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RESUMO

Dentre os fitopatogenos que afetam a produtividade agricola,
encontram-se os nematdides pertencentes ao género Meloidogyne, o0s quais
constituem o grupo com maior importancia econdmica na agricultura. O grande
nimero de hospedeiros e a interagdo com outros organismos patogénicos
colocam tais nematdides entre os principais patdogenos responsaveis pela
limitacdo da produtividade agricola mundial. Como os métodos atualmente
disponiveis para o controle de fitonematdides apresentam desvantagens como a
dificuldade de aplicagao em algumas localidades ¢ o custo elevado, existe uma
demanda cada vez maior por novas metodologias menos onerosas € que nao
contaminem o homem e o ambiente com substancias de alta toxicidade. Em
decorréncia, avaliou-se neste trabalho a possibilidade do uso de combinagdes de
substancias organicas volateis (SOV’s), disponiveis comercialmente, para
aumentar a resisténcia de tomateiros e feijoeiros a Meloidogyne incognita. Além
disso, buscou-se averiguar, pelo emprego de métodos colorimétricos, se o
aumento da resisténcia poderia estar associado a producdo de carboidratos,
aminoacidos, alcaldides e fenodis. Testes in vivo indicaram que as combinagdes
de jasmona + jasmonato de metila, (Z)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-en-1-o0l + (Z)-
hex-2-en-1-ol + (E)-hex-2-enal, acetato de (E)-hex-2-enila + acetato de hexila e
de meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-diol + butano-1,3-diol + butano-1,4-diol,
eram capazes de reduzir a populacdo de M. incognita quando estas eram
aplicadas na parte aérea de plantas de tomateiro. J4 para feijoeiro, selecionou-se
apenas a combinacdo de acetato de linalila + nerolidol. As exposi¢des das
plantas a todas as combinagdes de SOV’s resultaram em alteracdes nas
quantidades de alcaldides, aminoacidos, sacarose, carboidratos e¢ fenois. Para
complementar o trabalho, também foram realizadas andlises por espectroscopia
de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, o que permitiu identificar
varias substancias nas raizes das plantas. Entretanto, ndo ficou bem esclarecido o
mecanismo de acdo destas substancias nas plantas estudadas. Também foi
realizado um estudo para quantificar varios metabolitos nas raizes de plantas de
café resistentes e suscetiveis a nematoides, apos exposicdo das mesmas a
Meloidogyne exigua. Observou-se que a resisténcia de cafeeiro a este nematdide
pode estar correlacionada com a maior produgdo de sacarose, fendlicos, acido
fumarico e acido quinico ¢ com a menor produgdo de alcaldides por parte da
cultivar resistente, durante a formagao do sitio de alimentacao deste parasita.

Palavras-Chave: Nematoides. Metabolitos. Resisténcia.



ABSTRACT

Among the phytopathogens that affect agricultural productivity are the
nematodes of the genus Meloidogyne, which constitute a group with high
economical importance in agriculture. The large number of hosts and
interactions with other pathogenic organisms place such nematodes among the
main pathogens responsible for the limitation of world agricultural productivity.
Since the currently available methods to control plant-parasitic nematodes
present disadvantages such as the difficulty of nematicide application in some
locals and high cost, there is an increasing demand for new and less onerous
methodologies that do not contaminate humans and the environment with highly
toxic substances. Consequently, combinations of commercially available volatile
organic substances (VOS’s), potentially useful to increase tomato and common
bean plant resistance to Meloidogyne incognita, were evaluated in this work.
Furthermore, we sought to verify, through the use of colorimetric methods, if the
resistance increase could be associated to the production of carbohydrates,
amino acids, alkaloids and phenols. /n vivo tests indicated that the combinations
of jasmone + methyl jasmonate, (Z)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-en-1-ol + (Z)-
hex-2-en-1-ol + (E)-hex-2-enal, (E)-hex-2-enyl acetate + hexyl acetate and
meso-butane-2,3-diol + butane-1,2-diol + butane-1,3-diol + butane-1,4-diol,
were capable of reducing the population of M. incognita when applied to the
aerial part of tomato plants. For common bean plants, only the combination of
linalyl acetate + nerolidol was selected. The exposure of plants to all VOS’s
combinations caused alterations in the amount of alkaloids, amino acids,
sucrose, carbohydrates and phenols. To complement the work, analyses by
hydrogen nuclear magnetic resonance spectroscopy were also conducted,
allowing the identification of various substances in the plant roots. However, the
action mechanism of these substances in the plants studied was not very clear.
Another study was also carried out to quantify various metabolites in the roots of
coffee plants resistant and susceptible to nematodes, after their exposition to
Meloidogyne exigua. Apparently, the resistance of coffee plant to this nematode
can be correlated with the high sucrose, phenolic, fumaric acid and quinic acid
production and with low alkaloid production by the resistant cultivar, during the
formation of the feeding site by the parasite.

Keywords: Nematodes. Metabolites. Resistance.
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PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUCAO

Todas as espécies de plantas cultivaveis sdo atacadas por fitonematodides,
cuja presenga no solo pode passar despercebida pelos agricultores devido ao seu
tamanho reduzido e ao fato de nem sempre acarretarem sintomas visiveis nas
plantas atacadas. Estima-se que perdas de até 12,7 % sejam ocasionadas na
producdo mundial de graos por fitonematdides, dentre os quais se destacam
aqueles do género Meloidogyne, que apresentam ampla distribuigdo geografica e
grande numero de plantas hospedeiras. Além dos prejuizos diretos, tais parasitas
podem debilitar a planta, tornando-a suscetivel a outras doengas e,
consequentemente, reduzindo ainda mais a produgdo agricola (MOLINARI,
2009).

No Brasil ha varios métodos alternativos para o controle de
fitonematoides, mas infelizmente a eficiéncia dos mesmos €, em varios casos,
inferior a observada para aqueles que empregam substancias nematicidas de
origem sintética com elevada toxicidade (DINARDO-MIRANDA et al., 2008).
Como existe uma pressdo por parte da sociedade para que o uso destas
substancias seja cada vez mais restrito, faz-se necessario buscar novas
metodologias menos onerosas € que nao contaminem o meio ambiente com
substancias de alta toxicidade (CHITWOOD, 2002).

A resisténcia de plantas a nematdides tem sido considerada uma
potencial alternativa para o manejo de fitonematoides, principalmente aqueles do
género Meloidogyne, que apresentam uma interacdo especializada com seus
hospedeiros (ROBERTS, 2002). Em decorréncia, ¢ de grande importancia
estudar as influéncias de substancias organicas volateis (SOV’s) na populagdo de

nematoides fitoparasitas em plantas, j4 que tais substdncias podem estar
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relacionadas aos mecanismos de defesa de plantas contra organismos
fitopatogénicos (ARIMURA et al., 2005; PARE et al., 2005). Também vale
mencionar que o estudo dos mecanismos de resisténcia de plantas a nematoides,
pode contribuir para o desenvolvimento de novos produtos mais eficientes e de
menores toxicidades que aqueles atualmente empregados no controle de
Meloidogyne spp. Ademais, poderd ser uma importante ectapa para o
desenvolvimento de novas cultivares a serem utilizadas em 4reas infestadas com
Meloidogyne spp.

Diante do exposto, um dos objetivos do presente trabalho consistiu em
verificar se a populagdo de Meloidogyne incognita (Kofoid e White, 1919)
Chitwood, 1949, em tomateiros (Solanum lycopersicum L., 1753) e feijoeiros
(Phaseolus vulgaris L., 1753) pode ser afetada pela aplicacdo nas plantas de
substancias organicas volateis (SOV’s). Ademais, buscou-se quantificar varios
metabolitos nas raizes das referidas plantas com vistas a averiguar uma possivel
correlagdo com o mecanismo de agdo das SOV’s. Com vistas a contribuir para a
elucidacdo dos mecanismos de resisténcia de cafeeiros a Meloidogyne exigua
Goeldi, 1887, o presente trabalho também teve como objetivo a identificagdo e
quantificagdo de varios metabolitos nas raizes de Coffea arabica L. cv. Catuai-
Vermelho e nas raizes da linhagem gerada (F8) cv. IAPAR-59, que sdo

respectivamente suscetiveis e resistentes ao nematoéide de galhas M. exigua.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Nematdides de galhas

Os nematodides parasitas de plantas sdo amplamente disseminados pelo
Brasil, sendo responsaveis pela redugdo na producdo e no valor comercial de
diversas culturas de importancia econdmica. Dentre estes patdogenos se destacam
os nematoides de galhas (Meloidogyne spp.) que, por possuirem um grande
numero de plantas hospedeiras, sdo responsaveis por 12,7% dos prejuizos
observados na produgdo agricola mundial (MOLINARI, 2009).

O ciclo de vida destes animais se inicia com um ovo, normalmente no
estadio unicelular, que ¢ depositado pela fémea no interior da raiz. O
desenvolvimento do embrido comeca dentro de poucas horas depois da
deposigdo, resultando na formagdo de uma larva (TIOHOD, 2000). A primeira
ecdise ocorre no interior do ovo, com a transformagao das larvas em juvenis de
segundo estadio (J2, Figura, 1), que eclodem e passam a migrar no solo a
procura de raizes de plantas hospedeiras. Para tanto, o J2 de Meloidogyne spp.
possui reservas energéticas corporais, principalmente na forma lipidica,
necessarias para a sua locomogao e infectividade (CAMPOS et al., 2006).

Seguindo um gradiente de concentragdo de exsudatos radiculares, o J2
orienta seu movimento em dire¢d0 a raiz ¢ a penetra na regido da zona de
alongamento celular, logo atrds da coifa. Em seguida, o nematoide secreta
substancias que causam modifica¢des em células localizadas proximas a regido
dos vasos, dando origem as chamadas células gigantes, que aumentam de
tamanho e passam a fornecer alimento ao nematdide, que se torna sedentario

(ZHAO et al., 2000).
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Figura 1 Foto do juvenil do segundo estadio com aumento de 10 vezes

Uma das possibilidades para o controle destes animais consiste em
manter uma area sem os hospedeiros do nematdide por algum tempo, o que ¢é
conhecido como pousio. Com isso, ocorre significativa reducdo na populagio
dos nematdides. Em trabalho realizado por Souza et al. (2006), ndo se
observou Meloidogyne mayaguensis Rammah e Hirschmann, 1988, em area
submetida ao pousio por oito meses. Entretanto, goiabeiras transplantadas para a
referida drea apresentaram galhas apds seis meses de plantio. Os autores
concluiram que M. mayaguensis pode sobreviver no solo, possivelmente na
forma de ovos dormentes, em nivel populacional ndo detectado. Em decorréncia,
os autores ndo aconselham o pousio como forma de controle para esse
nematoide.

Meétodos culturais como a rotagdo de culturas com espécies ndo
hospedeiras e/ou antagonistas de nematoides, t€ém apresentado resultados

positivos para o controle de nematoides (COSTA; FERRAZ, 1990). Este método
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¢ capaz de manter as populacdes destes patdogenos abaixo do nivel para causar
dano econdmico, sem oferecer riscos ao ambiente (FERRAZ; VALLE, 1995).
Apesar de tais possibilidades serem de grande valor, demandam planejamento, ja
que se faz necessario o investimento de tempo e dinheiro para que possam
alcancar o sucesso. Ademais, existem varias culturas, principalmente as perenes,
que apresentam grandes dificuldades para a implementacao de tais metodologias
(SASSER; CARTER, 1985; STARR et al., 2002; VIAENE, 1998).

Em principio, os nematoides de galhas podem ser controlados em
algumas culturas pelo uso de genes para resisténcia, como ¢ o caso do gene Mi,
proveniente de Lycopersicon peruvianum (L.) Mill, 1768, que foi empregado
para conferir resisténcia a tomateiros comerciais. No entanto, populagdes de
Meloidogyne capazes de contornar tal resisténcia ja foram identificadas. Por
exemplo, Rodiguez et al. (2007), ao realizarem testes de parasitismo de M.
mayaguensis com diferentes espécies botanicas, demonstraram que o feijoeiro
comum (IPA-9), o caupi (IPA-206) e os cultivares de tomateiros Santa Cruz e
Viradouro, portadores do gene Mi, se mostraram suscetiveis a essa espécie de
nematoide.

O controle quimico tem sido o principal método de combate aos
fitonematoides. Existem varios produtos com efeito nematicida no mercado
brasileiro, os quais sdo, em maior parte, sistémicos (CAMPOS et al., 2001).
Embora este método represente a possibilidade mais vidvel sob o aspecto
econdmico apos o estabelecimento da cultura, tem demonstrado também
inimeras limitagdes, como por exemplo, a natureza temporaria do controle
obtido, a possibilidade de acumulagdo dos materiais toxicos no solo e risco a
saude humana (CHITWOOD, 2002; STARR et al., 2007).

Medidas de controle de Meloidogyne pelo emprego de organismos
antagdnicos a nematodides tém sido estudadas por varios pesquisadores que, em

geral, optam por trabalhar com fungos e bactérias. Ha varios fungos
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nematofagos, que empregam seus micélios como armadilhas ou produzem
esporos que aderem a cuticula do nematodide. Dentre as bactérias se destacam as
do género Pasteuria, que aderem a cuticula do nematoide para nele penetrar em
seguida. Apesar da eficiéncia observada em varios experimentos, tais agentes de
controle bioldégico ainda ndo podem ser produzidos e utilizados de forma

economicamente viavel (PIMENTEL et al., 2009).

2.2 Substéncias organicas volateis empregadas como sinalizadoras por

plantas

As plantas liberam misturas complexas de substancias organicas volateis
para a atmosfera, cujas composi¢des podem ser facilmente alteradas em
decorréncia de ataques por insetos herbivoros e patégenos. Em geral, estas
misturas se tratam de substincias de baixa polaridade que apresentam alta
pressdo de vapor e podem atravessar as membranas celulares com facilidade
para serem liberadas na atmosfera e no solo (DUDAREVA et al., 2006). Na
grande maioria dos casos sdo terpenodides, fenilpropandides e derivados de

aminodacidos, carotenos e de acidos graxos (Figura 2).
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Figura 2 Exemplos de substancias organicas volateis de origem vegetal

Ha diversos dados na literatura que deixam evidentes as varias fungdes
das substancias organicas volateis de origem vegetal, dentre as quais vale
destacar aqui o papel na defesa das plantas (ARIMURA et al., 2005; MATSUI,
2006; PARE et al., 2005; PARE; TUMLINSON, 1999; RODA; BALDWIN,
2003). Uma das formas de atuagdo desses compostos consiste em atrair
predadores de insetos herbivoros (PASCHOLD et al., 2006), o que pode ser
exemplificado pelo nerolidol (Figura, 2). Esta substancia atrai o acaro predador
Phytoseiulus persimilis Athias-Henriot, 1957, para plantas infestadas com acaros

herbivoros (DUDAREVA et al., 2006). Ha também a possibilidade de empregar
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substancias organicas volateis como sinalizadores para que as folhas ndo
atacadas por pragas ou doengas de uma planta ou de suas vizinhas possam
produzir substancias de defesa. Este é o caso, por exemplo, de Phaseolus lunatus
L.,1753, que, ao ser atacada por acaros herbivoros, libera (Z)-hex-3-en-1-ol, (E)-
hex-2-enal e acetato de (Z)-hex-3-enila (Figura, 3), que ativam varias proteinas
relacionadas ao sistema de defesa em plantas vizinhas ndo atacadas pelo inseto
(ARIMURA et al., 2001; KOST; HEIL, 2006). Sabe-se também, que as plantas
de Arabidopsis thaliana (L.) Heynh, 1842, expostas a (E)-hex-2-enal, (Z)-hex-3-
enal, (Z)-hex-3-enol ou allo-ocimeno, t€ém maior resisténcia ao fungo Botrytis
cinerea Pers, 1794 (KISHIMOTO et al., 2005). Segundo Bate e Rothstein
(1998), o (E)-hex-2-enal ativa varios genes em plantulas de Arabidopsis que
estdo envolvidos com o sistema de defesa da planta. Tais resultados sdo
confirmados por Kishimoto et al. (2006), segundo os quais as substincias
volateis induzem o aumento da lignificacdo, o que torna a penetragdo do fungo
mais dificil. Ademais, ocorre o acimulo de substancias antifingicas como a
camalexina, que inibe o crescimento flingico no interior da planta.

Quando expostas a (Z)-hex-3-en-1-ol (Figura, 1), plantas de milho
intactas (Zea mays L., 1753) liberam uma mistura de substancias volateis
idéntica aquela observada quando as plantas sdo atacadas por lagartas, cuja
funcgdo ¢ atrair predadores do inseto (FARAG et al,, 2005). Uma potencial forma
de aproveitar tal comportamento diz respeito a liberagdo de substancias
organicas volateis na proximidade de plantas que se queira proteger de algum
ataque. Cientes disto, Heil ¢ Kost (2006) liberaram, em baixa concentracao,
durante 24 h, uma mistura de acetato de (Z)-hex-3-enila, (E/Z)-f-ocimeno, (R)-
(-)-linalool, (3E)-4,8-dimetilnona-1,3,7-trieno, salicilato de metila, (Z)-jasmona,
f-cariofileno e (3E,7E)-4,8,12-trimetiltrideca-1,3,7,11-tetraeno (Figuras, 2 e 3),
na presenca de P. lunatus. A seguir, fizeram danos mecanicos na planta e

avaliaram as respostas do seu sistema de defesa, o que permitiu observar que os
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individuos submetidos a referida mistura de substancias volateis tinham
apresentado resposta 180 % superior a daqueles sem qualquer exposicdo.
Keinanen et al. (2001) também fizeram uso de tal possibilidade ao exporem
Nicotiana attenuata Steud, 1821, a jasmonato de metila (Figura, 3). Com isso, as
concentracdes de alguns metabdlitos diretamente ligados ao sistema de defesa da
planta (cafeoilputrescina, nicotina e diterpenos glicosilados) aumentaram

sensivelmente nas folhas.

YT e

(E)-Hex-3-enal (E)-Ocimeno

W

(3E)-4,8-dimetilnona-1,3,7-trieno

NN N N

(E,E)-4,8,12-trimetiltrideca-1,3,7,1 1-tetraeno —
H COzMe
Jasmonato de metila

(R)-(-)-Linalool | (E)-pCariofileno

Acetato de (Z)-hex-3-enila

(Z)-Jasmona

Figura 3 Substincias organicas volateis liberadas por folhas infestadas por
insetos, que ativam o sistema de defesa de folhas intactas da planta
atacada ou de suas vizinhas

Ao se borrifar Ocimum basilicum L.,1753, com solugdes de jasmonato
de metila (Figura, 3) a 0,1 ¢ 0,5 mM, Kim et al. (2006) observaram grande

aumento nas concentra¢des de acido rosmarinico, acido cafeico, linalool e de
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eugenol. Em trabalho subsequente, verificou-se que o jasmonato de metila induz
o aumento da producdo das enzimas lipoxigenase (LOX), acido 4-
hidroxicinamicolase (C4H), prefenato desidrogenase (PDH), polifenol oxidase
(PPO), acido fosfatase (APase) e pentatricopeptideo repetidora (PPR), que tém
papel fundamental na produgdo dos metabolitos secundarios da referida planta
(LI et al.,2007).

Jasmonato de metila (Figura, 3) também tem efeito sobre Solanum
lycopersicum L., 1753, j& que acarreta o aumento da atividade de arginase, que
¢ uma enzima de grande importancia no metabolismo do aminoacido L-arginina
para a producdo de poliaminas e de 6xido nitrico (CHEN et al., 2004). J& em
plantulas de Catharanthus roseus (L.) G. Don,1837, e Cinchona ledgeriana
(Howard) Bern. Moens ex Trimen, 1881, jasmonato de metila na concentragao
de 1 pg.mL" no ar faz com que a produgdo de alcaldides em tais plantas seja
duplicada (AERTS et al.,1994). Em Picea abies (L.) H. Karst., 1881, a referida
substancia induz a formagdo de uma oleoresina rica em terpenoides que protege
a planta de pragas e doencas (MARTIN et al., 2002).

As substancias orgénicas volateis também podem ser empregadas entre
diferentes espécies. Para exemplificar ¢ possivel mencionar a Artemesia
tridentata Nutt. que, ao liberar varias substancias pela parte aérea como
jasmonato de metila (Figura, 3), metacroleina e alguns terpendides, torna plantas
de Nicotiana attenuata Steud, 1821, mais preparadas para a resisténcia a insetos
herbivoros. Quando atacadas por lagartas de Manduca sexta Linnaeus, 1763,
ocorreu uma acelerada producdo de inibidores da tripsina proteinase em
individuos de N. attenuata nas proximidades da planta 4. tridentata (KESSLER
et al., 20006).

A liberacdo de substancias organicas volateis nao se da apenas pela parte
aérea. Sabe-se, por exemplo, que quando atacadas por bactérias patogénicas ou

por insetos predadores, as raizes de plantas podem liberar substincias como o
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1,8-cineol, também conhecido como eucaliptol (Figura, 4). Este monoterpeno
oxigenado tem atividades antimicrobianas e possui agdo toxica contra alguns
insetos. Outro exemplo consiste no (E)-f-cariofileno (Figura, 3), cuja liberagdo
por raizes de milho foi observada apds ataque pelo besouro Diabrotica virgifera
virgifera LeConte, 1868. Tal substdncia ¢ um forte atrativo para o nematoide
entomopatogénico Heterorhabditis megidis Poinar, Jackson e Klein, 1987,

(DUDAREVA et al., 2006).

1,8-cineol

Figura 4 Estrutura do 1,8-cineol, que pode ser liberado pelas raizes de plantas

Também vale mencionar que o efeito promotor do crescimento de
plantas por rizobactérias pode ser, em grande parte, decorrente da producdo de
substancias organicas volateis por tais microrganismos. Em trabalhos recentes
(RYU et al, 2004; RYU et al.,, 2003) foi observado que butano-2,3-diol,
acetoina (Figura, 5) e analogos, produzidos por Bacillus spp., sdo capazes de

ativar varios genes relacionados ao sistema de defesa de Arabidopsis.

OH o

Butano-2,3-diol OH Acetoina

OH

Figura 5 Substéancias organicas volateis produzidas por bactérias que aumentam
a resisténcia de Arabidopsis a pragas e doencas
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2.3 Substancias organicas de origem natural ativas contra nematéides

Varios trabalhos t€m vislumbrado a obtencdo de nematicidas naturais,
biodegradaveis e menos toxicos, a partir de diversas espécies vegetais. Ou seja,
de um modo geral, as plantas produzem uma série de substancias que podem
atuar na defesa contra agentes patogénicos como, por exemplo, fitonematdides
(CHITWOOQOD, 2002). Logo, em principio ¢ possivel que este seja 0 mecanismo

de defesa de varias espécies vegetais contra nematdides.

2.3.1 Aminoacidos

Em trabalho recente, com Meloidogyne exigua Goeldi, 1887, Oliveira et
al. (2009) identificaram aminoacidos de origem bacteriana com propriedades
nematicidas. Alguns aminoacidos de fontes comerciais também foram
submetidos a testes in vitro com M. exigua, o que permitiu observar que L-
cisteina (Figura, 6) era o mais ativo de todos, com CLs, de 283 pug.mL™". Nas
mesmas condi¢des o nematicida comercial aldicarbe apresentou CLs, de 26
ng.mL™".Os resultados obtidos estio em sintonia com o trabalho realizado por
Barbosa et al. (1999), que observaram a atividade de L-3,4-diidroxifenilalanina
(Figura, 6) contra ¢ Heterodera glycines Ichinoe, 1952. De forma anéaloga,
Osman (1993) observou a atividade de L-arginina e de acido L-glutdmico
(Figura, 6) contra Meloidogyne javanica (Treub,1885) Chitwood, 1949.
Também ¢ possivel mencionar o trabalho de Talavera e Mizukubo (2005), que
verificaram a atividade de DL-metionina (Figura, 6) contra M. incognita.

Segundo Perry e Maule (2004), o acido 4-aminobutirico (Figura, 6) pode
causar paralisia flaicida dos musculos de nematodides e, especificamente em
Ascaris suum Goeze, 1782, observou-se que tal substancia inibia os neurdnios

responsaveis pelo nervo ventral. Também se observa que o acido L-glutdmico
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(Figura, 6) induz tanto respostas inibitorias, quanto excitatorias em nematoides;
e que ha evidéncias de que glicina (Figura, 6) pode ter importante papel no
sistema nervoso central desses animais.

Além da agdo direta dos aminoacidos contra nematdides, tem-se
observado significativa variagdo na quantidade e na propor¢ao de aminoacidos
em plantas infectadas com nematoides. Este € o caso, por exemplo, de algodao
(Gossypium hirsutum L., 1763). Verificou-se que ap6s dois dias da inoculagdo
de mudas com juvenis do segundo estadio (J2) de M. incognita, a cultivar
resistente Clevewilt 6-3-5 tinha quantidade de aminoacidos nas raizes
aproximadamente 50 % superior ao observado para a cultivar suscetivel M8

(LEWIS; MCCLURE, 1975).

(0]
HS OH
NH,
L-cisteina
(0] (0]
OH
HO OH DL-metionina
0 NH,
Acido L-glutamico NH,
NH,
HO
Glicina (0]
NH, 0 HzN/\/\’/
)\ Acido 4-aminobutirico  OH
HN NH OH
L-arginina NH,

Figura 6 Estrutura de aminoacidos ativos contra nematdides
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2.3.2 Alcaloides

Os alcaldides podem ser definidos como substiancias basicas de
ocorréncia natural em plantas, derivadas de aminoacidos, que contém no minimo
um atomo de nitrogénio em uma estrutura heterociclica. Entretanto, ha algumas
substancias, denominadas pseudoalcal6ides por alguns autores, que ndo parecem
ser oriundas de aminodcidos (CORDELL, 1981). A fungdo dos alcaloides nos
mecanismos de defesas quimicas das plantas ¢ comprovada pela grande
variedade de efeitos fisioldgicos que exercem sobre os animais ¢ também por
suas atividades antimicrobianas. Vérios alcaldides s3o toxicos aos insetos e
atuam como repelentes para herbivoros (FUMAGALLI et al., 2008).

Em uma revisdo realizada por Chitwood (2002), sobre substancias de
origem natural com propriedades nematicidas, podem-se encontrar varios
alcaldides ativos contra nematodides (Tabela 1). Aparentemente, o primeiro relato
de alcaldoide com atividade nematicida ocorreu para a fisostigmina, também
conhecida como eserina (Tabela 1), que foi isolada de Physostigma venenosum
Balf, 1861. Tal substincia podia imobilizar irreversivelmente Ditylenchus
dipsaci (Kuhn, 1857) Filipjev, 1936, quando na concentragdo de 1000 pg.mL™".
Desde entdo, varios outros alcaldides com atividade nematicida foram
identificados (Tabela 1).

Também se pode mencionar aqui o trabalho de Kusano et al. (2000), que
observaram atividade in vitro contra Pratylenchus penentrans (Cobb, 1917)
Chitwood e Oteifa, 1952, por parte dos alcaldides penigequilona e
peniprequinolona (Figura, 7). De forma anéloga, verificou-se que ergotamina
(Figura, 7) ¢ altamente eficiente para a imobilizagdo de Pratylenchus scribneri
Steiner, 1943 (PANACCIONE, 2005).

Além de apresentarem potencial para emprego no controle de

nematoides parasitas de plantas, os alcaldides também té€m sido estudados para o
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controle de espécies parasitas de animais. Satou et al. (2002a), por exemplo,
observaram que queleritrina (Tabela 1) e sanguinarina (Figura, 7) eram ativos
contra o nematdide Toxocara canis Werner, 1782. De forma analoga, McDougal
et al. (1986) observaram que a bengamida A (Figura, 7) atuava contra o
nematodide Nippostrongylus braziliensis, Travassos, 1914, enquanto a protopina
(Figura, 7) era ativa contra Strongyloides ratti Sandground, 1925, e
Strongyloides venezuelensis Brumpt, 1934 (SATOU et al., 2002b).

Também vale mencionar aqui que varios alcaldides possuem forte
atividade inibidora da acetilcolinesterase. Para exemplificar é possivel citar a
eserina (Tabela 1), sanguinina, deidroevodiamina, turbinatina e hamaina (Figura,
8; HOUGHTON et al., 2006). Tal atividade ¢ altamente relevante se levarmos
em consideracdo que uma das formas de agdo de substincias organicas contra
nematoides consiste em inibir a referida enzima (OPPERMAN; CHANG, 1990).

Talvez a produgdo de alcaldides com propriedades nematicidas possa ser
simplesmente um acaso em algumas espécies vegetais, mas ha indicios de que
isso na verdade seja parte de um mecanismo de defesa contra fitonematdides.
Segundo Voinilo e Ponin (1979), a quantidade de glicoalcaléides é maior em
cultivares de batata (Solanum tuberosum L. 1753) resistentes a nematoides.
Ademais, observa-se que quando expostas aos nematoides, tais cultivares
aumentam sensivelmente a producdo dos referidos alcaloides. Especialmente
para o glicoalcaldide a-chaconina (Figura, 7), que tem comprovada atividade
nematicida in vitro (ALLEN et al., 1971). Tais resultados sdo bastante razoaveis
se levarmos em consideracdo que a principal fungdo dos alcaldéides em plantas ¢
a defesa contra diversos organismos. Sabe-se que a produgdo de varios deles ¢
estimulada pela presenga de agentes patogénicos. Para exemplificar, podem ser
citadas a ajmalicina e a catarantina (Figura, 9), cuja producdo ¢ estimulada por

fungos (WINK, 1997).
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Tabela 1 Estruturas e nomes de alcaldides com atividade nematicida, plantas das

quais podem ser isolados e nematdides contra os quais sdo ativos
(CHITWOOD, 2002)

Alcaldide Planta Nematoide
MeNHCO 5
Ditylenchus
Physostigma
dipsaci (Kuhn,
i N N venenostm 1857) Filipjev
Eserina )
| H Balf, 1861.
1936.
Meloidogyne
incognita
Crotalaria
(Kofoid e
spectabilis
White, 1919)
Roth, 1821.
Chitwood,
N 1949.
Monocrotalina
(0]
O> Bocconia Rhabditis sp.* e

cordata Willd,  Panagrolaimus

MeO @ ™ 1797. sp.*

OMe Queleritrina
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©) 0]
Boconina \N Bocconia Rhabditis sp.* e
cordata Willd,  Panagrolaimus
(¢
< 1797. sp.*
0)
Bursaphelenchus
Sophora xylophilus Steiner
flavescens e Buhrer, 1934.
Aiton, 1789.
Bursaphelenchus
Sophora
xylophilus Steiner
alopecuroides
| —— e Buhrer, 1934.
Citisina L., 1753.
0]
(0] N
N Bursaphelenchus
Sophora
Matri xylophilus Steiner
atrina alopecuroides
¢ Buhrer, 1934.
L., 1753.
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Bursaphelenchus
Sophora )
. xylophilus Steiner
Aloperina alopecuroides
¢ Buhrer, 1934.
L., 1753.
Catharanthus
Meloidogyne
roseus (L.) G.
Don. 1837 incognita (Kofoid
on, .
MeO ¢ White, 1919)
MeO Chitwood, 1949.
Colchichina
Catharanthus
Meloidogyne
roseus (L.) G. )
incognita (Kofoid
Don, 1837.

e White, 1919)
Chitwood, 1949.

* Nematoide de vida livre.
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Por tudo o que foi exposto, fica claro que averiguar possiveis interagdes
entre as respostas de plantas ao ataque por nematdides e a producdo de
alcaloides pelas mesmas pode ser de grande importancia para o desenvolvimento

de novos métodos de controle desses fitoparasitas.

2.3.3 Fendis

Os compostos fenolicos sdo amplamente utilizados por plantas como
parte do seu mecanismo de defesa contra fitopatdogenos. Em decorréncia, varios
fenois apresentam potencial para uso no controle de nematoides parasitas de
plantas. Para exemplificar ¢ possivel mencionar o trabalho realizado por Gupta
et al. (2005). Utilizando M. incognita e Rotylenchulus reniformis Linford e
Oliveira, 1940, os autores verificaram que 3.,4-dimetilfenol (Figura, 10)
apresentava atividade nematicida. De forma analoga, Li et al. (2006) observaram
que o 2,3-diidroxi-6-metilbenzoato de butila (Figura, 10) era ativo contra o
nematoide de vida livre Panagrellus redivivus Goodey, 1945.

Trabalhando com ovos de M. incognita, Balaji et al. (1988) verificaram
que catecol (Figura, 10) era capaz de inibir totalmente a eclos@o de juvenis do
segundo estagio na concentragio de 500 pg.mL’'. Ao trabalhar com o mesmo
nematoide, Mahajan et al. (1985) observaram que o acido 2-hidroxinaftoico
(Figura, 10) também reduzia a eclosdo.

Ao estudar varios alquilfenois, Takaishi et al. (2004) observaram que o
3-nonilfenol (Figura, 10) apresentava elevada atividade contra o nematdide
Bursaphelenchus xylophilus Steiner e Buhrer, 1934. Utilizando o nematoide de
vida livre Caenorhabditis elegans Maupas, 1900, Tominaga et al. (2003)
verificaram que bisfenol A e 4-(1-adamantil)fenol (Figura, 10) eram capazes de
afetar a fecundidade do nematdide em concentragdes 100 a 10.000 vezes

inferiores aos valores obtidos para a sua CLsy.
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Mishara et al. (2007) observaram que, ao inocularem Meloidogyne
graminicola Golden e Birchfield, 1965, em plantas de arroz, as resistentes
produziam maiores quantidades de fenois que aquelas suscetiveis. De forma
analoga, Bajaj et al. (1983) observaram que plantas de tomateiro resistentes a M.
incognita produziam maiores quantidades de o-diidroxifenoéis e de flavondis que
aquelas suscetiveis a tal nematodide. Ja no trabalho de Hung e Rohde (1973), com
tomateiros inoculados com M. incongita ou Pratylenchus penetrans Cobb, 1917,
observou-se que a quantidade do &cido clorogénico era maior nas plantas
resistentes. Algo semelhante foi observado em plantas de pimenta (Capsicum
annuum L., 1753) inoculadas com Meloidogyne arenaria Chitwood, 1949, M.
incognita ou M. javanica. Neste caso, acredita-se que o principal fenol associado

com a resisténcia a nematdide seja o 4cido clorogénico (PEGARD et al., 2005).

A

3,4-dimetilfenol 2,4-diidroxi-6-metilbenzoato de butila

é\tlﬁﬂﬁbil/\/\
HO . OH
Bisfenol A
(0O OH
o @
o

O Catecol
Acido 2-hidroxinaftéico  4-(1-adamantil)fenol

Figura 10 Fendis com propriedades nematicidas
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2.3.4 Carboidratos

Além de regularem a expressdo de genes do metabolismo primario de
plantas (CHOUREY et al., 1995), os carboidratos também podem regular a
expressao de genes especificos de proteinas relacionadas com os ataques por
fitopatdogenos (SADKA et al., 1994). Para exemplificar ¢ possivel citar o
trabalho realizado por Ehness (1997), com plantas de Chenopodium rubrum L.,
1753, tratadas com glicose em concentragdes de 20 a 100 mM. Ao analisarem os
tecidos vegetais, os autores observaram altas concentragdes das enzimas
envolvidas em mecanismos de defesa vegetal, como a fenilalanina amonia-liase
(PAL) e a invertase da parede celular. Resultados semelhantes foram observados
por Roitsch et al. (2003), trabalhando com plantas de tomate. Verificou-se que a
glicose e a sacarose induziram o aumento da atividade das enzimas invertase e
PAL. Também vale mencionar que a glicose e a frutose, em concentragdes entre
100 e 500 mM, podem induzir genes de defesa tanto em plantas de fumo
(HERBERS et al., 1996) como em plantas de uva (SALZMAN et al., 1998).

Além de estarem envolvidos na inducdo de genes relacionados com
mecanismos de defesa, os carboidratos também podem atuar diretamente no
combate a nematoides. Para exemplificar é possivel citar o estudo realizado por
OLIVEIRA et al. (2007), que observaram que a sacarose era uma das
substancias que conferiam atividade contra o nematdide M. exigua, ao extrato
dos bulbos de cebola (Allium cepa L.,1753). Tal resultado é coerente com o
obtido por Santiago et al. (2005), segundo os quais a sacarose em granulos
diminuiu os niimeros de galhas ¢ de massas de ovos de M. incognita por sistema
radicular de tomateiros. Ademais, reduziu o numero de juvenis de tal nematoide
no solo.

Segundo Del Valle et al. (2006), a infeccao de raizes de cafeeiros por M.

exigua induz ao acimulo de sacarose nas galhas formadas. Para os autores esta
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seria uma forma da planta disponibilizar nutrientes para o nematdide. Porém, os
resultados aqui descritos permitem levantar a hipdtese de que o acimulo de
carboidratos em raizes infectadas por nematoides pode ndo ser benéfico a esses
fitoparasitas, o que sugere uma investigacdo a respeito da possibilidade do
acimulo de carboidratos em raizes infectadas estarem relacionado a um

mecanismo de defesa desencadeado pela planta.
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SEGUNDA PARTE

ARTIGO 1

Influéncias de substancias orgéanicas volateis na producdo metabdlita de
Solanum lycopersicum e Phaseolus vulgaris e na resisténcia de tais plantas

ao nematoide de galhas Meloidogyne incognita

1 RESUMO

Com vistas a contribuir para o desenvolvimento de novos produtos para
o controle de nematoéides fitoparasitas, estudou-se o efeito de substancias
organicas volateis sobre Meloidogyne incognita em feijoeiros e tomateiros.
Observaram-se reducdes nas populagdes do nematdide quando as plantas foram
pulverizadas com combinagdes de jasmona + jasmonato de metila, (Z)-hex-3-en-
1-ol + (E)-hex-3-en-1-o0l + (Z)-hex-2-en-1-ol + (E)-hex-2-enal, acetato de (E)-
hex-2-enila + acetato de hexila, meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-diol +
butano-1,3-diol + butano-1,4-diol e acetato de linalila + nerolidol. Embora nao
se saiba 0 mecanismo de agdo de tais substancias, observou-se que elas alteram
as quantidades de aminoacidos, alcaldides e carboidratos soliveis, nas raizes das
plantas.

Palavras- chave: Nematoide. Phaseolus vulgaris. Solanum Ilycopersicum.
Resisténcia. Substancias organicas volateis.
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2 ABSTRACT

Effect of volatile organic compounds on the resistance of Solanum lycopersicum
and Phaseolus vulgaris to the root-knot nematode Meloidogyne incognita and
the metabolic production of these plants

To contribute to the development of new products to control plant-
parasitic nematodes, the effects of volatile organic compounds on the population
of Meloidogyne incognita in common bean and tomato plants were evaluated.
When the aerial part of these plants were sprayed with combinations of jasmone
+ methyl jasmonate, (Z)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-en-1-ol + (Z)-hex-2-en-1-o0l
+ (E)-hex-2-enal, (E)-hex-2-enyl acetate + hexyl acetate, meso-butane-2,3-diol
+ butane-1,2-diol + butane-1,3-diol + butane-1,4-diol or linalyl acetate +
nerolidol, reductions in the population of this nematode were observed.
Although the action mechanism of these substances could not be elucidated, the
results obtained suggest that they act by altering the amounts of amino acids,
alkaloids and carbohydrates in the roots.

Keywords: Nematode. Phaseolus vulgaris. Solanum lycopersicum. Resistance.
Volatile organic substances.
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3 INTRODUCAO

Estima-se que perdas de até 12,7 % sejam ocasionadas na produgdo de
graos por fitonematodides, dentre os quais se destacam aqueles do género
Meloidogyne, que apresentam ampla distribui¢do geografica e grande nimero de
plantas hospedeiras. Além dos prejuizos diretos, tais parasitas podem debilitar a
planta, tornando-a suscetivel a outras doengas e, consequentemente, reduzindo
ainda mais a produgdo agricola (MOLINARI, 2009). No Brasil hd varios
métodos alternativos para o controle de fitonematodides, mas infelizmente a
eficiéncia dos mesmos €, em varios casos, inferior a observada para aqueles que
empregam substancias nematicidas de origem sintética com elevada toxicidade
(DINARDO-MIRANDA et al., 2008). Como existe uma pressdo por parte da
sociedade para que o uso destas substancias seja cada vez mais restrito, faz-se
necessario buscar novas metodologias menos onerosas e ecologicamente
corretas (CHITWOOD, 2002).

Dentre as alternativas potencialmente Ttteis para o controle de
nematoides se encontram as substancias organicas volateis (SOV’s), que podem
estar relacionadas aos mecanismos de defesa de plantas contra organismos
fitopatogénicos (ARIMURA et al., 2005; PARE et al., 2005). Elas podem afetar
diretamente o patogeno (AHARONI et al., 2003), podem atrair inimigos naturais
contra os mesmos (KESSLER; BALDWIN, 2001) ¢ ainda ha a possibilidade de
atuarem como sinalizadores para a ativacdo de genes relacionados a resisténcia
das plantas (ARIMURA et al., 2002), o que deve ser acompanhado de mudancas
metabolitas nas plantas (KEINANEN et al., 2001). Sabe-se, por exemplo, que as
plantas de Arabidopsis thaliana expostas a (E)-hex-2-enal, (Z)-hex-3-enal, (Z2)-
hex-3-enol ou allo-ocimeno, tém maior resisténcia ao fungo Botrytis cinerea
(KISHIMOTO et al., 2005). Tais resultados sdo confirmados por Kishimoto et

al. (2006), segundo os quais as substincias volateis induzem o aumento da
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lignificagdo, o que torna a penetragdo do fungo mais dificil. Ademais, ocorre o
acimulo de substincias antifingicas como a camalexina, que inibe o
crescimento fingico no interior da planta.

Outro exemplo ¢ o aumento da atividade da arginase em Solanum
lycopersicum apo6s a aplicagdo de jasmonato de metila, o que aumenta a
producdo de poliaminas e de 6xido nitrico pela planta (CHEN et al., 2004). Em
mudas de Catharanthus roseus e Cinchona ledgeriana, jasmonato de metila na
concentragdo de 1 pg.mL" no ar faz com que a produgio de alcaldides em tais
plantas seja duplicada (AERTS et al.,1994). Em Picea abies, a referida
substancia induz a formagdo de uma oleoresina rica em terpenodides que protege
a planta de pragas e doengas (MARTIN et al., 2002).

Assim, empregando plantas de tomateiro (Solanum lycopersicum L) e
feijoeiro (Phaseolus vulgaris L) suscetiveis a nematoides, o presente trabalho
teve como objetivo avaliar o efeito da aplicacdo de misturas de substancias
volateis nas partes aéreas das plantas sobre a populagio de Meloidogyne
incognita (Kofoid & White) Chitwood nas raizes das mesmas. Objetivou-se
também, avaliar a producdo de substancias nematicidas pelas plantas e
quantificar varios metabolitos nas raizes das plantas com vistas a averiguar uma

possivel correlagdo com eventuais diminui¢des da populagdo do nematdide.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Substancias organicas volateis (SOV’s)

Foram adquiridas (Sigma Aldrich) e, sem qualquer tratamento posterior,
dissolvidas em solugdo aquosa de Tween 80 a 1 % (g.mL") até a concentragio
desejada, formando seis conjuntos: jasmona (90 %) + jasmonato de metila
(95%) (tratamento 1), (Z)-hex-3-en-1-ol (97 %) + (E)-hex-3-en-1-ol (98 %) +
(Z)-hex-2-en-1-ol (95 %)+ (E)-hex-2-enal (98 %) (tratamento 2), acetato de (E)-
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hex-2-enila (99 %) + acetato de hexila (99 %) (tratamento 3), meso-butano-2,3-
diol (97 %) + butano-1,2-diol (98 %) + butano-1,3-diol (93 %) + butano-1,4-diol
(99 %) (tratamento 4), 3-hidroxibutanona (96 %) + 4-hidroxibutanona (95 %)
(tratamento 5) e acetato de linalila (97 %) + nerolidol (98 %) (tratamento 6).
Estas substancias foram escolhidas para o presente trabalho, por serem capazes
de aumentar as resisténcias de plantas a outras doencas e insetos (Kost, Heil;
2006; Kishimoto et al., 2006, MARTIN et al., 2002, RYU et al., 2004; RYU et
al., 2003). Quanto as combinagdes das SOV’s, foram realizadas de acordo com

as suas semelhancas estruturais, visando a redu¢do do nimero de tratamentos.

4.2 Intéculo do nematoide

Raizes de tomateiros (Solanum lycopersicum L. cv. Kada) cultivados em
casa de vegetacdo e infestados com Meloidogyne incognita (Kofoid & White)
Chitwood, foram lavadas cuidadosamente e cortadas em pedagos de 1 cm. Em
seguida, foram trituradas em liquidificador por 40 s em solucdo de hipoclorito de
sodio a 0,5 % (g.g™), seguindo-se a técnica de Hussey e Barker (1973). Os ovos
retidos na peneira de 500 mesh foram recolhidos e colocados em camara de
eclosdo, formada com tela de 35 um, colocada em um funil de vidro (DUNN,
1969). Os juvenis do segundo estadio (J2) foram recolhidos depois de 48 ¢ 72 h,

tendo sido descartada a primeira coleta de 24 h.

4.3 Efeitos in vitro e in vivo das substancias orgéanicas volateis (SOV’s) sobre
Meloidogyne incognita
Para a realizagdo do experimento in vitro, que foi adaptado do método
descrito por Amaral et al. (2003), empregaram-se solugdes em Tween 80 a 1 %
(gmL") das SOV’s, com cada uma das substincias em trés concentragdes
diferentes: 0,5, 2,5 e 5,0 mM. 100 uL das solugdes de SOV’s e 20 uL de uma

suspensdo aquosa contendo aproximadamente 25 J2 foram colocados em
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cavidades de 300 uL. de placa Elisa. Apds 48 h, adicionou-se uma gota de
solugdo de NaOH 1 M ao conteudo de cada cavidade, ¢ em seguida, contaram-se
os nematoides. Aqueles retos e imoveis foram considerados mortos, enquanto os
retorcidos € moveis foram considerados vivos. Realizaram-se quatro repeti¢des,
sendo utilizadas como testemunhas solugdo de Tween 80 a 1% (g.mL™") e agua.
Os valores obtidos foram transformados em percentagem de J2 mortos antes da
realizagdo dos calculos estatisticos.

No que diz respeito ao teste in vivo com tomateiro (Solanum
lycopersicum L. cv. Kadd) e feijoeiro (Phaseolus vulgaris L. cv. Carioca),
sementes das plantas foram desinfestadas com hipoclorito de sodio 1% (g.g") e
colocadas para germinar em vasos plésticos de 1L contendo uma mistura estéril
de areia, solo e esterco em proporgdo de 1:1:1 (v/v/v). Apoés 20 dias em uma
casa de vegetagdo, as partes aéreas das plantas foram borrifadas até o ponto de
escorrimento com solugdes dos seis conjuntos de SOV’s, sendo cada uma das
substancias mantida na concentracdo de 0,5 mM. Apos 48 h, aplicaram-se 10
mL de suspensdes aquosas contendo 400 e 800 J2 de M. incognita nos substratos
dos tomateiros e feijoeiros, respectivamente. Decorridas mais 96 h, realizou-se
outra aplicagdo foliar das SOV’s conforme descrito acima. O experimento foi
instalado em delineamento em blocos casualizados, empregando-se quatro
repetigdes. Cada parcela foi representada por quatro plantas. Quarenta e cinco
dias apos a inoculagdo dos J2 em plantas de tomateiro e sessenta dias para as
plantas de feijoeiro, cortaram-se as partes aéreas das plantas, para serem
desidratadas em estufa com ventilacdo for¢ada por 48 horas a temperatura de 40
°C, para determinacdo das massas secas. Quanto aos sistemas radiculares, foram
cuidadosamente retirados do solo, lavados com agua, secos com papel toalha,
pesados e cortados em pedagos de aproximadamente 1,0 cm para a extracdo de
ovos pela técnica de Hussey e Barker (1973). No microscépio com objetiva de

lente invertida, contaram-se os ovos de M. incognita, resultando em valores que
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foram divididos pela massa de raiz fresca para a realizacdo dos calculos

estatisticos.

4.4 Influéncia das substéncias organicas volateis (SOV’s) na producgdo
metabdlita das plantas

Sementes de tomateiro (Solanum lycopersicum L. cv. Kada) e feijoeiro
(Phaseolus vulgaris L. cv. Carioca) foram desinfestadas com hipoclorito de
sodio 1 % (g.g") e colocadas para germinar em copos plasticos de 500 mL
contendo uma mistura estéril de areia, solo e esterco em propor¢ao de
1:1:1(v/v/v). Apos 20 dias em casa de vegetacdo, solugdes das SOV’s (0,5 mM
para cada substancia) foram borrifadas nas partes aéreas das plantas até o ponto
de escorrimento. Passados quatro dias, as partes aéreas das plantas foram
cortadas e os sistemas radiculares foram cuidadosamente retirados do substrato,
lavados com 4gua, liofilizados e guardados em freezer até o momento das
analises dos metabolitos. O experimento foi instalado em delineamento em
blocos casualizados, com duas repetigdes, sendo cada parcela composta por 12

plantas.

4.4.1 Quantificacdo de aminoacidos livres, carboidratos solUveis e sacarose
Conforme descrito por Passos (1996), 250 mg de cada um dos sistemas
radiculares foram moidos em gral de porcelana e submetidos a duas extragdes
com 20 mL de uma solu¢do de metanol/cloroférmio/agua (MCA) na propor¢ao
de 12:5:3 (v/v/v). Apés filtragdes em algodao, os liquidos de ambas as extragoes
foram combinados e adicionados a uma mistura de 30 mL de cloroférmio e 60
mL de dgua. Agitou-se fortemente a mistura obtida e, em seguida, separou-se
por decantagdo a fase aquosa, que foi concentrada até secura em evaporador

rotatdrio e liofilizadora. Cada uma das amostras foi dissolvida em agua destilada
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até que o volume total fosse de 25 mL, obtendo-se assim a solu¢do mde para a
dosagem de carboidratos soliveis, sacarose ¢ aminoacidos livres.

Para a quantificacdo de aminoacidos, transferiram-se em triplica para
tubos de ensaio, aliquotas de 0,5 mL de cada solugdo mée e 1,0 mL de solucdo
de ninidrina, que foi previamente preparada (25 mL de NaOAc.3H,0 a 1,36
g.mL™" (pH 5,5), 20 mL de 4cido acético glacial, 75 mL de éter monometilico de
etilenoglicol, 0,2 g de ninidrina ¢ 30 mg de hidrindantina). Os tubos foram
agitados para a obtencdo de uma solugdo homogénea e mantidos em banho-
maria a 100 °C por 15 min. Adicionaram-se 3,0 mL de etanol/agua (1:1) a cada
tubo, que foi deixado na bancada para resfriar. Realizaram-se entdo, leituras das
absorvancias das solugdes resultantes em um espectrofotometro Spectrum
SP1105, a 570 nm, em cubetas de vidro. A concentracdo de aminoacidos totais
foi determinada pela comparagdo dos valores obtidos com aqueles provenientes
de uma curva analitica resultante do emprego de L-leucina.

Para a quantificagdo dos carboidratos soluveis, colocaram-se em
triplicata, 1,0 mL de cada solugdo mae, 0,5 mL de solucdo aquosa de fenol a 5%
(gmL™) e 2,5 mL de 4cido sulfirico concentrado em cada tubo. Apdés 10 min
em repouso, aqueceram-se os tubos em banho Maria a 30 °C por 15 minutos. A
seguir, realizaram-se leituras das absorvancias em 490 nm. A concentragdo de
carboidratos foi obtida pela comparagdo com valores de uma curva analitica
construida pelo emprego da D-glicose.

Quanto a quantificagdo da sacarose, transferiu-se 1,0 mL de cada
solucdo mae para tubos de ensaio em triplicata, para ser liofilizada e re-
dissolvida em 0,ImL de 4gua. Adicionou-se 0,1 mL de KOH a 30% (g.mL™") ao
conteudo de cada tubo, que foi mantido em banho a 100 °C por 10 min. Apos
resfriamento até a temperatura ambiente, adicionaram-se 5 mL de solucdao de
antrona (600 mg de antrona anidra, 270 mL de acido sulfurico concentrado ¢ 30

mL de dgua) ao contetido de cada tubo, que foi mantido em banho a 40 °C por
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10-15 min. A seguir, realizaram-se as leituras de absorvancia em 620 nm. As
concentracdes foram obtidas por comparagdo com uma curva analitica

construida com o uso de sacarose.

4.4.2 Quantificacdo de fenois totais

Com o objetivo de quantificar fenois totais (AOAC, 1960), colocaram-se
em baldo de fundo redondo, 200 mg de cada sistema radicular seco e moido em
gral e 12,5 mL de metanol/agua (1:1). Apos refluxo durante 15 min, a mistura
foi filtrada e repetiu-se tal processo de extracdo duas vezes. Combinaram-se os
filtrados e completou-se o volume de cada solugdo para 25 mL com agua
destilada. Em cada tubo de ensaio foram colocados, em triplicata, 20 4L de cada
solucdo resultante, 1,68 mL de agua, 100 4L do reagente de Folin Dennis (2,5 g
de tungstato de sodio diidratado (Na,W0O,4.2H,0), 0,5 g de acido fosfomolibdico,
1,25 mL de acido fosforico concentrado e agua para completar o volume até 25
mL) e 200 uL de solugdo aquosa de carbonato de sodio a 2,0 % (g.mL™). Em
seguida, fizeram-se leituras das absorvancias em 720 nm e converteram-se 0s
valores obtidos em concentragdo de fenois por comparagdo com curva analitica

obtida pelo emprego do acido tanico.

4.4.3 Quantificacao de alcaloides totais

Seguindo a metodologia descrita por Sreevidya e Mehrotra (2003) para a
analise de alcaloides, 500 mg de cada sistema radicular seco ¢ moido em
almofariz foram submetidos a trés extragdes com 10 mL de solugdo aquosa de
acido acético a 2% (v/v) por 10 minutos. As solugdes obtidas foram combinadas
e retiraram-se trés aliquotas de 5 mL da solugdo final para serem misturadas com
2,0 mL do reagente de Dragendorff (0,8 g de Bi(NOs);, 40 mL de agua
destilada, 10 mL de acido acético glacial, 8,0 g de KI, 20 mL de agua destilada)
em tubos de ensaio. Centrifugaram-se as misturas obtidas e se descartaram os

sobrenadantes. Apos lavagem com etanol (2 x 4 mL), os residuos foram
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misturados com 2,0 mL de solugdo aquosa de sulfeto de sodio a 1% (g.mL™) e
centrifugaram-se as misturas. Os sobrenadantes foram novamente descartados,
enquanto os residuos foram dissolvidos em 2,0 mL de HNOj; concentrado, sendo
as solugdes obtidas diluidas até 10 mL com agua destilada. Misturou-se 1,0 mL
de cada solugdo obtida com 5,0 mL de solugio aquosa de tiouréia a 3% (g.mL™)
e se fizeram leituras das absorvancias em 435 nm. Converteram-se os valores em
concentracdo de alcaldides totais por comparacdo com curva analitica

proveniente do uso de brucina.

4.4.4 Analise por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN *H)

Para a obtengdo dos extratos, utilizou-se a metodologia descrita por
Passos (1996), que se encontra descrita acima. Os extratos das raizes, ja
liofilizados, foram dissolvidos em solugdo tampdo de fosfato a 50 mM
(Mallinckodt Baker S.A.) em agua deuterada (D,0O) (Cambridge Isotope
Laboratory), pH = 7,5, contendo 0,5 mM de 2,2-dimetil-2-silapentano-5-
sulfonato de sédio (DSS) (CIL - Cambridge Isotope Laboratory) como
referéncia interna. Os espectros de hidrogénio foram obtidos em espectrometro
Varian AS 500 (500 MHz), com tempo de aquisi¢do de 4 segundos, acimulo de
32 varreduras e pulso de 90°. Os espectros foram obtidos em triplicata. Para a
identificagfo e a quantificagdo dos metabolitos, utilizou-se o programa Chenomx
Suite 6.0 (Chenomx Inc., Edmonton, Canada). Além do banco de dados do
programa, empregaram-se também aqueles disponiveis no Biological Magnetic
Resonance Data Bank (http://www.bmrb.wisc.edu ) e Colmar Suite of Web

Servers (http://spinportal.magnet.fsu.edu).



56

4.5 Atividade in vitro de extratos das raizes contra o nematoide

Para o preparo dos extratos, 250 mg de cada sistema radicular seco e
moido foram mantidos em 10 mL de metanol durante 24 h. A seguir, as misturas
foram filtradas em algoddo e submeteram-se os residuos a mais duas extragdes
com 10 mL de metanol. Os liquidos das trés extragdes foram combinados e
concentrados até secura em evaporador rotatorio e liofilizadora. Solubilizaram-
se aliquotas de 5 % e 15 % das massas dos extratos de raizes de tomateiro e
feijoeiros, respectivamente, em 1,0 mL de solucdo aquosa de Tween 80 a 1%
(g.mL™") para serem submetidas ao teste de mortalidade de J2 de M. incognita

realizado conforme descrito acima.

4.6 Andlise estatistica

Os valores foram submetidos a analise de variancia, sendo as médias
comparadas pelo teste de Scott e Knott (1974) a 5% de significancia. Para tanto,
empregou-se o programa SISVAR. Os espectros de RMN 'H também foram
convertidos, nos intervalos de 0,02 a 4,50 ¢ 5,0 a 9,98, em uma tabela de area
versus intervalo de 0,04 ppm, para que pudessem ser submetidos a analise de
componentes principais (PCA) pelo emprego do software Pirouette 3.11

(Infometrix, Inc., Woodinville, WA).

5 RESULTADOS

5.1 Efeito de substancias orgéanicas volateis (SOV’s) na populacido de
Meloidogyne incognita

Nenhum dos tratamentos com as SOV’s afetou significativamente a

massa da parte aérea das plantas. No entanto, observou-se diminui¢do do

numero de ovos do nematoide por massa de raiz de planta de tomateiro quando

se empregaram as combinac¢des de jasmona + jasmonato de metila (tratamento
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1), (Z)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-en-1-ol + (Z)-hex-2-en-1-0l + (E)-hex-2-enal
(tratamento 2), acetato de (E)-hex-2-enila + acetato de hexila (tratamento 3) e
meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-diol + butano-1,3-diol + butano-1,4-diol
(tratamento 4; Tabela 1). Ja para o experimento com feijoeiros, apenas a
combinacao de acetato de linalila + nerolidol (tratamento 6) reduziu a populacao

de M. incognita nas raizes das plantas (Tabela 1).

5.2 Efeito in vitro de substancias organicas volateis (SOV’s) sobre
Meloidogyne incognita

Pelos dados apresentados na Tabela 2, observa-se que na maior
concentracdo empregada todos os conjuntos de SOV’s aumentaram a
mortalidade de J2 de M. incognita no teste in vitro, com destaque para a
combinacdo de (Z)-hex-3-en-1-ol, (E)-hex-3-en-1-o0l, (Z)-hex-2-en-1-0l ¢ (E)-
hex-2-enal (tratamento 2), que proporcionou a obtencdo dos maiores valores de
nematoides mortos. Com a diminui¢do das concentragdes até 0,5 mM, os valores
para a percentagem de J2 mortos diminuiram, mas ainda se podia observar que a
combinagdo acima mencionada e aquela formada por (E)-hex-2-enila + acetato
de hexila (tratamento 3) continuavam a acarretar valores estatisticamente acima

dos observados para dgua pura e solugdo aquosa de Tween 80 a 1% (g.mL™).
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Tabela 1 Massa seca da parte aérea (MSPA) e nimero de ovos de Meloidogyne incognita por grama de raizes de
tomateiros ou feijoeiros tratados com as substancias organicas volateis (SOV’s) a 0,5 mM

Tomateiro Feijoeiro
Tratamento Substancias organicas volateis Numero de ovos Nutmero de ovos
MSPA por massa deraiz  MSPA (g)  por massa de raiz
(g) () ()

1 Jasmona+ jasmonato de metila 10,0 a 256 a 0,32 a 3409 a

2 (Z)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-en-1-ol + (Z)- 7,7 a 116 a 0,44 a 3141 a
hex-2-en-1-ol + (E)-hex-2-enal

3 Acetato de (E)-hex-2-enila + acetato de hexila 10,5a 120 a 0,45a 3199 a

4 meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-diol + 10,0 a 152 a 0,33 a 3591 a
butano-1,3-diol + butano-1,4-diol

5 3-hidroxibutanona + 4-hidroxibutanona 10,5 a 444 b 0,45a 3184 a

6 Acetato de linalila + nerolidol 7,7 a 411D 0,43 a 2141 b

7 Testemunha Tween 80 a 1% (g/mL) 10,5a 420b 0,43 a 3701 a

8 Testemunha agua 8,5a 531b 0,34 a 3099 a

* Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna nao diferem significativamente entre si pelo

teste de Scott e Knott (P < 0,05).
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Tabela 2 Mortalidade de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne
incognita ap6s exposicdo in vitro dos mesmos as substincias
organicas volateis (SOV’)s nas concentragdes de 0,5, 2,5 ¢ 5,0 mM

Tratamento  Substincias organicas volateis J2 mortos (%)

005mM 25mM 50mM

1 Jasmona + jasmonato de metila 5,7a 21,5¢ 51,7 ¢

2 (Z2)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-en-1-0l 16,5b 76,2d 93,0e
+ (Z)-hex-2-en-1-ol + (E)-hex-2-enal

3 Acetato de (E)-hex-2-enila + acetato 16,0 b 19.2b 26,7b
de hexila

4 Meso-butano-2,3-diol + butano-1,2- 7,7 a 17,5b 21,0b
diol + butano-1,3-diol + butano-1,4-
diol

5 3-hidroxibutanona + 4- 6,5a 14,0b 79,5d
hidroxibutanona

6 Acetato de linalila + nerolidol 6,7a 26,2 ¢ 76,5d

7 Testemunha Tween 80 a 1% (gmL")  6,5a 6,5a 6,5a

8 Testemunha adgua 5,1a 5,1la 5,1a

* Médias seguidas pela mesma letra em cada coluna ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de Scott e Knott (P < 0,05)

5.3 Influéncias das substancias orgéanicas volateis (SOV’s) na producdo
metabdlita nas raizes de Solanum lycopersicum e Phaseolus vulgaris

Varias alteragdes foram causadas na produgdo metabolita pela aplicagio

das SOV’s nas partes aéreas das plantas (Figura, 1). Para exemplificar se pode

mencionar o tratamento 1, com jasmona + jasmonato de metila, que aumentou a

quantidade de alcaldides em ambas as plantas. Ou entdo, o tratamento 2, com

(Z2)-hex-3-en-1-0l+(E)-hex-3-en-1-ol+(Z)-hex-2-en-1-ol+(E)-hex-2-enal, que

aumentou a quantidade de carboidratos soliveis, sacarose ¢ aminoacidos livres,
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mas reduziu a quantidade de alcaldides nas plantas de tomateiro. Outro exemplo
foi o tratamento 4, com meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-diol + butano-1,3-
diol + butano-1,4-diol, que aumentou a quantidade de sacarose, mas reduziu
todos os outros metabdlitos analisados nas plantas de feijoeiros.

As analises por RMN 'H permitiram a identifica¢io e quantificagdo dos
seguintes metabdlitos: acido 4-aminobutirico, dcido fumarico, acido succinico,
alanina, asparagina, colina, frutose, glicose, leucina e valina, nos extratos de
tomateiros, enquanto nos extratos de plantas de feijdo as substancias
identificadas e quantificadas foram: acido 4-aminobutirico, acido fumarico,
alanina, asparagina, colina, frutose, glicerol, glicose e trigonelina (Figura, 2 e 3).
Apesar de algumas variagdes nas quantidades dessas substancias causadas pela
aplicagdo das SOV’s, nenhuma correlagdo com a redugdo da populagdo de M.
incognita nas raizes das plantas pode ser observada.

De acordo com a analise de componentes principais dos espectros de
RMN 'H, 99,9% da varidncia para os dois extratos de plantas podem ser
explicadas por doze componentes, sendo os dois primeiros, responsaveis por
93,3% e 85,6% da variancia para S. lycopersicum e P. vulgaris, respectivamente
(Figura, 4). No entanto, ndo se pode observar diferenca significativa entre os

tratamentos.
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Figura 1 Concentragdes de alcaldides, aminoacidos, carboidratos soluveis,
sacarose ¢ fendis, nas raizes de Solanum lycopersicum L e Phaseolus
vulgaris L, cujas partes aéreas foram pulverizadas com solugdes em
Tween 80 a 1 % (g.mL™") de jasmona + jasmonato de metila (1), (Z)-
hex-3-en-1-o0l + (E)-hex-3-en-1-o0l + (Z)-hex-2-en-1-o0l + (E)-hex-2-
enal (2), acetato de (E)-hex-2-enila + acetato de hexila (3), meso-
butano-2,3-diol + butano-1,2-diol + butano-1,3-diol + butano-1,4-
diol (4), 3-hidroxibutanona + 4-hidroxibutanona (5) e acetato de
linalila + nerolidol (6). Como controle foi empregado Tween 80 a 1%
(gmL™) (7). Barras seguidas pela mesma letra ou nimero em cada
grafico ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott e
Knott (P < 0,05)
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Figura 2 Metabdlitos identificados e quantificados nas raizes de tomateiros

(Solanum Ilycopersicum L.) com o uso da espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio. As plantas foram
pulverizadas com combinagdes de jasmona + jasmonato de metila (1),
(Z)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-en-1-ol + (Z)-hex-2-en-1-ol + (E)-hex-
2-enal (2), acetato de (E)-hex-2-enila + acetato de hexila (3), meso-
butano-2,3-diol + butano-1,2-diol + butano-1,3-diol + butano-1,4-diol
(4), 3-hidroxibutanona + 4-hidroxibutanona (5), acetato de linalila +
nerolidol (6) e com solugio de Tween 80 a 1 % (g.mL™) (7), que foi
empregado como controle. Barras com a mesma letra, em cada grafico,
ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott e Knott (P <
0,05)
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Figura 3 Metabolitos identificados e quantificados nas raizes de feijoeiros

(Phaseolus vulgaris L.) com o uso da espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear de hidrogénio. As plantas foram pulverizadas com
combinacdes de jasmona + jasmonato de metila (1), (Z)-hex-3-en-1-ol
+ (E)-hex-3-en-1-0l + (Z)-hex-2-en-1-ol + (E)-hex-2-enal (2), acetato
de (E)-hex-2-enila + acetato de hexila (3), meso-butano-2,3-diol +
butano-1,2-diol + butano-1,3-diol + butano-1,4-diol (4), 3-
hidroxibutanona + 4-hidroxibutanona (5), acetato de linalila +
nerolidol (6) e com solugdo de Tween 80 a 1 % (g.mL™) (7), que foi
empregado como controle. Barras com a mesma letra, em cada
grafico, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott e
Knott (P <0,05)
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Figura 4 Escores das analises de componentes principais dos espectros de

ressonancia magnética nuclear de hidrogénio dos extratos das raizes de
Phaseolus vulgaris (a) e Solanum lycopersicum (b) (Tx.y, sendo “x”
correspondente ao tratamento e “y” o numero da repeticdo). Plantas
pulverizadas com jasmona + jasmonato de metila (tratamento 1), (Z)-
hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-en-1-ol + (Z)-hex-2-en-1-ol + (E)-hex-2-
enal (tratamento 2), acetato de (E)-hex-2-enila + acetato de hexila
(tratamento 3), meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-diol + butano-1,3-
diol + butano-1,4-diol (tratamento 4), 3-hidroxibutanona + 4-
hidroxibutanona (tratamento 5) e acetato de linalila + nerolidol
(tratamento 6). Como controle foi empregado o extrato das raizes de
plantas pulverizadas com solugio de Tween 80 a 1 % (g.mL™),
correspondendo ao tratamento 7

5.4 Atividade in vitro dos extratos das raizes contra Meloidogyne incognita

Apos exposicdes das partes aéreas as SOV’s, todos os extratos das raizes

de tomateiros e feijoeiros apresentaram moderada atividade in vitro contra J2 de

M. incognita (Figura, 5). Observou-se ainda, que os extratos de tomateiros

tratados com as combinagdes de jasmona + jasmonato de metila (1), acetato de

(E)-hex-2-enila + acetato de hexila (3) e meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-diol

+ butano-1,3-diol + butano-1,4-diol (4), apresentaram valores de J2 mortos

estatisticamente inferiores aos demais extratos, embora tenham reduzido a
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populagdo de M. incognita nas raizes, o que sugere que o mecanismo de agdo
destas SOV’s ndo esta correlacionado com a produgcdo de substancias
nematicidas pelas plantas. Entretanto, observou-se no experimento com
feijoeiros que o extrato proveniente de plantas tratadas com a combinagdo de
acetato de linalila + nerolidol apresentou percentagem de J2 mortos superior aos
demais extratos, o que sugere que estas duas substincias podem ter induzido a

producdo de compostos nematicidas pela planta.

. S lycopersicum

60- P vulgaris

48
36-

24

J2 mortos (%)

12+

Tratamentos

Figura 5 Mortalidade de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne
incognita apds exposicao a extratos de raizes de tomateiros (Solanum
lycopersicum L) ou feijoeiros (Phaseolus vulgaris L), cujas partes
aéreas foram previamente pulverizadas com as seguintes combinagdes
de substancias organicas volateis dissolvidas em solucdo aquosa de
Tween 80 a 1 % (g.mL"'): jasmona + jasmonato de metila (1), (Z)-
hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-en-1-ol + (Z)-hex-2-en-1-ol + (E)-hex-2-
enal (2), acetato de (E)-hex-2-enila + acetato de hexila (3), meso-
butano-2,3-diol + butano-1,2-diol + butano-1,3-diol + butano-1,4-diol
(4), 3-hidroxibutanona + 4-hidroxibutanona (5) e acetato de linalila +
nerolidol (6). O extrato das raizes de plantas pulverizadas com solucao
de Tween 80 a 1 % (g.mL™) e solugdo de Tween 80 a 1 % (g.mL™),
correspondendo respectivamente aos tratamentos 7 ¢ 8, foram usados
como controles. Barras com a mesma letra ou nimero, em cada
grafico, ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Scott e
Knott (P <0,05)
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6 DISCUSSAO

As substancias referentes aos tratamentos 1-4 e 6, que apresentam
baixos custos e toxicidades menores que as observadas para os nematicidas
atualmente disponiveis (ARAB; BENT, 2006), revelaram-se promissoras para o
desenvolvimento de novos produtos para o controle de nematoides. Inicialmente,
pensou-se que os mecanismos de acdo destas substidncias se baseavam em
induzir as plantas a produzirem substancias nematicidas em suas raizes. Por
conseguinte, os extratos das raizes de tomateiros e feijoeiros foram inicialmente
testados para averiguar a suas propriedades nematicidas. A primeira vista, a
atividade in vitro contra M. incognita de todos os extratos (Figura, 5) pode
parecer estranha, mas os valores de J2 mortos estdo de acordo com os resultados
obtidos por Rocha et al. (2005), que observaram a capacidade de plantas
suscetiveis a fitonematdides produzirem substiancias capazes de aumentar a
mortalidade de J2 em ensaios in vitro. Como o valor obtido para o extrato de
plantas de feijdo submetidas ao tratamento 6 foi superior aos dos demais
tratamentos, aparentemente a combinagdo de acetato de linalila e nerolidol
induziu a produgdo de substancias ativas contra M. incognita. No entanto, esse
ndo foi o caso com as plantas de tomateiro, pois os tratamentos 1-4 nido
aumentaram as percentagens de J2 mortos.

Outra possibilidade para explicar a reducdo da populagio de M.
incognita nas raizes de plantas de feijdo tratadas com acetato de linalila e
nerolidol (tratamento 6), poderia ser a atividade direta dessas substancias contra
o nematoide, j4 que causaram aumento da mortalidade de J2 expostos aos
extratos (Tabela 2 ). Embora nenhum relato sobre a atividade nematicida das
SOV’s empregadas no presente trabalho pudesse ser encontrado na literatura, as
suas propriedades contra o nematdide (Tabela 2) parecem em consonancia com

os dados de substancias analogas. Um exemplo ¢ o octanal, um anélogo do (E)-
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hex-2-enal que foi isolado de Coriandrum sativum e se mostrou ativo contra o
Bursaphelenchus xylophilus (KIM et al., 2008). Linalool, que é estruturalmente
similar ao acetato de linalila, foi ativo contra Meloidogyne incognita quando na
concentragdo de 1,0 mg.L™' (IBRAIM et al., 2006). Também ¢ possivel citar o
trabalho de Lanny e Gary (2005), que usaram terpenos para o controle de
fitonematoides.

No entanto, a redugdo da populacdo de nematoides em plantas de feijao
em decorréncia da atividade nematicida de acetato linalila e nerolidol
(tratamento 6) parece improvavel, uma vez que estas substincias foram
empregadas na concentragao de 0,5 mM, que acarretou uma percentagem de J2
mortos in vitro que era estatisticamente igual a observada para os controles
(Tabela 2). De forma analoga, a atividade nematicida direta das SOV’s
correspondentes aos tratamentos 1-4 ndo parece satisfatoria para explicar a
reducdo da populacdo de M. incognita em tomateiro, pois as atividades in vitro
destas SOV’s foram estatisticamente iguais ou apenas um pouco superior ao
observado para o controle (Tabela 2). Além disso, os extratos correspondentes
acarretaram a obtencdo de valores de J2 mortos que estavam abaixo ou no
mesmo nivel do controle (Figura, 5).

Como o mecanismo de acdo baseado na produgdo de compostos ativos
contra M. incognita, nas plantas pulverizadas com as SOV’s, parecia mais
provavel que a atividade direta sobre nematoides por essas substdncias, um
estudo das alteragdes nas quantidades de alguns metabolitos presentes nas raizes
de feijoeiro e tomateiro foi realizado. Inicialmente, buscou-se averiguar a
concentracdo de fenois totais em cada planta, j& que na literatura se encontram
varios dados de substancias dessa classe com atividade contra nematoides
(GUPTA et al. 2005; LI et al. 2006). Além disto, sabia-se que algumas plantas
resistentes a nematdides aumentavam a producdo de fendlicos quando

inoculadas com tais fitoparasitas (BAJAJ et al. 1983; HUNG; ROHDE, 1973;
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MAHMOOD; SAXENA, 1986; SHUKLA; SHAKRABORT, 1988). No entanto,
como se pode observar, ndo foram detectados fenois nas raizes de tomateiro e a
concentracdo de fendlicos nos feijoeiros tratados com acetato de linalila +
nerolidol (tratamento 6) foi estatisticamente igual a da testemunha.

Outra possibilidade averiguada foi o aumento na produgdo de
aminoacidos, ja que havia alguns trabalhos demonstrando que estruturas dessa
classe de substancias podiam apresentar atividades contra nematdides
(BARBOSA et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2009; TALAVERA; MIZUKUBO,
2005) e que plantas de algodao (Gossypum hirsutum) resistentes a nematdides
possuiam quantidade de aminoacidos aproximadamente 50 % superior a
observada para plantas suscetiveis quando eram colocadas em contado com J2
de M. incognita (LEWIS; MCCLURE, 1975). De fato, a concentragdo desses
compostos nas raizes das plantas de feijdo pulverizadas com acetato linalila e
nerolidol (tratamento 6), foi um pouco superior a observada para o controle,
sugerindo que os aminoacidos podem desempenhar um papel na acdo destas
SOV’s contra nematoides. Da mesma forma, as quantidades de aminoacidos
foram maiores para plantas de tomate tratadas com (Z)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-
3-en-1-ol + (Z)-hex-2-en-1-ol + (E)-hex-2-enal (tratamento 2) e meso-butano-
2,3-diol + butano-1,2-diol + butano-1,3-diol + butano-1,4-diol (tratamento 4),
que reduziram a populagdo de nematdides no sistema radicular de tomateiros.
No entanto, jasmonato de metila + jasmona (tratamento 1) e acetato de (E)-hex-
2-enila + acetato de hexila (tratamento 3), que também reduziram a populagdo
de nematoides, ndo causaram nenhuma alteracdo na concentracdo de
aminoacidos em tomateiro (Figura, 1).

Apesar da grande importancia da sacarose como nutriente para diversos
organismos (AVIGAD; DEY, 1997; NELSON; COX, 2000), em trabalho
recente (OLIVEIRA et al., 2007) se observou que tal carboidrato era uma das

substancias que conferiam atividade contra o nematéide Meloidogyne exigua, ao
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extrato dos bulbos de cebola (4llium cepa). Tal resultado € coerente com o
obtido por Roman (1963), segundo o qual, apesar de economicamente inviavel,
0 uso de sacarose permite o controle de Rotylenchulus reniformis em tomateiros.
No entanto, nenhuma alteracdo na produgdo desta substancia foi observada para
plantas de feijao (Figura, 1), sugerindo que este carboidrato ndo se relaciona
com o modo de acdo do acetato de linalila e nerolidol (tratamento 6). Embora o
mesmo comportamento tenha sido observado em plantas de tomate submetidas
aos tratamentos 1, 3 ¢ 4, o tratamento 2 aumentou a produ¢do de sacarose da
planta, sugerindo uma correlacdo com o modo de agdo de (Z)-hex-3-en-1-ol +
(E)-hex-3-en-1-o0l + (Z)-hex-2-en-1-ol + (E)-hex-2-enal.

Em relacdo aos carboidratos soluveis, a grande variacdo dessas
substancias nas raizes de tomateiro expostas ao tratamento 1 e 2 (Figura, 1)
sugere que tais substidncias podem estar correlacionadas com o modo de agdo
contra nematodides pelas SOV’s correspondentes. Tal resultado parece razoavel
quando se leva em consideracdo que altas concentra¢des de carboidratos podem
causar a super expressdo de genes relacionados com a defesa de plantas, como ¢
o caso daqueles associados a biossintese de inibidores de proteinases
(JOHNSON; RYAN, 1990) e da chalcona sintase (TSUKAYA et al., 1991).

Os alcaléides compreendem estruturas quimicas muito interessantes para
o presente trabalho, uma vez que a atividade contra nematdides por algumas
destas substancias pode ser encontrada na literatura (CHITWOOD, 2002).
Ademais, Voinilo e Ponin (1979) descreveram a correlagdo entre as
concentragdes de glicoalcaldides nas raizes de plantas de batata (Solanum
tuberosum) € a sua resisténcia a fitonematoides. Embora a diferenca em relagao
ao controle tenha sido pequena, observou-se aumento na quantidade de
alcaldides nas raizes de plantas de feijao expostas ao tratamento 6 (acetato de
linalila e nerolidol) (Figura, 1), o que sugere que o mecanismo de agdo destas

SOV’s esteja relacionada a produgdo de alcaldides pelas plantas. No entanto, o
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tratamento 1 (jasmonato de metila e jasmona), que ndo reduziu a populagdo do
nematdide em feijoeiros, também aumentou a quantidade de alcaldides nas
raizes das plantas, o que parece contrario a uma participagdo dessas substancias
no mecanismo de agdo do tratamento 6 contra M. incognita.

Dentre os quatro tratamentos que reduziram a populacdo de nematodides
em plantas de tomate (Tabela 1), o de nimero 1 aumentou a concentracdo de
alcalodides totais, enquanto os outros (2-4) diminuiram tais valores (Figura 1).
Embora essa diminui¢do na producdo de alcaldides possa parecer desfavoravel
para o controle de nematoides, existe a possibilidade de ela estar acompanhada
de reducdo da concentragdo de citocininas que, segundo Dropkin et al. (1969),
pode aumentar em 165% o nimero de galhas de M. incognita em plantas de
tomate resistentes a nematoides. Assim, a reducdo de alcaldides nas raizes de
plantas de tomateiro tratadas com (Z)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-en-1-o0l + (Z)-
hex-2-en-1-ol + (E)-hex-2-enal (tratamento 2), acetato de (E)-hex-2-enila +
acetato de hexila (tratamento 3) e meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-diol +
butano-1,3-diol + butano-1,4-diol (tratamento 4), pode ser desfavoravel ao
nematoide, uma vez que pode estar relacionada a redugdo de citocininas
produzidas pela planta.

Recentemente, alguns grupos de pesquisa iniciaram o uso de ressonancia
magnética nuclear (RMN) na identificagdo e quantificagdo de compostos
organicos em misturas complexas. O processo consiste em comparar 0s
espectros obtidos a partir da mistura a ser analisada com um banco de dados,
composto de espectros de varias substancias puras em concentragdes conhecidas
(WISHART, 2008). Embora a maioria dos estudos relatados nesta area lidem
com problemas de saude humana (TIAZINI et al., 2009), alguns autores tém
comprovado a eficacia de tal método no estudo de plantas (CHOI et al., 2005).
Um exemplo ¢ o trabalho de Leiss et al. (2009) que, através da utilizagdo de

espectroscopia de RMN, diferenciaram plantas saudaveis de Dendranthema
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grandiflora daquelas infectadas por Frankliniella occidentalis. O presente
trabalho corrobora a utilidade de tal método, ja que foram identificadas e
quantificadas dez substancias nas raizes de S. lycopersicum e nove nas raizes de
P. vulgaris.

Duas dessas substincias correspondem a glicose e a frutose, que
induzem genes de defesa tanto em plantas de fumo (HERBERS et al., 1996)
como em plantas de uva (SALZMAN et al.,, 1998). H4 também, o acido
fumarico que, segundo dados da literatura, apresenta atividade contra
Meloidogyne arenaria (DJIAN et al., 1994). Ademais, este acido esta
relacionado com a resisténcia de plantas de trigo a Fusarium graminearum
Schwabe (PARANIDHARAN et al., 2008). De fato, observou-se que as plantas
de tomateiro pulverizadas com (Z)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-en-1-ol + (Z)-hex-
2-en-1-ol + (E)-hex-2-enal (tratamento 2) ¢ meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-
diol + butano-1,3-diol + butano-1,4-diol (tratamento 4), apresentaram niveis de
acido fumarico superiores ao observado para o controle (Figura, 2). No entanto,
como este comportamento também foi observado em plantas de tomate
pulverizadas com 3-hidroxibutanona + 4-hidroxibutanona (tratamento 5) e
acetato de linalila + nerolidol (tratamento 6), que ndo causaram redugdo na
populag@o do nematoide nas raizes dos tomateiros (Tabela 1), acredita-se ndo ser
possivel fazer uma correlagdo entre a quantidade de acido fumarico nas raizes
das plantas ¢ 0 modo de agdo das SOV’s (tratamento 2 e 4).

O uso da RMN também permitiu identificar o acido 4-aminobutirico,
que pode estar relacionado a resisténcia de plantas a nematdide por causar
paralisia flacida dos musculos destes animais (MCLEAN, 2003). Como no
presente estudo a concentragdo deste aminoacido foi inferior ou igual a das
plantas controle (Figura, 2 e¢ 3), acredita se que tal substdncia ndo esteja

relacionada com o mecanismo de acdo das SOV’s.
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Dentre as outras substancias detectadas pelo emprego da RMN, vale
destacar a trigonelina (Figura, 3) que, segundo dados da literatura, pode induzir
a resisténcia de plantas a fitopatogenos. Para exemplificar, é possivel citar a
reducdo de 66% da densidade de infec¢do do fungo Erysiphe graminis em
plantas de cevada (Hordeum vulgare L.) tratadas com trigonelina na
concentragio de 10 pmol.L" (KRASKA; SCHONBECK, 1993). Entretanto no
presente estudo ndo se observou variagdo na concentragdo da trigonelina apds os

tratamentos com as SOV’s.

7 CONCLUSAO

Concluindo, dentre as combinagdes de SOV’s estudadas, as mais
promissoras para reduzir a populacdo de M. incognita em tomateiros foram as
combinagdes de jasmonato de metila + jasmona, (Z)-hex-3-en-1-ol + (E)-hex-3-
en-1-ol + (Z)-hex-2-en-1-0l + (E)-hex-2-enal, acetato de (E)-hex-2-enila +
acetato de hexila e meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-diol + butano-1,3-diol +
butano-1,4-diol; e para feijoeiros a combinagdo de acetato de linalila + nerolidol
foi a unica que reduziu a populagdo do nematdide. Apesar do mecanismo de
acdo dessas SOV’s ainda ndo ter sido elucidado no presente trabalho, o que torna
necessario efetuar novos estudos para averiguar melhor o efeito de cada uma
delas e de suas concentra¢des sobre as populacdes de nematodides parasitas de
plantas, ¢ importante deixar evidente que tais substancias apresentam grande
potencial para uso futuro no controle de nematdides fitoparasitas, pois podem ser
produzidas a baixos custos, podem ser facilmente manipuladas e t€ém toxicidades
muito menores que as observadas para os nematicidas comercialmente

disponiveis (ARAB; BENT, 2006).
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ARTIGO 2

VariacGes metabdlitas em raizes de cafeeiro expostas ao nematoéide de

galhas Meloidogyne exigua

1 RESUMO
Variagdes metabolitas em raizes de cafeeiro expostas ao nematdide de galhas

Meloidogyne exigua

Com o objetivo de contribuir para a compreensdo do mecanismo de
defesa de cafeeiros contra Meloidogyne exigua, estudaram-se as variagdes
metabolitas nas raizes de plantas resistentes (JAPAR-59) e suscetiveis (Catuai-
Vermelho) a nematoides, até 96 h apds a exposi¢do das mesmas a juvenis do
segundo estadio do nematoide, ja que este ¢ um periodo de grande importancia
para a formagao do sitio de alimentagdo do parasita. Para tanto, determinaram-se
as concentracOes totais de fendis, carboidratos, sacarose, aminoacidos e
alcaldides. Além disto, espectros de ressondncia magnética nuclear de
hidrogénio foram obtidos dos extratos das raizes das plantas para a identificacao
e quantificacdo dos metabolitos. Uma das alteragdes mais marcantes ocorreu
para o acido fumarico, cuja concentragdo variou de 59 ug.(g de raiz)" (Oh) para
138 pg.(g de raiz)' (24 h) na planta resistente, enquanto na planta suscetivel
uma variacdo semelhante s6 foi detectada bem mais tarde (96h). Um
comportamento analogo foi observado para o acido quinico, cuja concentracao
nas raizes da planta resistente também se elevou mais rapidamente que na planta
suscetivel. A concentracdo da sacarose teve um aumento expressivo para a
cultivar resistente (370 % em 48 h), enquanto para a cultivar suscetivel nao se
observou variagdo significativa. Outra alteracdo marcante ocorreu para 0s
alcaloides totais, cujas concentra¢des foram bem mais elevadas em 24 e 48h, na
cultivar suscetivel. Os resultados sugerem que a maior producdo de sacarose,
fendlicos, acido fumarico e acido quinico, € a menor producao de alcaldides, por
parte da cultivar IAPAR-59, nas primeiras 48 h apds o contato da planta com o
nematoide, estejam associadas ao mecanismo de resisténcia de cafeeiros a M.
exigua.

Palavras-chave: Metabolitos. Resisténcia. Café. Nematoides. Meloidogyne.
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2 ABSTRACT

Metabolic variations in the roots of coffee plants exposed to the root-knot

nematode Meloidogyne exigua

To contribute to understanding the mechanism by which coffee plants
defend themselves against Meloidogyne exigua, metabolic variations in the roots
of coffee seedlings, resistant (IAPAR-59) and susceptible (Catuai-Vermelho) to
plant-parasitic nematodes, were studied up to 96 h after the contact of roots with
M. exigua second-stage juveniles (J2). During this period, which is very
important for the establishment of feeding sites of the parasite, the
concentrations of phenols, carbohydrates, amino acids and alkaloids in the roots
were determined. Furthermore, hydrogen nuclear magnetic resonance spectra
from the root extracts were acquired to identify and quantify other metabolites.
One of the most striking changes occurred for fumaric acid, the concentration of
which varied from 59 pg.(g of root)’ (0h) to 138 pg.(g of root)" (24h of root
contact with the nematode) in the resistant plant, while in the susceptible plant a
similar variation was observed much later (96h). Similar behavior was observed
for quinic acid, whose concentration increased more rapidly for the resistant
plant. The concentration of sucrose increased 370 % in 48 h for the resistant
plant, while no significant variation in the amount of this carbohydrate was
observed in the susceptible plant. Another notable change occurred for the
alkaloid concentrations, which was much higher at 24 and 48 h in the susceptible
cultivar. These results suggest that the higher production of sucrose, phenolic,
fumaric acid and quinic acid, and the lower alkaloid production by the cultivar
IAPAR-59, in the first 48 h after the contact of plant roots with the nematode,
are associated with the resistance of coffee plants to M. exigua.

Keywords: Metabolites. Resistance. Coffee. Nematodes. Meloidogyne.
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3 INTRODUCAO

Muitas plantas respondem aos ataques de agentes patogénicos com
alteragdes em seus metabolismos, de forma a aumentar ou diminuir as
concentracdes de algumas substancias ou ainda, para produzir novas moléculas,
0o que pode resultar no sucesso da infeccdo ou na resisténcia da planta ao
patogeno. Em decorréncia de tais alteragdes metabolitas, pode-se, por exemplo,
observar uma explosdo oxidativa (CAVALCANTI et al., 2007), causando a
morte das células vegetais ao redor do agente patogénico (KOMBRINK;
SCHMELZER, 2001) e, consequentemente, impedindo a propagagdo da doenca
a partir do local de infeccdo inicial. Podem ser observadas também, mudancas
nas composicdes das paredes celulares ou a presenca de compostos
antimicrobianos, comumente denominados fitoalexinas (PEDRAS et al., 2009).

O conhecimento de tais alteragdes metabdlitas pode ser de grande valia,
por exemplo, para o controle dos nematodides de galhas, que causam enormes
perdas aos produtores de café no Brasil. Dentre esses fitopatogenos se pode
destacar o nematoide de galhas Meloidogyne exigua Goeldi, 1887, que, apesar
de ndo ser a espécie mais agressiva que parasita o cafeeiro, provavelmente é a
que acarreta os maiores prejuizos a cafeicultura brasileira (SILVA et al., 2006).
Esse nematoide ¢ amplamente disseminado, ocorrendo praticamente em todas as
regides cafeeiras do pais (CASTRO et al., 2008).

Como os métodos atualmente disponiveis para o controle de
fitonematoides apresentam desvantagens como a dificuldade de utilizagdo em
algumas localidades e custo elevado, existe uma demanda cada vez maior por
novas metodologias menos onerosas € que ndo contaminem o homem e o
ambiente com substancias de alta toxicidade (CHITWOOD, 2002). Neste
contexto, a resisténcia de plantas a nematodides tem sido considerada uma

potencial alternativa para o manejo de fitonematodides, principalmente aqueles
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do género Meloidogyne, que apresentam uma interagdo especializada com seus
hospedeiros (ROBERTS, 2002). Sendo assim, ¢ de grande importancia entender
os mecanismos de defesa de plantas contra nematdides para que se possam
desenvolver novas cultivares para serem utilizadas em areas contaminadas com
Meloidogyne spp. Ademais, tal conhecimento podera resultar em nematicidas de
origem natural, que sejam menos toxicos que aqueles atualmente disponiveis.

Os nematoides do género Meloidogyne t€m parasitismo caracterizado
pelo estabelecimento de sitios de alimentacdo, que sdo escoadores de nutrientes
produzidos através da fotossintese pela planta (TRUDGILL; BLOK, 2001).
Logo ap6s a eclosdo, o juvenil do segundo estadio (J2) de Meloidogyne spp.,
fase infectiva destes patogenos, tem 30% do seu peso corporal correspondente a
lipidios, que constituem a sua principal fonte energética até a obtengdo do seu
alimento a partir da planta hospedeira (VAN GUNDY, 1985). Gastos de 25%
desta fonte energética, que tendem a ocorrer até 48 h apds a eclosdo do J2
quando a temperatura esta em torno de 28 °C, correspondem a perda de 45% da
sua capacidade de penetragdo nas raizes da planta e formagdo do sitio de
alimentacdo (CAMPOS et al., 2006). Tais dados estdo plenamente de acordo
com o trabalho realizado por Pedroza et al. (1996), segundo os quais sdo
observadas altas taxas de penetragdo de Meloidogyne incognita, M. javanica e
M. arenaria até 48 h apds a inoculagdo dos mesmos em plantas de soja, quando
a temperatura se encontra em torno de 25 °C (PEDROZA et al., 1996).

Portanto, com vistas a contribuir para elucidar os mecanismos de
resisténcia de cafeeiro a M. exigua, o presente trabalho teve como objetivo
identificar e quantificar varios metabolitos nas raizes de Coffea arabica L. cv.
Catuai-vermelho e nas raizes da linhagem gerada (F8) cv. IAPAR-59, que sdo
respectivamente suscetiveis e resistentes a M. exigua, apds a exposi¢ao das

raizes das plantas ao nematdide na fase inicial do ciclo (24 a 96 horas).
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Objetivou-se também, verificar se nas raizes das plantas expostas a0 nematoide

havia a produgdo de substancias nematicidas.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Inéculo do nematoide

Raizes de cafeeiro (Coffea arabica L.) infestadas com M. exigua foram
lavadas cuidadosamente e cortadas em pedacos de 1 cm. Em seguida, foram
trituradas em liquidificador por 40 s em solug@o de hipoclorito de sodio a 0,5 %
(g.g"), seguindo-se a técnica de Hussey e Barker (1973). Os ovos retidos na
peneira com poros de 25 pm foram recolhidos e colocados para eclodirem em
um funil de Baermann (DUNN, 1969), formado com tela e papel de espessura
fina. Os juvenis do segundo estadio (J2) foram recolhidos depois de 48 e 72

horas, sendo descartada a primeira coleta de 24 horas.

4.2 Obtencéo das mudas de cafeeiro

Para a obten¢do das mudas de cafeeiro, sementes das cultivares Catuai-
Vermelho e IAPAR-59, consideradas suscetivel e resistente a M. exigua,
respectivamente, foram desinfestadas com hipoclorito de sodio a 1% (g.g™") por
1 minuto. Em seguida, descartaram-se as solucdes e as sementes foram lavadas
trés vezes com agua destilada. Apos a desinfestagdo, colocaram-se as sementes
em copos plasticos contendo substrato composto de solo, areia e esterco em
propor¢ao de 1:1:1 (v/v/v). Apos 120 dias em sala climatizada a 28 °C, com
fotoperiodo de 12 h, obtido pelo emprego de lampadas fluorescentes, as mudas

estavam no tamanho ideal para a instalagdo do experimento.
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4.3 Montagem dos experimentos com mudas de cafeeiro

Uma suspensdo aquosa (2,0 mL) contendo 696 J2 de M. exigua foi
colocada no substrato de cada muda de cafeeiro e, passadas 0, 24, 48 ¢ 96 h em
sala climatizada com temperatura de 28 °C e fotoperiodo de 12 h, as partes
aéreas das plantas foram cortadas e os sistemas radiculares foram separados
cuidadosamente do substrato e lavados em balde de agua de 10 L. Em seguida,
as raizes foram congeladas, liofilizadas e guardadas em freezer a -15 °C até o

momento das extracdes dos seus metabolitos.

4.4 Quantificacdo de amino&cidos e carboidratos nas raizes de plantas de
cafeeiro

Conforme descrito por Passos (1996), 150 mg de cada sistema radicular
foram moidos em gral de porcelana e submetidos a duas extracdes com 20 mL
de uma solug@o de metanol/cloroformio/agua (MCA) na propor¢do de 12:5:3
(v/vIv). Apds filtragdes em algoddo, os liquidos de ambas as extragdes foram
combinados e adicionados a uma mistura de 30 mL de cloroféormio ¢ 60 mL de
agua. Agitou-se fortemente cada mistura obtida e, em seguida, separou-se por
decantacdo a fase aquosa, que foi concentrada até secura em evaporador
rotatorio e liofilizadora. Cada uma das amostras liofilizadas foi dissolvida em
agua destilada até que o volume total fosse de 25 mL, obtendo-se assim solugdes
maes para as dosagens de sacarose, carboidratos totais ¢ aminoacidos.

Para a quantificagdo de aminoacidos, transferiram-se em triplicata para
tubos de ensaio, aliquotas de 0,5 mL de cada solugdo mae e 1,0 mL de solucao
de ninidrina, que foi previamente preparada (25 mL de NaOAc.3H,0O a 1,36
gmL™" (pH 5,5), 20 mL de acido acético glacial, 75 mL de éter monometilico de
etilenoglicol, 0,2 g de ninidrina e 30 mg de hidrindantina). Os tubos foram
agitados para a obtencdo de uma solugdo homogénea e mantidos em banho-

maria a 100 °C por 15 min. Apds o resfriamento, adicionaram-se 3,0 mL de
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etanol/agua (1:1) ao contetdo de cada tubo, que foi deixado na bancada para
resfriar. Realizaram-se, entdo, leituras das absorvancias das solucdes resultantes
em um espectrofotdmetro Spectrum SP1105, a 570 nm, em cubetas de vidro. As
concentracdes de aminoacidos totais foram obtidas pelas comparagdes das
absorvancias observadas com aquelas provenientes de uma curva analitica, que
foi previamente construida com L-leucina.

Para a quantificagdo dos carboidratos soluveis, colocaram-se, em
triplicata, 1,0 mL de cada solu¢do mae, 0,5 mL de solucdo aquosa de fenol a 5%
(gmL™) e 2,5 mL de 4cido sulfarico concentrado em cada tubo. Apdés 10 min
em repouso, aqueceram-se os tubos em banho Maria a 30 °C por 15 minutos. A
seguir, realizaram-se leituras das absorvancias em 490 nm. As concentragdes de
carboidratos foram obtidas pelas comparagdes com valores de uma curva
analitica construida pelo emprego da D-glicose.

Quanto a quantificagdo da sacarose, transferiu-se 1,0 mL de cada
solucdo mae para tubos de ensaio em triplicata, para ser liofilizada e re-
dissolvida em 0,1 mL de 4gua. Adicionou-se 0,1 mL de KOH a 30 % (g.mL™")
ao conteudo de cada tubo, que foi mantido em banho a 100 °C por 10 min. Apo6s
resfriamento até a temperatura ambiente, adicionaram-se 5 mL de solugdo de
antrona (600 mg de antrona anidra, 270 mL de acido sulfurico concentrado e 30
mL de agua) ao contetdo de cada tubo, que foi mantido em banho a 40 °C por
10-15 min. A seguir, realizaram-se as leituras de absorvancia em 620 nm. As
concentracdes foram obtidas por comparagdo com uma curva analitica

construida com o uso de sacarose.

4.5 Quantificacdo de fendis nas raizes de plantas de cafeeiro
Com o objetivo de quantificar fendis totais (AOAC 1960), colocaram-se
em baldes de fundos redondos, 150 mg de cada sistema radicular seco ¢ moido

em gral e 12,5 mL de metanol/agua (1:1). Apods refluxo durante 15 min, as
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misturas foram filtradas e repetiu-se tal processo de extracdo com os residuos.
Combinaram-se os filtrados ¢ completaram-se os volumes dos mesmos para 25
mL com agua destilada. Em tubos de ensaio foram colocados, em triplicata, 20
1L de cada solugdo resultante, 1,68 mL de agua, 100 4L do reagente de Folin
Dennis (2,5 g de tungstato de sddio diidratado (Na, WO,4.2H,0), 0,5 g de acido
fosfomolibdico, 1,25 mL de acido fosférico concentrado e agua para completar o
volume até 25 mL) e 200 uL de solucdo aquosa de carbonato de sodio a 2,0 %
(gmL™"). Em seguida, fizeram-se leituras das absorvancias em 720 nm e
converteram-se os valores obtidos em concentragdes de fenois por comparagao

com curva analitica obtida a partir do uso do acido tanico.

4.6 Quantificacdo de alcaldides nas raizes de plantas de cafeeiro

Seguindo a metodologia descrita por Sreevidya e Mehrotra (2003) para a
analise de alcaloides, 150 mg de cada sistema radicular seco e moido em
almofariz foram submetidos a duas extragdes com 10 mL de solucdo aquosa de
4dcido acético a 2% (v.v') por 10 minutos. As solugdes obtidas foram
combinadas e retiraram-se trés aliquotas de 5 mL da solugdo final para serem
misturadas com 2,0 mL do reagente de Dragendorff (0,8 g de Bi(NOs);, 40 mL
de agua destilada, 10 mL de acido acético glacial, 8,0 g de KI, 20 mL de agua
destilada) em tubos de ensaio. Centrifugaram-se as misturas obtidas e se
descartaram os sobrenadantes. Apos lavagem com etanol (2 x 4 mL), os residuos
foram misturados com 2,0 mL de solugdo aquosa de sulfeto de sddio a 1 %
(gmL™") e centrifugados. Os sobrenadantes foram novamente descartados,
enquanto os residuos foram dissolvidos em 2,0 mL de HNO; concentrado, o que
resultou em solugdes que foram diluidas at¢ 10 mL com agua destilada.
Misturou-se 1,0 mL de cada solug¢ao obtida com 5,0 mL de solucdo aquosa de

tiouréia a 3% (g.mL™") e se realizaram leituras das absorvancias em 435 nm.
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Converteram-se os valores em concentragdes de alcaldides totais por

comparagdes com uma curva analitica proveniente do uso de brucina.

4.7 Andlise por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN 'H)

Para a obtengdo dos extratos, utilizou-se a metodologia descrita por
Passos (1996), que se encontra descrita acima. Os extratos das raizes de cafeeiro,
ja liofilizados, foram dissolvidos em solugdo tampao de fosfato a 50 mM
(Mallinckodt Baker S.A.) em 4agua deuterada (D,0O) (Cambridge Isotope
Laboratory), pH = 7.5, contendo 0,5 mM de 2,2-dimetil-2-silapentano-5-
sulfonato de sédio (DSS) (CIL - Cambridge Isotope Laboratory) como
referéncia interna. Os espectros de hidrogénio foram obtidos em espectrometro
Varian AS 500 (500 MHz), com tempo de aquisi¢ao de 4 segundos, acimulo de
32 varreduras e pulso de 90°. Os espectros foram obtidos em triplicata. Para a
identificacdo e a quantificagdo dos metabolitos, utilizou-se o programa Chenomx
Suite 6.0, (Chenomx Inc., Edmonton, Canada) e os bancos de dados Biological
Magnetic Resonance Data Bank (http://www.bmrb.wisc.edu ) e Colmar suite of

web servers (http://spinportal. magnet.fsu.edu/).

4.8 Atividade in vitro de extratos de raizes de plantas de cafeeiro contra o
nematoide

No preparo dos extratos foram utilizados 250 mg de cada sistema
radicular seco e moido, os quais foram mantidos em 10 mL de metanol durante
48 h. A seguir, as misturas foram filtradas em algodao e os residuos submetidos
a mais duas extragdes com 10 mL de metanol. Os liquidos das trés extragoes
foram combinados e concentrados até secura em evaporador rotatorio e
liofilizadora. Solubilizaram-se aliquotas de 8 % das massas obtidas em 1,0 mL

de solugdo aquosa de Tween 80 a 1 % (g.mL™"), para serem submetidas ao teste
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de mortalidade de J2 de M. exigua adaptado do método descrito por Amaral et
al. (2003). Para tanto, colocaram-se 100 uL destas solu¢des ¢ 20 ul. de uma
suspensdo aquosa contendo aproximadamente 25 J2, em cavidades de placa de
polipropileno com 96 cavidades de 300 pL. Apos 48 h, adicionou-se uma gota
de solucdo de NaOH 1 M ao conteido de cada cavidade e, em seguida,
contaram-se os nematoides. Aqueles retos e imoveis foram considerados mortos,
enquanto os retorcidos e moveis foram considerados vivos. Os valores obtidos
foram convertidos em percentagem antes da realizagdo dos calculos estatisticos.
Realizaram-se quatro repeti¢des, sendo utilizadas como testemunhas solugao de

Tween 80 a 1% (g.mL™) e 4gua.

4.9 Andlise estatistica

Os valores foram submetidos a analise de varidncia, sendo as médias
comparadas pelo teste de Scott e Knott (1974) a 5 % de significancia. Para tanto,
empregou-se o programa SISVAR (FERREIRA, 2000). Os espectros de RMN
'H também foram convertidos, nos intervalos de 0,02 a 4,50 ppm e 5,0 a 9,98
ppm, a uma tabela de area versus intervalo de 0,04 ppm, para que pudessem ser
submetidos a andlise de componentes principais (PCA) pelo emprego do

software Pirouette 3.11 (Infometrix, Inc., Woodinville, WA).

5 RESULTADOS

5.1 Quantificagdo de aminoéacidos, carboidratos, fendis e alcaldides nas
raizes de plantas de cafeeiro

Pode-se observar um ligeiro aumento na concentragdo de aminoacidos

livres na cultivar resistente até 48 h apos a infestacdo com M. exigua. Entretanto,

ap6s 96 h a concentracdo de aminoacidos livres na cultivar suscetivel foi

superior a da resistente. Ja para os carboidratos soluveis, verifica-se, a partir de
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48 h de infestacdo, que ambas as cultivares tiveram aumento nas concentragdes
em relagdo ao tempo inicial (0 h de infestacdo). No entanto, para a sacarose
ocorreu uma diferenciacdo expressiva entre a cultivar suscetivel e a resistente,
que possuia quantidades bem maiores de sacarose em suas raizes apos 24 ¢ 48 h
de exposicao a M. exigua (Figura, 1).

Ambas as cultivares de cafeeiro aumentaram as concentragoes de fenois
apoés a exposicao das raizes a M. exigua (Figura, 1). Entretanto, 48 horas apos a
infestacdo, o valor observado para a cultivar resistente foi superior ao da
suscetivel. Quanto aos alcaldides, apés 96 h de exposi¢do das raizes de
cafeeiros a M. exigua, as suas concentragdes eram estatisticamente iguais e
superiores as observadas inicialmente para ambas as cultivares (Figura, 1). No
entanto, ocorreu na cultivar suscetivel uma maior producao de alcaldides apos

24 ¢ 48 h da infestacdo com o nematoide.
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Figura 1 Concentragdes de alcaldides, aminodcidos livres, carboidratos soluveis,
sacarose e fenois em raizes de mudas de cafeeiro resistente (IAPAR-59)
e suscetivel (Catuai-Vermelho) a nematoides. As analises foram feitas
apds 0, 24, 48 e 96 h de exposi¢do das raizes a Meloidogyne exigua.
Barras com a mesma letra em cada grafico ndo diferem
significativamente entre si pelo teste de Scott e Knott (P < 0,05)
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5.2 Andlise por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN 'H)

Através da espectroscopia de RMN 'H foi possivel identificar e
quantificar as seguintes substincias nas raizes de cafeeiro: acido 4-
aminobutirico, acido clorogénico, acido formico, &cido fumarico, acido quinico,
alanina, colina, glicose e trigonelina (Figura, 2). Dentre as varias alteragdes
observadas apds a infestacdo com M. exigua, vale mencionar o aumento
expressivo da concentra¢do do acido fumarico em 24 h para a cultivar IAPAR-
59 (resistente), que foi seguido de redugdes a valores menores que o0s iniciais
nos periodos subsequentes. Tal comportamento foi exatamente oposto ao
observado para a cultivar Catuai-Vermelho (suscetivel). Observam-se variagdes
parecidas para o acido quinico, cuja concentragdo também aumenta inicialmente
e depois decresce para a cultivar resistente, enquanto o oposto ¢ verificado para
a cultivar suscetivel. Outra alteragdo observada foi o aparecimento do acido
clorogénico em 24 h na cultivar resistente ¢ em ambas as cultivares em 48 e 96
h, sendo que na ultima avaliacdo (96 h) ocorreu um aumento expressivo na
concentracdo de tal substincia. Também se podem observar redugdes nas
concentracdes de glicose e do acido 4-aminobutirico apos 96 h de infestagdo em
ambas as cultivares.

Ao se submeter os espectros de RMN 'H a analise dos componentes
principais, observou-se que o uso de 14 componentes permitia explicar 99,9% da
variancia, sendo os dois primeiros responsaveis por 84,9% de tal varidncia
(Figura, 3). Pode-se observar claramente a separagdo entre as cultivares
resistentes e suscetiveis nos periodos de 0, 24, 48 ¢ 96 h apds a inoculagdo de M.
exigua, embora no ultimo periodo de analise as cultivares estivessem bem mais

proximas uma da outra.
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Figura 2 Concentragdes dos metabolitos identificados e quantificados por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
em raizes de cafeeiro resistente (IAPAR-59) e suscetivel (Catuai-Vermelho) a nematoides fitoparasitas. As
analises foram feitas apos 0, 24, 48 e 96 h de exposi¢do das raizes a Meloidogyne exigua. Barras com a mesma
letra em cada grafico ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott e Knott (P < 0,05)
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Figura 3 Escores da analise de componentes principais dos espectros de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio dos extratos das raizes
de cultivares de cafeeiro resistente (Rx.y, sendo “x” correspondente
ao tempo ap6s a inoculacdo do nematdide e “y” o numero da
repeticdo) e suscetivel (Sx.y, idem) a nematodides, apods 0, 24, 48 ¢
96 horas da inoculagdo de 696 juvenis do segundo estadio de
Meloidogyne exigua nas plantas

5.3 Atividade in vitro de extratos de raizes de plantas de cafeeiro contra
nemataide

Uma fraca atividade in vitro contra J2 de M. exigua (Figura, 4) foi

observada para os extratos das raizes de cafeeiros que, com o passar do tempo,

mostraram-se mais toxicas aos J2 para ambas as cultivares.
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Figura 4 Mortalidade de juvenis do segundo estadio (J2) de Meloidogyne exigua
expostos a extratos das raizes de mudas de cafeeiros resistentes
(IAPAR-59) e suscetiveis (Catuai-Vermelho) a nematoides, que foram
inoculadas com M. exigua para com eles ficaram em contato durante 0,
24,48 e 96 h. Barras com a mesma letra ndo diferem significativamente
entre si pelo teste de Scott e Knott (P < 0,05)

6 DISCUSSAO

Em geral, as plantas resistentes aos nematodides de galhas ndo impedem
a penetracdo de juvenis de tais parasitas em seus sistemas radiculares, mas
afetam o desenvolvimento ou a reproducgdo do nematdide. Para tanto, acredita-se
que em varios casos a presenca do nematdide nas raizes desencadeie um
processo de defesa da planta, que ocorre através de mudangas nas suas
produgdes metabolitas (ROBERTS, 2002). Tais possiveis alteragdes parecem em
consonancia com os resultados obtidos no presente trabalho, ja que varias
mudancas na produgdo metabolita das mudas de cafeeiro foram observadas apos
a inoculagdo dos J2 de Meloidogyne exigua (Figuras, 1 ¢ 2).

Observou-se claramente que, 48 horas ap6s a inoculagdo do nematodide,

a quantidade de fendis era maior nas mudas de cafeeiro resistente (Figura, 1), o
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que sugere que tais substancias sejam empregadas pela cultivar IAPAR-59 para
se defenderem de M. exigua. Tal resultado estd de acordo com dados da
literatura, segundo os quais varias substancias fendlicas apresentam atividade
nematicida (GUPTA et al., 2005; LI et al., 2006). Além disto, sabe-se que
algumas plantas resistentes a nematdides aumentam a producdo de fendlicos
quando inoculadas com tais fitoparasitas (BAJAJ et al., 1983; HUNG; ROHDE,
1973; MAHMOOD; SAXENA, 1986; SHUKLA; SHAKRABORT, 1988).

Os aminoacidos também foram quantificados no presente trabalho
porque ja havia relatos na literatura sobre a atividade nematicida de algumas
substancias desta classe (BARBOSA et al.,, 1999; OLIVEIRA et al., 2009;
TALAVERA; MIZUKUBO, 2005). Ademais, ja era de conhecimento publico
que plantas de algoddo (Gossypum hirsutum L.) resistentes a nematoides
possuiam quantidade de aminoacidos aproximadamente 50 % superior a
observada para plantas suscetiveis quando eram colocadas em contado com J2
de M. incognita (LEWIS; MCCLURE, 1975). De fato, observou-se que 48 h
apos a inoculacdo do nematdide a planta resistente produziu mais aminoacidos
que a suscetivel (Figura, 1). No entanto, como tal diferenca foi muito pequena,
acredita-se ndo ser possivel fazer uma correlacdo entre a produgdo de
aminoacidos e a resisténcia de cafeeiros a M. exigua.

Como varios alcaldides podem apresentar atividade nematicida
(CHITWOOQOD, 2002), esperava-se que a cultivar resistente produzisse mais de
tais substancias que a suscetivel. No entanto, observou-se exatamente o oposto
no presente trabalho (Figura, 1), o que talvez esteja correlacionado com a
producdo de citocininas, que se tratam de substancias purinicas produzidas por
plantas e, também, por nematdides (MEUTTER et al., 2003). Sabe-se que as
citocininas estdo envolvidas com o sucesso do parasitismo de nematodides, sendo
excretadas pelos mesmos para a formacdo e manutengdo dos seus sitios de

alimentacdo na planta (LOHAR et al., 2004). Em trabalho realizado por Dropkin
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et al.(1969), constatou-se o desenvolvimento de 73 % dos juvenis do segundo
estagio (J2) de M. incongita que penetraram nas raizes de uma cultivar de
tomateiro suscetivel a nematoides, enquanto tal percentagem era de apenas 4 %
quando se empregava uma cultivar resistente. Entretanto, quando foram
adicionadas as citocininas kinetina, zeatina, adenina ou 6-benziladenina, na
concentracdo de 0,4 uM, a cultivar resistente, a quantidade de J2 que se
desenvolveram subiu para 55 %, indicando que as citocininas favorecem o
desenvolvimento dos nematdides. Logo, talvez o mecanismo de resisténcia da
cultivar TAPAR-59 esteja correlacionado com a inibicdo da producdo de
citocininas, ja que as concentragdes de alcaldides nas suas raizes foram menores
do que as da cultivar suscetivel.

Apesar da grande importancia da sacarose como nutriente para diversos
organismos (AVIGAD; DEY, 1997; NELSON; COX, 2000), em trabalho
recente (OLIVEIRA et al., 2007) se observou que tal carboidrato era uma das
substancias que conferiam atividade contra o nematodide Meloidogyne exigua ao
extrato dos bulbos de cebola (A4llium cepa). Tal resultado estava em consonancia
com o obtido por (SANTIAGO et al., 2005), segundo o qual a sacarose em
granulos diminuiu os nimeros de galhas ¢ de massas de ovos de Meloidogyne
incognita por sistema radicular de tomateiros. Ademais, reduziu o nimero de
juvenis de tal nematdide no solo. De fato, embora as concentragdes de
carboidratos tenham sido praticamente as mesmas para ambas as cultivares, a
concentracdo da sacarose nas raizes da cultivar resistente teve um aumento
expressivo apos a inoculagdo com M. exigua (Figura, 1), o que sugere que tal
carboidrato esteja correlacionado com a resisténcia de plantas de cafeeiro ao
nematdide. Além da possivel acdo direta da sacarose contra o nematdide, vale
mencionar que, em altas concentragoes, tal dissacarideo pode bloquear a agdo

das citocininas (IKEDA et al., 1999), que sdo importantes para a formacio e
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manuten¢do do sitio de alimentacdo do nematdide na planta (LOHAR et al.,
2004).

Recentemente, alguns grupos de pesquisa tém empregado a
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) para identificar e
quantificar substancias em misturas complexas. Para tanto, em linhas basicas,
comparam-se os espectros das referidas misturas com bibliotecas de espectros de
RMN obtidos de substancias puras, em concentracdes conhecidas (WISHART,
2008). Para exemplificar a utilidade da técnica, ¢ possivel mencionar o estudo
através do qual se observou a influéncia da infec¢do de bactérias sobre a
biossintese de fenilpropanodides, alcaldides e 4cido clorogénico por
Catharanthus roseus (CHOI et al., 2004). Outro exemplo consiste no estudo da
resisténcia de Dendranthema grandiflora ao inseto Frankliniella occidentalis,
que possibilitou a identificagdo do acido clorogénico como fator de resisténcia
da planta ao inseto (LEISS et al., 2009).

No presente trabalho a espectroscopia de RMN também se mostrou
proveitosa, ja que permitiu identificar diferencas entre as cultivares de cafeeiro
expostas a M. exigua. Verificou-se, por exemplo, que a concentragcdo do acido
fumarico sofreu aumento de 232 % na cultivar resistente, apos 24 h de exposicao
da mesma ao nematdide (Figura, 2). Ja na cultivar suscetivel, tal aumento so6 foi
observado depois de 96 h da inoculagdo do nematdide, quando, segundo dados
da literatura (KARCZMAREK et al., 2004), o parasita ja teria formado o seu
sitio de alimentagdo. Em outras palavras, os resultados obtidos sugerem que o
acido fumarico esteja envolvido com algum mecanismo para impedir que o
nematdide possa formar o seu sitio de alimentagdo. Outra possibilidade a ser
considerada, para explicar o aumento na produgdo do acido fumarico, ¢ a acdo
direta desta substancia sobre o nematdide, ja que estudos realizados por Djian et
al. (1994) permitiram verificar a atividade do acido fumarico frente a

Meloidogyne arenaria, com CLsy de 905 pg.mL”'. De qualquer forma, a
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participacdo do acido fumarico na resisténcia de plantas a fitopatdgenos ja é
conhecida. Para exemplificar ¢ possivel citar o estudo realizado por
Paranidharan et al. (2008), que observaram o aumento de acido fumarico nas
cultivares de trigo resistentes a Fusarium graminearum Schwabe, quando as
plantas eram inoculadas com o referido fungo.

Com o uso da RMN também foi possivel detectar variagdes nas
concentracdes do acido quinico, que pode ser de grande importancia para a
resisténcia de plantas a fitopatogenos (HUKKANEN et al., 2007). Apesar de tal
molécula ndo apresentar toxidade ao nematdide de galhas (WUYTS et al., 2006),
sabe-se que pode aumentar a resisténcia de tomateiros a Fusarium oxysporum
(CARRASCO et al. 1978), e inibe o crescimento da lagarta (Helicoverpa
armigera) do algodoeiro (KIMMINS et al.,, 1995). No presente trabalho,
observaram-se aumentos nas concentragdes do acido quinico para os intervalos
de 24 e 48 horas, nas raizes da cultivar resistente (Figura, 2), o que sugere a
utilizagdo de tal substancia pela planta para evitar a formagdo do sitio de
alimentagdo do nematdide.

Também foi possivel identificar e quantificar o acido 4-aminobutirico,
que esta relacionado a resisténcia de plantas a nematoides por causar paralisia
flacida dos musculos destes animais, impedindo a formagdo do sitio de
alimentacdo (MCLEAN, 2003). De fato, as concentracdes deste aminoacido nas
raizes da cultivar resistente foram superiores as da cultivar suscetivel nos
intervalos de 0, 24 ¢ 48 h (Figura, 2), embora a diferenga tenha sido pequena.

Dentre as outras substincias detectadas pelo emprego da RMN, vale
destacar o acido clorogénico que, segundo dados da literatura, pode ser
correlacionado a resisténcia de plantas a nematéides (HUNG; ROHDE, 1973;
PEGARD et al., 2005). Embora a sua concentragao tenha sofrido um aumento
abrupto no intervalo de 96 h, ndo se observou diferenca estatistica entre os

valores obtidos para as cultivares resistente e suscetivel (Figura, 2), o que sugere
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o ndo envolvimento de tal substdncia no mecanismo de defesa de cafeeiros
contra nematoides nas primeiras 96 h apds o contato da planta com o parasita.

A analise de PCA dos espectros de RMN 'H deixou evidente a diferenga
de produgdo metabolita das cultivares estudadas. A excegdo dos resultados
observados para o periodo de 96 h, que apresentam valores préximos para todas
as plantas, todos os outros valores obtidos sdo bem distintos. Além disto, ficou
claro também que o contato com o nematodide acarreta uma grande variacao nos
metabolitos de ambas as cultivares, o que pode ser atribuido, em parte, as
substancias explicitadas na Figura 2.

O aumento da mortalidade dos nematoides expostos aos extratos das
plantas de acordo com o tempo de exposi¢cdo das mesmas aos J2 de M. exigua,
sugere que a infeccdo pelo nematdide provocou acumulo de substincias
nematicidas nas raizes das plantas de cafeeiro (Figura, 4). No entanto, como nao
houve diferenga estatistica entre as plantas resistentes e suscetiveis,
aparentemente o principal mecanismo de agdo da cultivar [APAR-59 contra M.

exigua ndo se baseia na producao de substancias nematicidas.

7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos até o presente momento deixam evidente a
diferenga na produgdo metabdlita de mudas de cafeeiros resistentes e suscetiveis
a nematoides, antes e apos a exposi¢do das mesmas a J2 de M. exigua. Em parte,
estas diferencas se devem a maior produgdo de sacarose, compostos fendlicos,
acido fumaérico e acido quinico, ¢ a menor produgdo de alcaldides, por parte da
cultivar IAPAR-59, nas primeiras 48 h ap6s o contato da planta com o
nematdide. E possivel que tais alteragdes estejam associadas a0 mecanismo de
resisténcia das plantas a nematdides durante a formagdo do sitio de alimentagdo

destes animais. Entretanto, ndo se pode descartar a possibilidade da planta
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produzir substincias que possam agir contra 0 nematdide mesmo apds a
formagdo do seu sitio de alimentacdo. De qualquer forma, novos estudos
deverdo ser realizados para averiguar melhor o mecanismo de defesa da cultivar

IAPAR-59 contra M. exigua.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Atualmente os métodos de controle de nematoides parasitas de plantas
se baseiam no uso de substancias quimicas de altos poder biocida, o que acarreta
a contamina¢do do homem e do meio ambiente com produtos de alta toxicidade.
Neste trabalho, foi possivel selecionar para o desenvolvimento de novos
métodos de controle de nematdides de galhas, as seguintes combinagdes de
substancias organicas volateis: jasmona + jasmonato de metila, (Z)-hex-3-en-1-
ol + (E)-hex-3-en-1-o0l + (Z)-hex-2-en-1-ol + (E)-hex-2-enal, acetato de (E)-hex-
2-enila + acetato de hexila e de meso-butano-2,3-diol + butano-1,2-diol +
butano-1,3-diol + butano-1,4-diol, e acetato de linalila + nerolidol, que
apresentam baixos custos e toxicidades. Estudos futuros ainda precisam ser
realizados para elucidar os mecanismos de agdo destas substancias, avaliar o
efeito individual e optimizar a concentracdo de cada substancia.

Além dos estudos com vistas ao desenvolvimento de produtos a base de
substancias orgénicas volateis, também sdo de grande importancia aqueles que
visam elucidar os mecanismos de resisténcia de plantas aos nematdides de
galhas. Eles podem, por exemplo, contribuir para a obtencao de cultivares que,
a0 mesmo tempo, sejam resistentes a estes patdogenos e apresentem produgdes
agricolas de qualidade e em quantidade equivalente ou superior as das cultivares
suscetiveis. Ademais, o estudo da resisténcia de plantas aos nematoides pode ser
uma etapa para o desenvolvimento de novos nematicidas de origem natural.
Especificamente neste estudo, verificou-se que a resisténcia de plantas de
cafeeiro (cv. IAPAR-59) a Meloidogyne exigua pode estar correlacionada com a
maior produgdo de sacarose, compostos fenodlicos, acido fumarico e acido
quinico ¢ a menor producdo de alcaldides, durante a formagdo do sitio de
alimentacdo destes parasitas. No entanto, hd a possibilidade da planta produzir

substancias que possam agir contra 0 nematdide mesmo ap6s a formagdo do seu
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sitio de alimentacdo. Assim, novos estudos sdo necessarios para averiguar

melhor o0 mecanismo de defesa da cultivar IAPAR-59 contra M. exigua.



	SANTIAGO, D. C. et al. Potential of sucrose and Pennisetum purpureum cv. Cameroon Mulch on the management of Meloidogyne javanica and M. incognita. Brazilian Archives of Biology and Technology, Curitiba, v. 48, n. 6, p. 873-883, Nov. 2005. 
	 
	 
	SANTIAGO, D. C. et al. Potential of sucrose and Pennisetum purpureum cv. Cameroon Mulch on the management of Meloidogyne javanica and M. incognita. Brazilian Archives of Biology and Technology, Curitiba, v. 48, n. 6, p. 873-883, Nov. 2005. 

