta, 1 mL de cada solucéo foi transferida para um tubo vial utilizando

uma membrana descartavel de PVDF e disponibilizada para injecdo no LC-MS.

3.2.2. Método analitico em LC-MS

Os extratos das amostras para identificacdo dos metabdlitos secundarios foram
analisados em equipamento de cromatografia liquida (Dionex Ultimate 3000) acoplado
ao Espectrometro de Massas (Q Exactive Hybrid Quadrupole-Orbitrap), ambos da
marca ThermoFisher Scientific em coluna Ascentis Express C18 (100 mm x 4.6 mm x
2.7 um) com pré-coluna; vazao de 0.5 ml-min; modo de elui¢do gradiente: 0-1 min -
15%B; 1-16 min - 15-95%B; 16-21 min- 95%B; 21-22 min- 95-15% B; 22-30 min- 15%.
A fase médvel A formiato de aménio 0,1% em agua (p/v) e a fase movel B, acetonitrila
com acido férmico 0,1% (p/v); temperatura do forno a 40° C; ionizacdo do spray de
3,9 kV; temperatura do capilar a 300 °C, full scan positivo e negativo e energia de
colisdo normalizada (NCE) com elevacdo de 35-50%; Este experimento foi realizado
sob a coordenado pelo Professor Dr. Rafael Garrett da Costa no setor metabolémica
do Laboratério de Apoio ao Desenvolvimento Tecnolégico, no Instituto de Quimica da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (LBCD-LADETEC/IQ-UFRJ).
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3.2.3. Processamento e tratamento dos dados cromatogréaficos

Ap6s a obtencdo das impressdes digitais metabdlicas, os dados foram
convertidos de raw para mzML através do software Proteowizard. Os cromatogramas
foram alinhados, centralizados e normalizados. Foi realizada a remocédo de ruidos e
fixacdo de linha de base apropriada, extracdo e exportacdo no software mzMine
(verséo 2.53)

A andlise dos perfis metaboldmicos e identificagdo das substancias foram
realizadas em colaboragdo com a Professora Michelle Frazdo Muzitano, do
Laboratdrio de Produtos Bioativos da Universidade Federal do Rio de Janeiro (LPBio
— UFRJ).

3.2.4. Identificagdo dos metabolitos

Neste estudo foram comparados os agrupamentos por dendrograma dos
metabalitos extraidos por solventes por ordem crescente de polaridade (Figura 19) em
amostras analisadas para cada espécie de Psidium, sem infeccéo e apés 20 dias de
infeccdo pelo nematoide em que o nivel de similaridade é medido ao longo do eixo

horizontal e as diferentes observacdes sao listadas ao longo do eixo vertical.

Ordem de polaridade

H
Cl\ 9 H \C OH
H:--C—CI < < T
Diclorometano Acetato de etila Metanol

Figura 19 - Ordem crescente de polaridade dos solventes quimicos utilizados na extracdo dos
metabdlitos.

O dendrograma € um diagrama de arvore que emprega um meétodo quantitativo
e exibe agrupamentos de acordo com seus niveis de similaridade. Com sua
ordenacdo hierarquica ascendente, se assemelha aos ramos de uma arvore que se

vao dividindo noutros sucessivamente (Arief et al., 2017).
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Molecular Networking (redes moleculares) € um método que calcula a
similaridade espectral entre a fragmentacdo de espectrometria de massas, e 0S
resultados sdo apresentados na forma de redes moleculares. Além disso, permite
busca automatica em uma biblioteca de espectros acelerando o processo de anotagéo
de metabdlitos. Neste trabalho, na plataforma GNPS online (gnps.ucsd.edu) foram
carregados os dados e as redes moleculares visualizadas no Cytoscape, buscando
agrupamentos de metabdlitos diferencialmente produzidos, com base em suas
naturezas quimicas, estruturais ou relacionadas a eventuais conexdes em suas rotas
de sintese e atuacéao.

Os dados foram processados no programa The Global Natural Product Social
Molecular Networking (GNPS) e geradas redes moleculares através do software
Cytoscape. Com o auxilio dos dados gerados e apresentados na tabela 1,
comparando dados espectrais com a literatura através da busca pela formula
molecular das substancias no Scifinder, foram identificados os metabdlitos.

Por meio de analise dos cromatogramas no programa XCMS Online, foi
possivel obter tabelas para cada espécie e condicdo teste com dados de massa
molecular do ion precursor e fragmentos de massa. Com isso, foi realizada analise no
programa MetaboloAnalyst 5.0 para obtencdo de mapas de calor (heatmap). Atraves
de visualizacdo dos cromatogramas no programa mMass, arquivos foram exportados

e comparados por bibliotecas NIST para identificacdo (Gouveia et al., 2019).
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4. RESULTADOS

4.1. Comparagéo por dendrograma do perfil analitico das extrages

Na figura 20 estéo as representacdes graficas por dendrogramas das extracdes
metandlicas, acetdlicas e diclorometandlicas das espécies P. guajava (A), P.
guineense (B) e P. cattleianum (C), infectadas e n&o infectadas.

= GUAJ 20D = GUIN_20D
* GUAJ CONT ® GUIN_CONT

GUIN_20D_AcOEt

GUAJ_20D_DCM GUIN_20D_DCM

GUAJ_20D_AcOEt
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CATTL_20D_DCM

= CATTL_20D
= CATTL_CONT

CATTL_20D_MeOH

T I ()

1200 1000 800 600 400 200 L}

Figura 20 — Dendrogramas para comparacdo do perfil analitico das extracdes com solventes
diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH): P. guajava (A), P. guineense (B) e
P. cattleianum (C). Em verde tem-se as amostras sem infec¢do ao nematoide (controle) e vermelho
apos 20 dias de infeccdo ao M. enterolobii. Gréficos obtidos apds tratamento de dados no XCMS Online
e gerados no Software MetaboloAnalyst.
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4.2. Andlises por molecular networking e identificagdo por buscas no Scifinder

Na figura 21 estdo todas as representacfes graficas das redes obtidas em

Cytoscape, nas quais foram destacados quatro agrupamentos diferencialmente

gerados, nomeados de (A), (B), (C) e (D), dispostos na figura 22.

(A)

(B)

(D)

(©)

Figura 21 — Representacdes graficas de redes moleculares (molecular networking) obtidas por andlise
de dados em Cytoscape destacando os agrupamentos A, B C e D diferencialmente expressos das
espécies resistente e imune; diamante — apenas controle; elipse — apenas apds 20 dias de infeccao;
hexdgono — em amostras controle e apds 20 dias de infeccdo; amarelo — P. cattleianum; rosa — P.
guajava; alaranjado claro — P. guineense; verde — P. cattleianum e P. guajava; vermelho — P. guineense
e P. cattleianum; alaranjado escuro — P. guineense e P. guajava; e cinza — para as trés espécies
Psidium; os nimeros mostrados nos nodos referem-se & massa molecular da respectiva substancia
quimica.
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(A) (B)
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Figura 22 — Representac¢des graficas de redes moleculares (molecular networking) dos agrupamentos:
A - substancias 1 a 7, B — substancias 8 a 11, C — substancias 12 a 15, D — substancias 16 a 40;
diamante — apenas controle; elipse — apenas apés 20 dias de infec¢do; hexagono — em amostras
controle e apés 20 dias de infec¢do; amarelo — P. cattleianum; rosa — P. guajava; alaranjado claro — P.
guineense; verde — P. cattleianum e P. guajava; vermelho — P. guineense e P. cattleianum; alaranjado
escuro — P. guineense e P. guajava; e cinza — para as trés espécies Psidium; os numeros mostrados
nos nodos referem-se a massa molecular da respectiva substancia quimica.

(D)



Tabela 1 — Dados dos agrupamentos obtidos em Molecular networking gerados pelo software Cytoscape
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Identificac&o da Rt Tempo da Solvente de - Massa do Formula Pontuacéo
Agrupamento substéancia (min) coleta extracao Especie precursor Fragmentos (SIRIUS) Aduto (%)
1) 13,16 CON, 20D metanol GUI 466,008  303.0L zssg,gg; 129,05 cooH19NO12  [M+H[+  99.704
303,01; 285,00; 257,01;
) 13,68 CON, 20D metanol GUI 449,071 129.05: 85 03: 71,05 C20H16012  [M+H]+ 99.279
©) 14,80 CON, 20D metanol GuI 480,113 S1703:28500,129.05  or1poiNO12  [MHH]+ 99.995
85,03; 71,05
317,03; 302,01; 285,00;
A ) 14,83 CON,20p Metandl,acetato, o, 463,087  257,01; 129,05; 85,03; C21H18012  [M+H]+ 99.997
dicloro
71,05
395,04; 303,01; 285,00;
(5) 16,26 CON, 20D metanol GUI 508,109  189,08; 129,05; 111,04,  C22H2INO13  [M+H]+ 99.917
83,05; 69,02
etanol. acetato 317,03; 285,00; 189,08;
(6) 17,62 CON, 20D Ol, T GUl 522,124  129,05; 111,04; 83,05;  C23H23NO13  [M+H]+ 95.174
dicloro
69,04
317,03; 285,00; 257,01;
@) 17,65 CON, 20D metanol, acetato GUI 505,098 189,08; 129,05; 111,04; C23H20013 [M+H]+ 99.949

83,05
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Tabela 1 (continuacéo)

395,15; 381,11; 249,07,

®) 11,49 CON, 20D metanol GUI 621215 o e te son g C28H38014  [MeNal+  98.790
399,14; 385,13; 204,08
©) 12,77 CON, 20D metanol CAT 597,231 o o e C30H38011  [M+Na]+  98.607
(10) 13,60 CON, 20D metanol CAT 627,241 42915 22?6%’%2 21805 (cogH44013  [MHK+  91.790
(11) 14,00 CON,20D  metanol, acetato GGUUAI' 655,236 ‘;%%%)57;_ ‘;1158%2{ 22‘(‘)55'%85; C30H34N6O11  [M+H]+  60.946
(12) 2488 20D dicloro GUI 42331 P90 21923 19902 C30H460  [M+H]+  99.990
297,24; 279,23; 233,23;
(13) 2499 20D dicloro GUI 440,337 183,14; 95.09; 85,07; C25HA5NOS  [M+H]+ 99,78
81,07
C 324,33, 297,24; 279,23;
(14) 2513 20D acetato, dicloro. AP 3693  1OHIZSIZ IO coona00n mrH)+ 100
69,07:57.07

297,24; 279,23; 261,22;
(15) 25,44 20D dicloro GuI 383,315  233,23; 183,14; 95,09; C23H4204  [M+H]+ 99.736
81,07
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(16)

(17)

(18)

(19)

(20)

(21)

(22)

(23)

(24)

(25)

18,45

18,68

20,22

20,49

21,69

22,42

23,21

20,06

20,20

20,39

20D

20D

20D

20D

20D

20D

20D

20D

20D

20D

dicloro

dicloro

dicloro

dicloro

dicloro

dicloro

metanol

dicloro

dicloro

dicloro

GUI

GUI

GUI

GUI

GUI

GUI

CAT

GUI

GUI

GUI

348,238

360,238

330,227

327,217

344,244

358,259

388,342

301,237

376,269

358,259

153,13; 135,12; 99,08;
91,06

175,10; 169,12; 151,11,
115,08; 83,09

277,18; 175,10; 153,13;
139,11; 121,10; 95,09

175,07; 153,13; 135,12,
99,08

175,10; 153,13, 135,12;
89,06; 69,05

323,22; 189,11, 153,13;
135,12; 69,05

171,14; 153,13, 135,12;
99,08; 85,07, 81,07

240,23; 173,15; 155,14;
137,13; 129,09; 83,09

189,11, 155,14; 137,13;
99,08; 95,09; 81,07

187,10; 155,14; 137,13;
123,08; 95,09; 88,08;
81,07

C17H33NO6

C18H33NO6

C17H31NO5

C18H3005

C18H33NO5

C19H35N05

C22H45N04

C17H3204

C19H37NO6

C19H35N05

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

99.515

99.961

99.999

99.997

98.008

99.681

100

100

99.347

100
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(26)

(27)

(28)

(29)

(30)

(31)

(32)

(33)

(34)

(35)

20,68

20,91

21,27

21,48

22,18

22,54

23,07

23,50

23,98

24,15

20D

20D

20D

20D

20D

20D

CON,20D

CON

CON, 20D

20D

dicloro

dicloro

dicloro

dicloro

dicloro

metanol

acetato, dicloro

acetato

metanol, acetato

metanol

GUI

GUI

GUI

GUI

GUI

CAT

GUI,
CAT

GUA

GUA,
CAT

CAT

332,243

315,253

311,221

343,248

325,237

390,357

330,264

353,305

355,32

433,367

155,14, 137,13; 127,11,
123,12; 95,09, 81,07

173,15; 155,14, 137,13;
95,09; 81,07

275,20; 175,10; 155,14;
137,13; 95,09; 81,07

189,11, 155,14, 137,13,
95,09; 81,07

189,11; 155,14, 137,13,
95,09; 81,07

305,91, 155,14, 137,13,
95,09; 81,07

243,18; 199,11, 155,14,
139,11, 137,11, 95,09,
93,07, 81,07, 69,07;

153,13; 83,05

155,14; 137,13; 95,09;
81,07; 71,05

297,24, 279,23; 183,14;
153,13; 137,13; 95,09;
81,07

C17H33NO5

C18H3404

C18H3004

C19H3405

C19H3204

C22H47NO4

C18H35N0O4

C22H4003

C22H4203

C28H4803

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

99.963

99.999

100

99.997

99.995

100

99.998

99.999

100

99.981
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(36)

(37)

D (38)

(39)

(40)

24,69

24,75

24,80

25,55

25,66

20D

20D

20D

CON

20D

dicloro

dicloro

dicloro

acetato

metanol

GUI

GUI

GUI

GUA

CAT

386,326

407,315

299,258

470,42

466,389

215,16; 197,15; 155,14;
137,13; 95,09; 88,08;
81,07

263,24, 245,23; 127,07,
109,07, 85,07, 81,07

155,14; 137,13; 95,009;
81,07

263,24, 245,23; 173,15;
155,14; 137,13; 95,009;
81,07

279,23, 153,13; 83,05;
69,07

C22H43NO4

C25H4204

C18H3403

C28H55N04

C28H51INO4

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

100

99.999

99.998

100

99.950

*P. guajava — GUA, *P. guineense - GUI; *P. cattleianum - CAT; *Controle (sem infec¢éo) — CON; *20 dias ap0s a infec¢do — 20D
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A substancia CxoH16012 (2), de precursores de MM 449,071 [M+H]+ e
fragmentos 303,01; 285,00; 257,01; 129,05; 85,03; 71,05, quando comparando-se
seus dados espectrais com a literatura via busca pela férmula molecular no Scifinder,
apresentou similaridade as substancias: &cido elagico-ramnosideo, de Nymphaea
alba (Bakr et al., 2017); compostos fendlicos de Eucalyptus spp. e de cortica industrial
(Bakr et al., 2017; Santos et al., 2012, 2013); acido metilelagico-pentose, descrito em
Eucalyptus globulus (Santos et al, 2011); acido 3-metilelagico-3'-O-B-D-
xilopiranosideo com efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios obtidos a patir de
Poncianella pyramidalis (Moraes et al., 2020); eschweilenol C (um derivado do &acido
elagico) avaliando os efeitos antimalaricos da Terminalia albida e suas propriedades
anti-inflamatérias e antioxidantes, e de Eugenia moraviana, com atividade
antioxidante e anti-leishmania (Camara et al., 2019; Ferreira et al., 2020); e acido
elagico-desoxihexosideo, num estudo dos componentes fendlicos de P. guajava
(Diaz-de-Cerio et al., 2016).

O acido elagico-ramnosideo é um isbmero de posicdo do eschweilenol C, no
gual ha apenas a mudanca na configuracdo absoluta do C1 da ramnose. Portanto, os
dois sdo ramnosideos de acido elagico. A alpha-L-ramnose € a mais comum na
natureza, sugerindo que a substancia (2) se trata do acido elagico 3-O-a-
ramnopiranosideo.

A substancia Cz1Hi1g012 (4), de precursores de MM 463,087 [M+H]+ e
fragmentos de 317,03; 302,01; 285,00; 257,01; 129,05; 85,03; 71, 05 apresenta
similaridade com &cido 4-O-metilelagico 3-O-L-ramnopiranosideo, apresentado no
estudo de fendlicos de folhas de Canarium pimelae com atividade antioxidante (Wu et
al., 2017). Apresenta estrutura semelhante a substancia (2) que possui apenas 14
unidades de massa a mais, indicativa de uma metila. Apenas com o espectro de
massas nédo é possivel afirmar a posicdo dessa metila na estrutura do acido elagico.

Nao foram encontradas referéncias de substancias com origem em produtos
naturais para as moléculas CzoHi19NO12 (1), C21H21NO12 (3), C22H21NO;13 (5) e
C23H23NO13 (6). A substancia (1) apresenta semelhanca a (2), com diferenca de 17
unidades de massa. Pela comparacao da formula molecular tem-se um indicativo de
ser uma aminag¢do no agucar, pois a aglicona, um agrupamento nao glicidico que
forma parte de um glicosideo, € a mesma da substancia 2. Da mesma forma, a
substancia (3) em relacéo a (4).

A substancia C23H20013 (7), de precursor de MM 505, 098 [M+H]+ e fragmentos
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de 317,03; 285,00; 257,01; 189,08; 129,05; 111,04; 83,05 apresentou similaridade
com &cido O-metilelagico correlacionado com acetil-ramnose, derivado do acido
elagico dos frutos de Eucalyptus globulus Labill (Guo e Yang, 2005) com estrutura
semelhante a substancia (4), mas com a ramnose acetilada.

Com isso, sugere-se que o agrupamento (A) é formado por substancias da
classe dos taninos hidrolisaveis, tendo o &cido elagico como seu representante (Figura
23). Essas moléculas foram diferencialmente produzidas na espécie resistente, P.
guineense, antes e apos a infeccdo ao nematoide M. enterolobii e extraidas na fragao

metandlica.

Acido elagico-ramnosideo

Figura 23 - Estrutura quimica do acido elagico correlacionado com ramnose pertencente a classe dos
taninos hidrolisaveis, representante do agrupamento (A).

No agrupamento (B), iniciado pela substancia C2sHzs014 (8), de precursores de
MM 621,215 [M+Na]+ e fragmentos de 395,15; 381,11; 249,07; 232,07; 218,05;
205,05 apresentou similaridade as substancias: lignana, descrita em estudo de perfis
de ervas chinesas (Chen et al., 2016); dendromonilisideo E, de extrato de llex
pubescens e no estudo metabolémico de Dendrobium officinale (Fang et al., 2020;
Yang, J. et al., 2020); picraquassiosideo C, no estudo do género botanico Plantago
(Zhou et al., 2013); lignanas bioativas dos rizomas de Acorus gramineus ligraminol B
(Kim, Kim, et al., 2011); isoeleutosideo C, policetideo de Eleutherine bulbosa (Gallo et
al., 2010); e glucopiranosideos (Sun et al., 2015; Takara et al., 2003).

A substancia CsoH3g011 (9), de precursores de MM 597,231 [M+Na]+ e
fragmentos de 399,14; 385,13; 204,08; 175,04; 67,50 apresentou similaridade a
substancia leptolepisol B, dentre os sete novos sesquineolignanos neuroprotetores

isolados das sementes de Crataegus pinnatifida (Cheng et al., 2019); dentre novos
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lignanos das raizes de Datura metel (Yang et al., 2018); e lignanas isoladas das raizes
de Solanum melongena (Yang et al., 2020).

N&o foram encontradas referéncias de substancias com origem em produtos
naturais para as moléculas C2sHs4013 (10) e C3oH34NO11 (11). Neste agrupamento, a
substancia (8) esta presente em P. guineense, enquanto a substancia (9) obtida de P.
cattleianum. Nesse grupo, a substancia (11), ndo identificada, pertence as espécies
P. guajava e P. guineense representando um nodo de conex&o entre as substancias
(8) e (9). A partir dos dados encontrados na literatura, sugere-se que as moléculas
desse cluster pertencem a classe das lignanas. Vale ressaltar que todas as
substancias desse grupo estédo presentes no extrato metandélico nos tempos controle
e apos 20 dias de infeccdo ao nematoide, assim como no agrupamento (A). Na figura
24 estdo dispostas as estruturas quimicas de lignanas sugeridas para este

agrupamento.

HO OH
HO
o
I :
o OH
HO
D ilisi E
endromonilisideo OH
_0O
/ .
o Leptolepisol B
OH
HO
| _~_OH
HO., O

Picraquassiosideo C

Figura 24 - Estruturas quimicas do dendromonilisideo E, picraquassiosideo C e leptolepisol B
pertencentes a classe das lignanas, representantes do agrupamento (B).
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No agrupamento (C), iniciado pela substancia C3oH4s0 (12), de precursores de
MM 423,31 [M+H]+ e fragmentos de 297,24; 279,23; 169,12; 95,09; 85,07; 81,07
apresentou similaridade as substancias: calotroprocerol A, novo triterpeno do tipo
ursano da casca da raiz de Calotropis procera (Ibrahim et al., 2012); cornusalterin D,
triterpendide tirucallane de Cornus walteri (Kim, Choi, et al., 2011); cucurbita-
1,5,22,24-tetraen-3-ol, triterpendide antioxidante de Momordica charantia (Liu et al.,
2010); taraxast-1,20(30)-dien-3-ona, triterpeno de Sida acuta (Chen et al., 2007); 3,4-
secocicloartano, triterpeno do exsudato de Gardenia urvillei (Mai et al., 2016); olean-
9(11),12-dien-3-one, de resina Cola nitida, com efeito inibitério a Trypanosoma cruzi
(Frankenberger et al., 2018).

A substancia CxHa004 (15), de precursores de MM 383,315 [M+H]+ e
fragmentos de 324,33; 297,24; 279,23; 169,12; 135,12; 109,10; 95,09; 81,07; 69,07;
57,07 apresentou similaridade as substancias: 3-metil-3-hidroxi-2-hexadec-7-enil-4-
oxopentanoato, sesquiterpendide citotoxico de Zygogynum spp. (Winteraceae), da
floresta tropical da Caledonia (Allouche et al., 2009).

Nesse grupo, todas as substancias estdo presentes em P. guineense, apenas
nas amostras obtidas apos 20 dias de infeccdo. Nao foram encontradas referéncias
de substancias com origem em produtos naturais para a molécula CzsHasNOs (13). A
molécula (14), ndo identificada, pertencente também a P. guajava, sugerindo que
biologicamente essas duas espécies apresentam similaridade. E importante destacar
gue as substancias desse cluster foram obtidas em fracdes diclorometandlicas,
sugerindo sua natureza quimica apolar. Com a analise dos dados obtidos, estima-se
gue esse agrupamento pertenca a classe dos terpenos. Na figura 25 esta a estrutura

guimica da oleana-9(11), 12-dien-3-ona representante do agrupamento (C).

Oleana-9(11),12-dien-3-ona

Figura 25 - Estrutura quimica da oleana-9(11), 12-dien-3-ona pertencente a classe dos terpenos,
representante do agrupamento (C).
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Quanto ao agrupamento (D), nao foram encontradas referéncias de
substancias com origem em produtos naturais para as moléculas (16) a (40). Dentre
essas, apenas (33), (34) e (39) pertencem a espécie suscetivel, P. guajava. As
demais, estdo presentes nas espécies resistente e imune, P. guineense e P.
cattleianum, respectivamente.

A maior parte das substancias foram produzidas em P. guineense apoés a
infeccdo ao nematoide e extraidas em fragdo diclorometano, demostrando a afinidade
guimica apolar destas moléculas. As substancias (22), (31), (35) e (40) estao
presentes apenas na fracdo metandlica de P. cattleianum; substancias (33) e (39),
estdo presentes na fracdo acetdlica de P. guajava; substancia (32) esta em fracdes
de diclorometano e acetato de etila, nas espécies P. guineense e P. cattleianum e
substancia (34) esta presente nas fracdes de metanol e acetato de etila de ambas as

espécies P. guajava e P. cattleianum.

4.3. Analises por sobreposicado dos cromatogramas com identificacdo por bibliotecas
NIST

Nas imagens abaixo estdo apresentadas as sobreposicfes dos cromatogramas
das fragcBes diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) obtidas
das amostras de raizes das espécies P. guajava (Figura 26), P. guineense (Figura 27)
e P. cattleianum (Figura 28), nas condi¢des controle (sem infeccéo, em verde) e ap0s
20 dias de infeccdo pelo nematoide M. enterolobii (em vermelho). Os dados

cromatograficos apresentados serdo detalhados nessa e na proxima sessao.
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Figura 26 — Perfil comparativo dos cromatogramas das fragfes diclorometano (DCM) (A), acetato de etila (AcOEt) (B) e metanol (MeOH) (C) obtidas por andlise
de P. guajava nas condi¢des controle (GUAJC, em verde) e apos 20 dias de infeccdo (GUAJ20D, em vermelho) em LC-MS.
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Figura 27 — Perfil comparativo dos cromatogramas das fragfes diclorometano (DCM) (A), acetato de etila (AcOEt) (B) e metanol (MeOH) (C) obtidas por analise
de P. guineense nas condi¢des controle (GUINC, em verde) e apds 20 dias de infec¢do (GUIN20D, em vermelho) em LC-MS.
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Figura 28 — Perfil comparativo dos cromatogramas das fragfes diclorometano (DCM) (A), acetato de etila (AcOEt) (B) e metanol (MeOH) (C) obtidas por analise
de P. cattleianum nas condig¢8es controle (CATTC, em verde) e apos 20 dias de infeccao (CATT20D, em vermelho) em LC-MS.
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Nas trés espécies de estudo, pode-se observar um pico expresso no tempo de
2.64 — 2.67 min (marcado em circulo vermelho, nas figuras 26, 27 e 28), indicando o
aumento da producédo dessa substancia apds o tempo de infec¢do. Na figura 29 tem-
se 0s espectros dos fragmentos obtidos dessa substancia (em vermelho, da amostra
e em azul, das bibliotecas NIST), sugerindo L-arginina de ion precursor de MM 175 e

estrutura molecular CgH14N4O5.
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Figura 29 — Imagens espectrais dos fragmentos de massa obtidos, apresentados em vermelho, da
substéncia retira entre 2.64 — 2.67 min, seguidos pela estrutura quimica da substancia L-arginina
(C6H14N402), identificada por fragmentos em azul comparados com bibliotecas NIST.

Nos graficos, os longos picos apresentados entre 21.42 — 21.50 min, de acordo
com analise dos fragmentos, indicam haver um acimulo de substancias de diferentes
massas moleculares.

Em P. cattleianum, observa-se um pico diferencialmente expresso no tempo
retencdo de 25.86 — 25.92 min (marcado em circulo verde, na figura 28), indicando a
reducédo da producao dessa substancia apds o tempo de infeccdo. Na figura 30, tem-
se 0s espectros dos fragmentos obtidos dessa substancia (em vermelho, da amostra
e em azul, das bibliotecas NIST), sugerindo ser eudesmina de ion precursor de MM

527 e estrutura molecular C22H260s.
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Figura 30 — Imagens espectrais dos fragmentos de massa obtidos, apresentados em vermelho, da
substancia retira entre 25.86 - 25.92 min, seguidos pela estrutura quimica da substancia eudesmina
(C22H2606), identificada por fragmentos em azul comparados com bibliotecas NIST.

4.4. Analises por heatmap com identificacdo por bibliotecas NIST

Nas figuras 31, 32 e 33 estéo as representacdes graficas por heatmap obtidas
com as cinquenta substancias extraidas em solvente diclorometano (DCM), acetato
de etila (AcOEt) e metanol (MeOH), com maiores picos de intensidade espectrais
correlacionadas as concentracdes. Nos trés graficos para cada espécie Psidium,
observa-se que houve uma alteracdo do metaboloma das trés espécies de estudo,
no qual algumas substancias tiveram os picos aumentados apdés os 20 dias de
infeccdo, enquanto outras reduzidas.

Na figura 31, P. guajava, na fracdo diclorometandlica (A), 32%; na fracdo
acetodlica (B), 44%; e na fragdo metandlica, 32% das substancias tiveram um
aumento na intensidade do pico apds o periodo de infeccao pelo nematoide.

Nas trés extracbes (DCM, AcOEt e MeOH), as substancias M174T22_1 e

M174T22_2, presentes apenas em P. guajava (espécie suscetivel), apresentaram
diminuicdo apods o periodo de infec¢cdo ao nematoide M. enterolobii. Nessa mesma

espécie, M194T3_3 apresentou aumento na mesma condicéo teste.
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Figura 31 — Representacdes graficas por heatmap obtidas pelo software MetaboloAnalyst 5.0 com as
cinquenta substancias com maiores picos de intensidade de amostras extraidas em diclorometano
(DCM) (A), acetato de etila (AcOEt) (B) e metanol (MeOH) (C) obtidas por analise de P. guajava nas
condicdes controle (GUAJ_CONT, em verde) e apés 20 dias de infecgdo (GUAJ_20D, em vermelho).

Na figura 32, P. guineense, na fracao diclorometandlica (A), 52%; na fracao
acetodlica (B), 42%; e na fracdo metandlica, 68%, das substancias tiveram um
aumento na intensidade do pico apds o periodo de infeccao pelo nematoide.

Em P. guineense (espécie resistente), M303T22_4 e M303T24_3, referentes a
fracdo AcOEt apresentaram aumento ap0s periodo de infeccdo. Aumentos apos a
infeccdo também foram registrados para as substancias M171T8 e M171T3_4 e
M166T20 e M166T26_5, da fracdo DCM, M171T3_4, da fracdo AcOEt; M166T26_5,
da fracdo MeOH. Na fracdo MeOH, ndo houve aparecimento de substancias com ion
precursor de MM 171 dentre os picos majoritarios, bem como ion precursor de MM
166 na fracdo AcOEt. Nas trés fragOes dessa espécie, as substancias M128T21 e
M128T25_2 apresentaram redug¢do na mesma condicéo teste pds-infecgéo.
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Figura 32 — Representacdes gréaficas por heatmap obtidas pelo software MetaboloAnalyst 5.0 com as
cinquenta substancias com maiores picos de intensidade de amostras extraidas em diclorometano
(DCM) (A), acetato de etila (AcOEt) (B) e metanol (MeOH) (C) obtidas por analise de P. guineense nas
condig¢@es controle (GUIN_CONT, em verde) e apds 20 dias de infecgdo (GUIN_20D, em vermelho).

Na figura 33, P. cattleianum, na fracdo diclorometandlica (A), 52%; na fracao
acetodlica (B), 44%; e na fragdo metandlica, 48% das substancias tiveram um
aumento na intensidade do pico apés o periodo de infeccdo pelo nematoide.

Em P. cattleianum (espécie imune), as substancias M155T20 1 e M155T23 1,
da fracdo DCM, M155T27_1, da fragdo AcOEt, e M155T23_1, da fracdo MeOH,
apresentaram aumento apoés a infecgao.

Nessa espécie, as seguintes substancias também apresentaram queda de
producéo apos a infeccdo: na fracdo DCM, M149T21_3; na fracdo AcOEt,M211T24 2
e M211T23_2; na fragdo MeOH, M211T24 2 e M211T23_2, M149T21_3, M149T23_1
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e M149T15 1. Na fracdo DCM, as substancias com ion precursor de MM 211 e na
fracdo AcOEt,de MM 149, ndo apareceram dentre 0s picos majoritarios.

Também apresentaram diminuicdo apds a infeccdo ao nematoide na fragcédo
DCM de P. cattleianum, M156T26, M156T23_1 e M156T23_2; na fragcdo AcOEt,
M156T23_1 e M156T26 e na fragdo MeOH, M156T26.
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Figura 33 — Representa¢des graficas por heatmap obtidas pelo software MetaboloAnalyst com as
cinquenta substancias com maiores picos de intensidade de amostras extraidas em diclorometano
(DCM) (A), acetato de etila (AcOEt) (B) e metanol (MeOH) (C) obtidas por andlise de P. cattleianum
condig¢@es controle (CATTL_CONT, em verde) e apos 20 dias de infecgcdo (CATTL_20D, em vermelho).

Nas trés fragbes, M195T21_2 apresentou aumento em P. cattleianum e
M195T23_1 aumento em P. guineense. Na fracdo MeOH de P. guineense, também
houve aumento na producéo de M195T21_3.
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Nas trés fracdes, M169T3 6 em P. guineense apresentou aumento ap0s o
periodo de infec¢cdo. Em P. cattleianum, na fragdo DCM, M169T25_ 3 e M169T23_4;
na fracdo AcOEt, M169T19 1 e M169T20_3; na fracdo MeOH, M169T19 1,
M169T25 3 e M169T23_ 4; também apresentaram aumento pela infeccdo. Enquanto
M169T17_3 apresentou diminuicdo em P. guajava nas trés fracbes de extracao.

Nas trés fracdes, M143T26 2 apresentou aumento em P. cattleianum e
reducdo de M143T24_3 em P. guajava. Nas fracdes ACOEt e MeOH, também houve
aumento de M143T25 2 em P. cattleianum.

Nas trés fracbes de P. guajava, M223T22_4 apresentou aumento na producao
apos a infeccdo. Nas frac6es AcOEt e MeOH dessa espécie, teve ainda aumento na
producdo de M223T13_ 1. Nas trés fracbes de extracdo, M223T11 1 apresentou
reducdo em P. guineense apos o periodo de infecgéo.
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5. DISCUSSAO

Com os dados obtidos através de analise em LC-MS das extracbes com
solventes diclorometano (DCM), acetato de etila (AcOEt) e metanol (MeOH) de
amostras de raizes das espécies P. guajava (suscetivel), P. guineense (resistente) e
P. cattleianum (imune), em condi¢Bes controle (sem infeccdo) e apés 20 dias de
infeccdo pelo nematoide M. enterolobii, foram realizadas comparacdes por
dendrogramas.

Assim, com a andlise dos ramos formados pelos grupos de amostras,
observou-se que o0s metabdlitos secundarios apdés a infeccdo (produzidos ou
suprimidos) sdo em maioria de natureza quimica polar. As amostras CONT e 20D se
diferenciaram quando analisados os extratos em MeOH (metanol) e AcOEt (acetato
de etila), tendo em vista, que ndo estdo em ramos proximos no dendrograma. Ja as
amostras em DCM (diclorometano) possuem similaridade, mostrando que o0s
metabolitos produzidos em decorréncia da infeccdo possivelmente ndo possuem
afinidade por esse solvente, sendo, portanto, de carater mais polar. Essa observacgao
ocorre também para as outras duas espécies, onde os ramos das amostras DCM
CONT e 20D estdo mais proximos no dendrograma, e, portanto, com maior
similaridade. Como resumo, podemos dizer que ha diferenca no padrdo de
metabolitos produzidos pelos grupos controle e infectado, em todas as trés espécies,
e essa diferenca pode ser notada apos extracdo com metanol e acetato de etila.

Com as redes moleculares geradas, foi possivel identificar agrupamentos de
substancias diferencialmente expressas nas espécies resistente e imune. O
agrupamento (A) é formado por substancias de P. guineense obtidas em extracao
metanolica e identificadas de (1) a (7); sugere-se que estas substancias pertencam a
classe dos taninos hidrolisaveis, cujo maior representante € o acido elagico. O
resultado indica a natureza polar dos metabdlitos que possivelmente estejam
relacionados com a defesa vegetal.

Os taninos sdo compostos polifendlicos presentes em varios tecidos vegetais,
desempenhando funcbes de protecdo a herbivoria e regulando o crescimento da
planta. As vias biossintéticas dos taninos hidrolisaveis (THSs) incluem a biossintese de
um dos intermediarios, os elagitaninos (ou acido elagico) (Chen et al., 2018). Estas

moléculas sintetizadas na via do chiguimato sédo fortes inibidores de proteases
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digestivas (Gallardo et al., 2019). Alguns estudos tém mostrado que o0s taninos
reduzem a taxa de eclosao, inativam Meloidogyne spp. e consequentemente reduzem
o numero de galhas (Fonseca et al., 2017; Maistrello, Vaccari e Sasanelli, 2010; Misiha
et al., 2019; Silva et al., 2018).

O agrupamento (B) é formado, em sua maioria, por substancias de P.
guineense e P. cattleianum obtidas em extragdes com metanol e acetato de etila e
identificadas de (8) a (11), pertencentes a classe das lignanas, indicando mais uma
vez a natureza polar de metabdlitos relacionados a defesa vegetal.

Os lignanos formam os blocos de construcdo das paredes celulares das
plantas. Dentre esses, estdo as lignanas, um subgrupo de polifenéis ndo flavondides
gue possuem atividade inseticidas e que surgiu durante a coevolugcao de plantas e
insetos a partir dos mecanismos naturais de defesa vegetal, fornecendo a protecao
contra fitopatologias (Luttge, 2019).

A sintese de lignina aumenta a defesa de planta as infec¢des por RKN e diminui
densidades populacionais do nematoide (Ismael e Mahmood, 2020). Estudo recente
demonstrou que, no tomate, as respostas aos oligogalacturonideos (OGSs)
desencadeiam a resisténcia sistémica aumentada aos patégenos. Com isso, ocorre a
regulacéo das vias de sinalizacdo por acido jasmonico (JA), acido abscisico (ABA) e
etileno (ET), e a ativacdo das principais vias metabolicas para a biossintese de
metabolitos antimicrobianos, como alcaléides, flavonoides e lignanos (Gamir et al.,
2021). El-Sherif et al. (2015) realizou um estudo em que sementes de pimenta, alho,
milho e gergelim foram adicionados no solo de plantio de plantas de tomate, cultivadas
sob o estresse da infeccdo por M. incognita. Com as sementes de gergelim moidas,
ricas em lignanos, os autores observaram os valores maximos de comprimento de
planta, massa fresca e massa seca total da parte aérea. Ainda obtiveram a maior
porcentagem de reducdo no nimero de massas de ovo e galhas do nematoide.

O agrupamento (C) é formado, em sua maioria, por substancias de P.
guineense obtidas em extracfes de diclorometano e acetato de etila e identificadas,
de (12) a (15), como um grupo de terpenos, tendo as oleanas como representantes.
O resultado indica que essa categoria de moléculas apolares também esta
relacionada a defesa vegetal. Os terpenos possuem funcao importante na defesa da
planta contra estresses bidticos e abidticos. Os principais volateis identificados de
plantas ap6s a herbivoria incluem terpendides volateis, fenilpropanéide volatil

(inddlicos), derivados de acido graxo e compostos nitrogenados. Niveis elevados de
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terpenos em plantas, responsaveis pela atracdo ap6s um ataque de herbivoros, sao
documentados em muitas espécies de plantas. Um dos exemplos de defesa indireta
de plantas € a liberacdo da mistura de volateis, que atraem os carnivoros dos
herbivoros, apés ataque desses herbivoros (Aljpbory e Chen, 2018; Singh e Sharma,
2015).0 terpeno geraniol apresentou atividade nematicida em diferentes estagios da
vida do nematoide das galhas M. javanica. O contato direto com esse terpeno causou
a morte de todos os juvenis J2 e inibiu a eclosdo dos ovos (Nasiou e Giannakou,
2018).

No estudo de Yang et al. (2016), exsudatos radiculares extraidos de trés porta-
enxertos de tomate com niveis variados de resisténcia a nematoides suprimiram o
tempo de incubacéo do ovo de M. incognita e do estagio em J2, aumentando ainda a
mortalidade. A composicdo de exsudatos radiculares apresenta metabdlitos bioativos
gue variam substancialmente entre diferentes espécies de plantas e que podem
conduzir feedbacks na interacdo planta-solo, modificando, comisso, as comunidades
microbianas (Hu et al., 2018).

Numa analise inicial com a sobreposicdo dos cromatogramas obtidos,
visualmente tem destaque o pico expresso referente a substancia retida em 2.64 —
2.67 minutos, nas trés espécies e extracdes, com aumento apoés o periodo de infeccéo
pelo nematoide. Através de busca nas bibliotecas NIST, sugere-se que se trata de L-
arginina. Esse aminoacido é precursor do 6xido nitrico, e de poliaminas, ambas
moléculas capazes de desempenhar fungfes importantes na regulacao dos processos
de desenvolvimento, bem como em respostas aos estresses bidticos e abidtico. O
catabolismo de arginina atua mobilizando estoques de nitrogénio para o
desenvolvimento vegetal e a mecanismos de defesa contra o estresse. No entanto,
0s niveis de arginina em tecidos vegetais parecem ser regulados por uma infinidade
de mecanismos (Winter et al., 2015).

Como a producao de arginina foi aumentada nas trés espécies de Psidium
(desde a suscetivel a imune) apds a infeccdo, sugere-se que 0 aumento esteja
vinculado a eventos relativos ao desenvolvimento vegetal e ndo a processo de
resposta especifica ao estresse da infeccao.

Ainda na andlise inicial com a sobreposicdo dos cromatogramas, um pico
expresso referente a substancia retida em 25.86 — 25.92 minutos, apenas em P.
cattleianum (espécie imune), apresentou reducdo em sua producdo apos o periodo

de infeccdo ao nematoide. Com as buscas realizadas em bibliotecas, indica ser a
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lignana eudesmina. O dado esta de acordo com andlises realizadas através das redes
moleculares, as quais sugerem a relacao de lignanas aos mecanismos de defesa nas
espécies resistente e imune ao fitopatégeno. Essa substancia, pertencente ao grupo
das lignanas, reduziu a viabilidade do periodo larval de Anticarsia gemmatalis
(patégeno de cultura de soja) dando origem a adultos malformados (Nascimento et
al., 2004).

As lignanas sao biossintetizadas a partir da via dos fenilpropandides, na rota
do &cido chiquimico, sugerindo que a regulacdo deste caminho esteja envolvida na
resisténcia dessa espécie contra o nematoide M. enterolobii.

No estudo de Francine et al. (2016), o extrato da raiz de Syzygium guineense
(Myrtaceae), espécie rica polifenais e triterpenos, exibiu atividade larvicida com 100%
de mortalidade das larvas de Aedes albopictus, apds 8 dias de tratamento a 200 mg/L,
enquanto o extrato do fruto de Zanthoxylum heitzii (Rutaceae), que apresenta
eudesmina em sua composicdo quimica, apresentou 83,33% de mortalidade na
mesma concentragao.

Devido a atividade antibiética de eudesmina, esperava-se que houvesse o
aumento na producdo dessa substancia em P. cattleianum apds a infeccdo ao
nematoide, visto que essa espécie é imune ao fitopatdgeno. No entanto, a reducéo de
eudesmina sugere que precursores da via do chiqguimato de biossintese dessa
substancia, tenham sido destinados a regulacdo de outros caminhos metabdlicos
importantes para a resisténcia ao parasita. Essa hipotese € corroborada pelos
resultados obtidos nas redes moleculares, em que a regulacéo de lignanas se mostra
envolvida nos mecanismos de defesa das espécies resistente e imune.

Com os mapas de calor gerados com 0s cinquentas picos espectrais
majoritarios para cada grupo de analise, observou-se a alteragcdo no metaboloma das
plantas ap6s a infeccdo pelo Meloidogyne enterolobii, com substancias sendo
produzidas e suprimidas nas trés espécies de estudo. Isso indica a resposta vegetal
frente ao estresse bidtico. Muitas dessas substancias foram apresentadas através dos
cbdigos de massa do ion precursor e tempo de retencéo, devido a dificuldade em
extrair os fragmentos de massas e as buscas nas bibliotecas NIST.

Os processos de estresse e a resposta de defesa vegetal estimulam mudancas
metabdlicas que podem resultar na biossintese de compostos bioativos. O acumulo
de um metabdlito secundario na planta em niveis mais altos pode indicar a expresséo

de genes especificos e o incremento das vias metabdlicas para sua biossintese nas
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células (Isah, 2019). Estudos realizados com diferentes metabdlitos vegetais,
incluindo alcaldides, flavondéides e compostos fendlicos, relatam o potencial em
combater os patdgenos (Zaynab et al., 2018).

Com isso, nesse trabalho € possivel sugerir que os metabdlitos secundarios
estdo envolvidos nos mecanismos de defesa vegetal de espécies Psidium contra
nematoide M. enterolobii principalmente pela regulacdo das vias do chiquimato com

taninos hidrolisaveis e lignanas, mevalonato e metileritritolfosfato com os terpenos.
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6. CONCLUSAO

Nesse estudo, comparando os perfis metabdlicos de amostras de raizes de

plantas das espécies P. guajava (espécie suscetivel), P. guineense (espécie

resistente) e P. cattleianum (espécie imune), cultivadas sob condi¢des controle (sem

infeccdo) e apos 20 dias de infeccdo pelo nematoide M. enterolobii, tem-se que:

)

Por analise dos ramos formados pelos grupos de amostras em dendrogramas,
conclui-se que os metabdlitos secundarios apds a infeccado (produzidos ou

suprimidos) sdo em maioria de natureza quimica polar;

Atraves das redes moleculares, foi possivel confirmar a natureza quimica polar
das substancias reguladas apds a infeccdo, com agrupamentos de taninos
hidrolisaveis e lignanas nas espécies P. guineense e P. cattleianum. Também
foi identificado um agrupamento e substancias apolares, pertencente a classe

dos terpenos, presentes nas espeécies resistente e imune;

Na sobreposicdo dos cromatogramas foi possivel identificar um pico
aumentado nas trés espécies apos a infeccéo, correspondente a L-arginina, e
um pico diferencialmente expresso em P. cattleianum, suprimido apds a

infeccao, identificado como eudesmina;

Com os mapas de calor gerados com 0s cinquentas picos espectrais
majoritarios para cada grupo de analise, observou-se alteracdo no metaboloma
das plantas apds a infeccdo pelo M. enterolobii, com substancias sendo

produzidas e suprimidas nas trés espécies de estudo.

6.1. Perspectivas futuras

)

Laborar as etapas de plantio de mudas de Psidium spp. e inoculagdo com ovos
e juvenis do nematoide M. enterolobii, buscando n significativos para testes

analiticos e estatisticos;



)
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Apos preparo de amostras através de estratégia bulk, identificar proteinas
diferencialmente reguladas através de protedmica bottom-up shotgun a partir
de extratos de raizes das espécies submetidas as diferentes condi¢cbes de
infestacdo pelo nematoide; e realizar andlise dos perfis metabol6micos de

raizes de espécies submetidas as condi¢des controle e teste;

Medir enzimas relacionadas com o estresse oxidativo e metabolismo fendlico

dos extratos de raizes submetidas as condi¢cfes controle e teste.
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APENDICE A - Individuos de P. guajava nas condicdes teste

(A)

(©)

Figura 34 — Plantas de P. guajava analisadas neste estudo: Individuos controle (sem infec¢céo) (A);
Individuos ap6s 20 dias de infecgdo por ovos e J2 de M. enterolobii (B); Raizes de individuos infectados
evidenciando a formacao das galhas (C).
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APENDICE B - Individuos de P. guineense nas condicdes teste

(A)

(B)

Figura 35 - Plantas de P. guineense analisadas neste estudo: Individuos controle (sem infeccédo) (A);
e Individuos apdés 20 dias de infeccdo por ovos e J2 de M. enterolobii (B).
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APENDICE C - Individuos de P. cattleianum nas condicdes teste

(A)

(B)

Figura 36 - Plantas de P. cattleianum analisadas neste estudo: Individuos controle (sem infec¢éo) (A);
e Individuos apés 20 dias de infeccao por ovos e J2 de M. enterolobii (B).
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