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I. Introducao

l. Introducéao

e Plantas parasitas

Segundo Heide-Jorgensen (2008), plantas parasitas sdo aquelas que penetram o
tecido vivo de outra planta, denominada hospedeira, e dela retiram 0s recursos
necessarios para a sua sobrevivéncia, sendo que, durante essa relacdo, a planta
hospedeira pode sofrer um déficit no seu desempenho. Tais recursos sao transferidos da
hospedeira para a parasita através de uma estrutura especializada denominada haustorio
(Press & Graves, 1995).

O haustério € a caracteristica que define as plantas parasitas (Press & Graves,
1995; Watling & Press, 2001; Heide-Jorgensen, 2008). Ele pode ser considerado uma
ponte fisioldégica e morfologica entre as duas plantas (Press & Graves, 1995) e tem como
funcdes a fixacdo e invasdo dos tecidos da planta hospedeira, além do redirecionamento
de recursos para a planta parasita (Kuijt, 1969; Press et al.,1991; Westwood et al., 2010).

Devido as suas caracteristicas, 0 haustorio possibilita um contato intimo entre o
sistema vascular da planta parasita e o da sua hospedeira (Hibberd & Jeschke, 2001),
podendo fazer com que a parasita se conecte ao floema e/ou ao xilema da outra planta
(Irving & Cameron, 2009). Desse modo, além de carboidratos (Birschwilks et al., 2006) e
minerais (Hibberd & Jeschke, 2001), outros compostos podem ser transferidos através
dessa estrutura, tais como, horménios, toxinas (Kuijt, 1969; Press & Graves, 1995),
aminoacidos, acidos organicos (Hibberd & Jeschke, 2001), metabdlitos secundarios (Wink
& Witte, 1993; Rothe et al., 1999), virus (Birschwilks et al., 2006) e, inclusive, material
genético (Gao et al., 2014; Kim et al., 2014).

O local em gque o haustorio se estabelece na hospedeira € uma das formas de
classificacdo das angiospermas parasitas. Outros aspectos que sao levados em conta
para classificar este grupo de plantas sdo o grau de dependéncia em relacdo a
hospedeira e o seu status fotossintético (Heide-Jorgensen, 2008; Kaiser et al., 2015).

No que diz respeito ao local em que o haustorio se estabelece, ele pode se instalar
na raiz da hospedeira e, entdo, tais parasitas sdo chamadas de parasitas de raiz ou ele
pode se instalar na parte aérea e, neste caso, essas plantas sdo denominadas parasitas
de parte aérea ou simplesmente parasitas aéreas (Bungard, 2004; Heide-Jorgensen,
2008; Walters, 2011).

Quanto ao grau de dependéncia em relacdo a hospedeira, as plantas parasitas
podem ser classificadas como obrigatérias ou facultativas. As parasitas facultativas sao

aquelas que conseguem completar o seu ciclo de vida sem uma planta hospedeira,




Moreira, F.A.

entretanto quando tém a oportunidade, parasitam outra planta. As obrigatérias, por sua
vez, ndo sao capazes de completar seu ciclo de vida sem uma hospedeira (Press &
Graves, 1995; Irving & Cameron, 2009).

Com relacao ao status fotossintético, uma planta parasita pode ser classificada em
hemiparasita ou holoparasita. As hemiparasitas sdo capazes de realizar fotossintese, ao
menos durante parte do seu ciclo de vida, porém dependem de sua hospedeira para obter
nutrientes e agua. Ja as holoparasitas ndo produzem quantidades suficientes de
fotossintatos para sobreviver e, dessa forma, retiram de sua hospedeira toda a quantidade
de fotossintatos de que necessitam (Kuijt, 1969). Geralmente, as hemiparasitas se
conectam apenas ao xilema da hospedeira, ao passo que, as holoparasitas podem se
conectar ao xilema e, inclusive, ao floema (LeBlanc et al., 2012).

Na tabela 1 é apresentada, de forma simplificada, a classificacdo de plantas

parasitas segundo Heide-Jorgensen (2008).

Tabela 1 — Classificacdo de plantas parasitas segundo seu grau de dependéncia, status
fotossintético e local em que se inserem na hospedeira (Heide-Jorgensen, 2008).

Grau de dependéncia Status Local parasitado na E
: . . xemplos
da hospedeira fotossintético hospedeira
. Cassytha spp.
Hemiparasita Parte acrea Phoradendron spp.
Obrigatério Raiz Striga spp.
Holoparasita Parte aérea Cuscuta spp.
P Raiz Orobanche spp.
Facultativo Hemiparasita Raiz Rhinanthus spp.

As plantas parasitas compreendem cerca de 1% das angiospermas, 0 que
corresponde a aproximadamente 4.500 espécies. Elas estdo distribuidas em torno de 270
géneros dentro de 20 familias (Press & Phoenix, 2005; Heide-Jorgensen, 2008) e a maior
parte delas, cerca de 4.100 espécies, corresponde a hemiparasitas (Heide-Jorgensen,
2008). Elas podem ser encontradas em diferentes formas de vida, tais como arboreas,
arbustivas e herbaceas (Press & Phoenix, 2005) e sdo amplamente distribuidas nos mais
variados ecossistemas terrestres presentes em todos 0s continentes, com exce¢ao da
Antartida (Heide-Jorgensen, 2008).

De acordo com dados moleculares e morfolégicos sugere-se que o0 habito parasita
nas angiospermas apareceu pelo menos 12 ou 13 vezes de forma independente na
evolucao desse grupo (Barkman et al., 2007; Westwood et al., 2010). A figura 1 apresenta

a filogenia proposta pelo APG (Angiosperm Phylogeny Group) (Chase & Reveal, 2009).
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Nela foram destacadas as ordens e familias que apresentam plantas com o habito
parasita, de acordo com o proposto por Heide-Jorgensen (2008).

Como é possivel observar na figura 1, nem todos os grupos de angiospermas
apresentam representantes parasitas. O habito parasita esta presente em magnoliideas e
em muitos grupos de eudicotiledéneas, enquanto que monocotileddneas e todo o grupo
das campanulideas nunca evoluiram o habito parasita ou ndo retiveram nenhum
representante (Barkman et al., 2007).

No que diz respeito a variedade de hospedeiras, as plantas parasitas podem ser
generalistas ou especialistas. As primeiras se referem aquelas que parasitam uma ampla
variedade de plantas, enquanto que as pertencentes ao segundo grupo parasitam poucas
espécies, em certos casos restringindo-se apenas a uma espécie (Nickrent & Musselman,
2004; Heide-Jorgensen, 2008).

Muitas familias botanicas possuem representantes que servem como espécies
hospedeiras de outros vegetais. Na realidade, a maioria das espermatofitas € passivel de
ser parasitada por outras plantas (Heide-Jorgensen, 2008) e, inclusive, algumas plantas
parasitas podem ser potenciais hospedeiras de outras plantas parasitas (Heide-
Jorgensen, 2008; Mathiasen et al., 2008). Estas ultimas, capazes de parasitar outras
plantas parasitas, podem pertencer a grupos taxondmicos diferentes (parasita e
hospedeira) ou a mesma espécie. No primeiro caso da-se o nome de epiparasitismo,
enquanto que o segundo de autoparasitismo (Heide-Jorgensen, 2008; Calvin & Wilson,
2009).

Independentemente se a hospedeira € ou ndo uma planta parasita ela sera
prejudicada pela infestacao por plantas parasitas e o grau de prejuizos pode variar entre
as duas situacdes (Heide-Jorgensen, 2008).

As parasitas podem prejudicar o desempenho da hospedeira de diferentes formas,
por exemplo, afetando o balanco hidrico e nutricional da hospedeira (Stewart & Press,
1990), aumentando a suscetibilidade ao ataque de patdégenos e insetos, reduzindo
associagdes com fungos formadores de micorrizas (Press & Phoenix, 2005) e afetando as
taxas de crescimento, reproducdo, fotossintese (Watling & Press, 2001) e de
sobrevivéncia da hospedeira, visto que em certos casos de elevada infestacdo a

hospedeira pode ndo sobreviver (Aukema, 2003).
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Figura 1: Filogenia de angiospermas de acordo com APG lll. Familias destacadas em amarelo
apresentam representantes hemiparasitas, as destacadas em verde holoparasitas, enquanto que
as destacadas em verde com bordas vermelhas tém representantes hemiparasitas e holoparasitas
(modificado de Chase & Reveal, 2009).
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Essa reducdo no desempenho da hospedeira pode afetar suas habilidades
competitivas com outras plantas, podendo acarretar em alteragcbes na estrutura das
comunidades (Press & Phoenix, 2005). Contudo, embora haja efeitos negativos na
relacdo de parasitismo entre plantas, aspectos positivos também podem ser destacados
tanto para a hospedeira (Candia et al.,, 2014) quanto para a comunidade (Press &
Phoenix, 2005).

Um exemplo de beneficio proporcionado pelas parasitas é a atragdo de maior
guantidade de agentes dispersores que, inclusive, promove a dispersao das sementes da
hospedeira e favorece o aumento no seu sucesso reprodutivo (Candia et al., 2014). Além
disso, elas propiciam um aumento na quantidade de nutrientes sob formas mais
disponiveis para plantas hospedeiras e ndo hospedeiras (Ndagurwa et al., 2014) e
algumas plantas parasitas podem constituir um recurso alimentar atrativo para insetos
herbivoros, favorecendo o aumento de sua populacdo na comunidade (Press & Phoenix,
2005).

Como citado anteriormente, plantas parasitas podem provocar sérios danos as
suas hospedeiras, inclusive aquelas de interesse econémico (Kaiser et al., 2015). Dos 270
géneros de plantas parasitas existentes aproximadamente 25 sdo importantes por
parasitarem plantas de relevancia econdmica (Sharma & Kapoor, 2014).

Alguns exemplos de géneros com grande impacto econdmico na agricultura séo
Orobanche, Striga (Yoder, 1999; Heide-Jorgensen, 2008) e Cuscuta (Lanini & Kogan,
2005). Além destes géneros, outros também podem causar sérios prejuizos econémicos,
dentre eles aqueles pertencentes ao grupo denominado visco. Os representantes desses
principais géneros de plantas parasitas podem parasitar membros pertencentes a
diferentes familias de importancia agronédmica, tais como, girassol (Asteraceae), tomate e
batata (Solanaceae), arroz, milho e sorgo (Poaceae), café (Rubiaceae) e espécies de
Citrus (Rutaceae) (Sauerborn et al., 2007).

Os viscos constituem um grupo polifilético de parasitas aéreas obrigatorias
pertencentes a Santalales (Mathiasen et al., 2008; Nickrent, 2011). Alguns exemplos de
géneros de visco de importancia econémica sao Arceuthobium, Viscum, Phoradendron
(Sauerborn et al., 2007) e Tapinanthus (Zaroug et al., 2014). Dentre as hospedeiras de
interesse econdmico que sofrem devido a presenca deste grupo de plantas pode-se citar
espécies de Citrus, cacau (Sauerborn et al., 2007; Mathiasen et al., 2008), outras arvores
frutiferas e arvores fornecedoras de madeira (Mathiasen et al., 2008).

Visto que plantas parasitas podem afetar significativamente a producéo agricola,
estudos visando essa interacao tém despertado interesses (Rispail et al., 2007). Deste
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modo pesquisas sobre 0s mecanismos de defesa que atuam nessa relacdo de
parasitismo tém sido realizadas com o objetivo de desenvolver estratégias de controle,
principalmente para parasitas de espécies agronomicamente importantes (Lozano-Baena
et al., 2007).

e Mecanismos de defesa da planta hospedeira frente a parasita

Apesar de certas plantas parasitas constituirem importante impacto econémico de
ambito mundial, ainda ha poucos estudos referentes as respostas de defesa das plantas
hospedeiras, principalmente quando se compara com o0 conhecimento atual sobre os
mecanismos de defesa contra o ataque de herbivoros e patégenos (Smith et al., 2009;
Runyon et al., 2010b).

Essa escassez de informacao pode ser justificada devido a complexidade existente
nessa relacéo de parasitismo, visto que ela envolve organismos pertencentes ao mesmo
grupo, isto é, duas plantas, acarretando em um compartihamento de aspectos
bioguimicos, fisiolégicos e morfolégicos (Lozano-Baena et al., 2007).

Os mecanismos de defesa vegetal frente ao parasitismo por plantas sédo divididos
em mecanismos de pré-ligacao, pré-haustorial e pés-haustorial (Walters, 2011).

Os mecanismos de defesa pré-ligacdo sdo aqueles que atuam antes da planta
parasita formar o haustério. Os mecanismos pré-haustoriais operam interrompendo o
progresso de penetracédo da parasita, impedindo-a de se conectar ao sistema vascular da
hospedeira. Os mecanismos pds-haustoriais, por sua vez, sdo aqueles que agirdo apos o
estabelecimento da parasita com o sistema vascular de sua hospedeira (Walters, 2011).

Trabalhos que avaliam como plantas se defendem ao ataque provocado por
plantas parasitas tém verificado que o modo como elas respondem e 0s mecanismos de
defesa utilizados pelas hospedeiras nesta relacdo se assemelham aqueles utilizados na
defesa contra outros grupos de organismos que também obtém os nutrientes necessarios
para sua sobrevivéncia a partir de plantas (Smith et al., 2009; Runyon et al., 2010a).

Durante o ataque por patdgenos, por exemplo, lignificacdo, producdo de
fitoalexinas e resposta de hipersensibilidade sdo algumas das respostas empregadas
pelas plantas para interromper a infeccdo por patdégenos (Walters, 2011), tais
mecanismos também foram observados como respostas de plantas frente a infestacéo
por plantas parasitas (Bringmann et al., 1999; Mohamed et al., 2003; Runyon et al.,
2010b). Outro exemplo é a maior producéo e liberagdo de compostos volateis por plantas
parasitadas (Runyon et al., 2008), mecanismo de defesa comum em respostas de plantas

contra o ataque por herbivoros (Taiz & Zeiger, 2009; Pinto-Zevallos et al., 2013).
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Vale ressaltar que a defesa de plantas contra plantas parasitas, assim como a
qualquer outro fator de estresse, ndo envolve apenas uma resposta, mas sim uma
combinacéo de alteracdes que compordo o mecanismo de defesa (Lozano-Baena et al.,
2007).

Outras respostas de defesa ja relatadas para a relacdo de parasitismo entre
plantas sdo a reducao na producdo de estimulantes de germinacao (Jamil et al., 2011),
deposicdo de calose, suberizacdo (Echevarria-Zomefio et al.,, 2006) e producdo de
metabdlitos secundérios, especialmente substancias fendlicas (Hariri et al., 1991;
Goldwasser et al.,, 1999; Echevarria-Zomefio et al., 2006; Lozano-Baena et al., 2007).
Segundo Goldwasser et al. (2000), metabdlitos secundarios sdo um dos mecanismos de
defesa utilizados por plantas resistentes ao ataque por plantas parasitas. Alguns autores
sugerem que o mecanismo de acdo que envolve aumento de conteldo de substancias
fendlicas seja pelo desenvolvimento de um ambiente toxico que poderia provocar o

envenenamento da planta parasita (Echevarria-Zomefio et al., 2006; Walters, 2011).
e Metabolismo: fonte de substancias usadas na defesa vegetal

O metabolismo pode ser dividido em metabolismo priméario e secundario (Dewick,
2009; Watson, 2014). O metabolismo primario € responsavel pela sintese de algumas
classes importantes de moléculas, tais como, carboidratos, lipideos, proteinas e acidos
nucleicos. Embora haja pequenas diferencas, as vias responsaveis pela sintese destes
metabdlitos primarios sdo as mesmas para todos 0s grupos de organismos vivos, assim
como seus produtos finais (Dewick, 2009).

Os carboidratos sédo importantes por sua funcéo estrutural e por constituirem a
principal fonte energética dos organismos vivos através de sua oxidacdo. As proteinas
apresentam uma variedade de funcbes, tais como, estrutural, enzimatica, defesa,
transporte e energética (Nelson & Cox, 2011). No que diz respeito a sua funcao de
defesa, pode-se citar uma classe especial de proteinas, as proteinas relacionadas a
patogénese (PRP), que sdo produzidas pelas plantas em resposta a estresses bidticos
provocados por diferentes grupos de organismos vivos (Walters, 2011), inclusive plantas
parasitas (Castillejo et al., 2004; Zélicourt et al., 2007).

Os acidos nucleicos, por sua vez, sdo responsaveis por armazenar e transmitir
informacdes genéticas, enquanto que os lipideos apresentam funcdo estrutural,
energética, de sinalizacdo (Nelson & Cox, 2011) e também estéo relacionados a defesa
vegetal, visto que o &cido linolénico esta envolvido na sintese de acido jasmonico que,

dentre outras funcdes, € responsavel por um sistema de sinalizacdo de defesa (Taiz &
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Zeiger, 2009). A sintese de metabdlitos secundarios € um exemplo de mecanismo de
defesa que € induzido pelo acido jasmonico (Dewick, 2009; Smith et al., 2009; De Geyter
et al., 2012).

O metabolismo secundario, contudo, é responsavel pela sintese de um conjunto de
substancias que nao esta diretamente relacionado a geracao de energia e constituicdo de
protoplasto, mas que auxilia na sobrevivéncia e percepcdo do ambiente externo pela
planta (Simbes et al., 2010; Watson, 2014). Enquanto os metabdlitos primarios estao
presentes em todos o0s vegetais, e por isso sdo considerados de distribuicdo universal, os
metabdlitos secundarios podem ndo apresentar o mesmo padrdo de distribuicdo nas
plantas, e determinados metabdlitos secundarios estdo restritos apenas a determinados
grupos taxondémicos (Buchanan et al., 2000; Taiz & Zeiger, 2009; Evert & Eichhorn, 2014).

Esses metabdlitos sdo responsaveis por importantes funcdes ecoldgicas (Taiz &
Zeiger, 2009; Watson, 2014) e podem ser vistos como estratégias quimicas dos vegetais,
pois é através deles que esses organismos interagem com o ambiente ao seu redor
(Harborne, 2003).

Os metabdlitos secundarios podem ser classificados em trés grandes grupos. Tal
categorizacdo se da por suas semelhancas estruturais e propriedades quimicas e nao
necessariamente por compartiiharem a mesma via de biossintese. Estes grupos sao
terpenos, substancias nitrogenadas e substancias fendlicas. Essas substancias podem
ser sintetizadas a partir de quatro vias de biossintese (Figura 2): via do metileritritol fosfato
(MEP), via do acido mevaldnico (MEV), via do acido chiquimico e via do acido malbnico
(Dewick, 2009; Taiz & Zeiger, 2009). Essas vias metabdlicas tém como precursores
compostos provenientes do metabolismo vegetal primario (Dewick, 2009) e as
interligacBes entre o metabolismo primario e o secundario podem ser observadas na
figura 2.

Os acidos graxos, embora ndo sejam considerados metabdlitos secundarios, sédo
sintetizados a partir da via do acetato malonato (Dewick, 2009). Quimicamente, essas
moléculas sao acidos carboxilicos ligados a uma cadeia carbdnica que pode ser saturada
(quando apresenta apenas ligacdes simples entre os atomos de carbono) ou insaturada
(quando apresentam ligacdes duplas entre os atomos de carbono) (Kachroo & Kachroo,
2009). Nos vegetais eles séo sintetizados nos plastidios (Kachroo & Kachroo, 2009; Taiz
& Zeiger, 2009) e nesses organismos a cadeia carbdnica geralmente € linear e constituida
por um numero par de carbonos, sendo que os acidos graxos mais comuns sdo aqueles
contendo 16 ou 18 atomos de carbono. A composicdo dos acidos graxos presente nos

lipideos vegetais pode variar entre as espécies (Taiz & Zeiger, 2009).
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No que diz respeito a biossintese de metabdlitos secundarios, os terpenos sao
sintetizados a partir de duas vias metabdlicas: a via do acido mevalénico e a via do
metileritritol fosfato (Dewick, 2009; Taiz & Zeiger, 2009; Walters, 2011). Quanto as
substancias nitrogenadas, a maioria é sintetizada a partir de aminoacidos aromaticos, tais
como, tirosina, fenilalanina e triptofano (sintetizados a partir da via do acido chiquimico),
ou a partir de aminoacidos alifaticos, dentre eles, ornitina e lisina (Dewick, 2009). Nesse
grupo estdo incluidos os metabdlitos secundarios com nitrogénio em sua estrutura
guimica, tais como, glicosideos cianogénicos, glucosinolatos e alcaloides (Taiz & Zeiger,
2009; Walters, 2011).

As substancias fendlicas, por sua vez, sdo assim classificadas por possuirem em
comum pelo menos um grupo hidroxilico ligado a um anel benzénico (Watson, 2014).
Esse grupo de metabdlitos secundarios é quimicamente muito diverso e sua biossintese
se da pela acdo de duas vias metabdlicas, a via do acido chiquimico e a via do acetato-
malonato (Dewick, 2009).

Essas substancias exercem vérias funcbes nas plantas, dentre elas, atracdo de
animais polinizadores e dispersores, suporte mecanico, sinalizacdo entre plantas e
bactérias simbidticas e protecdo contra varios fatores bidticos e abidticos (Taiz & Zeiger,
2009). Algumas das principais classes de substancias fendlicas sdo os fenilpropanoides,
flavonoides, taninos e ligninas (Simdes et al., 2010) que aparecem em destaque na figura
3.

Os fenilpropanoides sdo caracterizados por apresentarem a estrutura geral Cs-Cg
como esqueleto basico (Simodes et al., 2010). A partir deles sdo formadas outras classes
importantes de substancias fendlicas de organizacdo estrutural mais complexa, tais como,
ligninas, lignanas, estilbenos, flavonoides e proantocianidinas (Taiz & Zeiger, 2009).
Defesa contra microrganismos patogénicos e insetos, atracdo de polinizadores, inducdo
de simbioses de raizes de plantas com bactérias fixadoras de nitrogénio (Ferrer et al.,
2008) e acéo alelopatica sao algumas das funcdes atribuidas a essa classe de fendlicos
(Taiz & Zeiger, 2009).

A maior classe de fendlicos é a constituida pelos flavonoides (Taiz & Zeiger, 2009;
Watson, 2014) que apresenta mais de 9.000 estruturas descritas na literatura (Ferrer et
al., 2008).
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Os flavonoides sao constituidos por 15 atomos de carbono organizados em dois
anéis aromaticos, cada um contendo 6 carbonos, interligados a um anel heterociclico
composto por trés a&tomos de carbono. Essa organizacao estrutural dos flavonoides pode
ser representada de forma genérica por Cs-C3-Ce (Vermerris & Nicholson, 2006; Wang et
al., 2011) e os diferentes grupos de flavonoides variam conforme o grau de oxidacéo do
anel heterociclico, ou seja, do anel central (Wang et al., 2011). Os principais grupos de
flavonoides sdo as chalconas, flavanonas, flavonas, isoflavonas, di-hidroflavondis,
antocianidinas, flavondis e flavanas (Treutter, 2006; Dewick, 2009), representados na
figura 3.

Nas plantas, essas substancias sdo responsaveis pela protecdo contra radiacao
ultravioleta, defesa contra microrganismos patogénicos, apresentam acéo antioxidante
(Treutter, 2006; Simdes et al., 2010), auxiliam no estabelecimento de simbiontes
(bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos micorrizicos arbusculares) (Treutter, 2006) e
estdo envolvidos na atragdo de animais polinizadores e dispersores por proporcionarem a
grande variacdo de cores encontrada nos diferentes 6rgdos vegetais (Buchanan et al.,
2000).

Além das funcbes descritas acima, também apresentam efeito alelopatico podendo
desempenhar uma possivel funcao no controle de plantas parasitas (Hassan & Mathesius,
2012), como verificado no trabalho realizado por Hooper et al. (2010) em que flavonoides
presentes no exsudato das raizes da leguminosa Desmodium uncinatum inibiram o
crescimento da radicula de plantas parasitas pertencentes ao género Striga.

Taninos, outra classe de substancias fendlicas, sdo historicamente conhecidos por
serem utilizados para converter pele de animais em couro. Frequentemente sdo divididos
em taninos condensados (ou proantocianidinas) e em taninos hidrolisaveis (Taiz & Zeiger,
2009; Simdes et al., 2010), embora alguns autores consideram mais alguns grupos de
taninos (Khanbabaee & van Ree, 2001). O primeiro grupo é formado pela polimerizacdo
de flavonoides, enquanto que o segundo pela polimerizacdo de acidos benzoicos com
acucares (Taiz & Zeiger, 2009). Essa classe de metabdlitos também esta envolvida na
defesa quimica dos vegetais (Taiz & Zeiger, 2009) e 0 aumento na producdo de tais
fendlicos geralmente é reportado como um mecanismo de protecéo frente a herbivoria e
infeccbes (Khanbabaee & van Ree, 2001).

As ligninas, por sua vez, sdo 0 segundo composto organico presente em maior
guantidade nos vegetais, atras apenas da celulose, sendo assim, pode-se dizer que elas
sdo as substancias fenodlicas mais abundantes nos vegetais. Elas s&o polimeros

constituidos a partir dos alcoois p-cumarilico, coniferilico e sinapilico (fenilpropanoides) e
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estdo presentes nas paredes celulares de tecidos vasculares e de sustentacdo (Taiz &
Zeiger, 2009).

Essa classe de fendlicos exerce importantes funcdes, tais como, sustentacdo
mecanica, resisténcia a compressdo, auxilia no transporte ascendente da agua ao
impermeabilizar as paredes celulares (Evert & Eichhorn, 2014) e defesa (Bhuiyan et al.,
2009) contra o ataque de varios organismos vivos (Walters, 2011). Quando esses ataques
acontecem, a planta pode iniciar um processo de lignificacdo, aumentando a resisténcia
de suas paredes celulares (Taiz & Zeiger, 2009; Evert & Eichhorn, 2014) como ja foi
reportado para casos de infestacdo por plantas parasitas (Walters, 2011).

Diferentes classes de substancias fendlicas estdo envolvidas na defesa vegetal e
sabe-se que tais metabdlitos sdo afetados quando as plantas sdo sujeitas a diferentes

tipos de estresses bibticos e abiodticos (Watson, 2014).

e Modelo Vegetal

7

Phoradendron € um género de plantas parasitas aéreas, dentro do grupo dos
viscos e com importancia econdémica, visto que ha relatos na literatura de grandes perdas
econdmicas em decorréncia de parasitismo por varias espécies de Phoradendron. Alguns
exemplos de hospedeiras de valor econdmico afetadas por este género sdo o café, cacau,
espécies de Citrus, abacateiro, carvalho, dentre outras (Mathiasen et al., 2008).

O género apresenta aproximadamente 230 espécies (Kuijt, 2003), destas 64
podem ser encontradas no territorio brasileiro (Arruda et al., 2012) nos diferentes tipos de
ecossistemas. E um dos géneros conhecidos popularmente como ervas-de-passarinho,
com distribuicdo restrita ao continente americano (Souza & Lorenzi, 2008; Heide-
Jorgensen, 2008).

As espécies deste género apresentam apenas haustério primario de formato
cbnico, formando a chamada galha, uma caracteristica que ndo € exclusiva deste género
(Kuijt, 1969). No que diz respeito a sua especificidade de hospedeiras, varias especies
sao generalistas (Rigon, 2011), embora haja algumas poucas especialistas (Overton,
1997), e ainda é possivel encontrar espécies que sao epiparasitas (Heide-Jorgensen,
2008) ou autoparasitas (Ehleringer & Schulze et al., 1985).

Ha discussdes a respeito do posicionamento filogenético do género. De acordo
com APG Il (2009), o género esta inserido em Santalaceae, entretanto Nickrent (2011)
propde um reposicionamento em Viscaceae. Neste estudo adotamos a classificacao
proposta pelo APG 11l (2009).
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A espécie Phoradendron crassifolium € uma hemiparasita aérea obrigatéria (Figura
4) que pode ser encontrada em diferentes paises da América Central e América do Sul.
Das espécies pertencentes ao género, ela € uma das mais comuns, principalmente no
Brasil (Kuijt, 2003). No Brasil, a espécie esta presente em todas as regides (Forzza et al.,

2010) e apresenta uma ampla variedade de hospedeiras (Rigon, 2011).

Figura 4. A- Vista geral de Tapirira guianensis parasitada por Phoradendron crassifolium (de
coloracdo alaranjada) préximo a um corrego em uma area particular no municipio de Campanha,
MG. B- Detalhe de um ramo infestado de T. guianensis parasitada por P. crassifolium.

De acordo com Teixeira-Costa (2015), em levantamento realizado no herbario SPF
(Universidade de Sé&o Paulo), verificou-se que P. crassifolium foi encontrada parasitando
espécies de hospedeiras pertencentes a 13 familias distintas. Em um estudo realizado por
Littge et al. (1998), a espécie foi encontrada parasitando llex cf. affinis (Aquifoliaceae),
Miconia chamissois (Melastomataceae) e Tapirira guianensis (Anacardiaceae). Em outro
trabalho realizado em um remanescente de Mata Atlantica localizado na regido sudeste
do Brasil, P. crassifolium foi encontrada parasitando espécies pertencentes a seis familias
diferentes, sé@o elas: Anacardiaceae (Lithrea molleoides e T. guianensis), Euphorbiaceae
(Sebastiana commersoniana), Lauraceae (Ocotea velloziana), Peraceae (Pera glabrata),
Sapotaceae (Chrysophyllum marginatum) e Siparunaceae (Siparuna guianensis) (Messias
et al., 2014).

O género Tapirira (Anacardiaceae) apresenta em torno de 15 espécies que podem
ser encontradas na América do Sul e no México (David et al., 1998). Algumas espécies
pertencentes a este género, ja foram relatadas como hospedeiras de espécies de
Phoradendron, dentre elas, T. obtusa (Arruda et al., 2013) e T. guianensis (Messias et al.,
2014).
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Tapirira guianensis, conhecida popularmente como pau-pombo ou peito-de-pombo,
€ uma espécie arbérea (Figura 4A), nativa, presente em muitas formacdes florestais
brasileiras, principalmente as de terreno imido (Souza & Lorenzi, 2008).

Essa espécie é usada na medicina popular para o tratamento de infeccdes
cutaneas e foi verificado que seus extratos apresentam atividade antibacteriana,
antileishmania, antimalarica (Roumy et al., 2009) e citotoxica (David et al., 1998). Além de
sua importancia como planta medicinal, T. guianensis também é empregada para
confeccao de artesanatos (Costa et al., 2006), em reflorestamento (Lorenzi, 2014) e como
espécie madeireira (Alvino et al., 2005; Cunha & Albuquerque, 2006), demonstrando que
tal espécie apresenta valor ambiental e comercial.

No que diz respeito a relacdo de P. crassifolium parasitando T. guianensis, estudos
realizados por Teixeira-Costa & Ceccantini (2015) indicaram que ha um aumento de
vasos embolisados, ou seja, ndo funcionais, em galhos de T. guianensis parasitada,
demonstrando que essa espécie sofre modificagbes anatdbmicas no lenho quando
parasitada por P. crassifolium, mas pouco € conhecido sobre a interferéncia do

parasitismo por P. crassifolium no metabolismo de T. guianensis.
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[I. Justificativa e Hipoteses

Estudos que levam em consideracdo o papel de metabdlitos secundarios na
interacdo entre plantas e herbivoros e/ou patdgenos séo frequentemente encontrados na
literatura (Lattanzio et al., 2006; Mithtfer & Boland, 2012; War et al., 2012), principalmente
devido a importancia econdmica que o ataque provocado por estes organismos
representa a plantacbes de espécies cultivadas (Pimentel et al.,, 2005; Oerke, 2006).
Outro fator importante evidenciado por esses estudos é o potencial dessas substancias
como defensivos agricolas de origem natural (Daferera et al., 2003; Batish et al., 2008).
No entanto, trabalhos relatando a relacdo de metabdlitos secundarios em interacdes de
parasitismo entre plantas sdo mais escassos.

Dessa maneira, estudos que investiguem como a quantidade de metabdlitos
secundarios € afetada quando uma planta € parasitada por outra pode contribuir para o
entendimento de como esses compostos atuam, especificamente na interacdo planta-
planta parasita.

Mediante o fato de que os metabdlitos secundéarios atuam como defesas quimicas
vegetais frente a fatores bioticos e abidticos e que eles sdo afetados em situacdes de
estresse, este estudo partiu do pressuposto de que o parasitismo de uma espécie vegetal
€ uma condicdo de estresse para a planta hospedeira e deve modificar o perfil quimico
das espécies envolvidas. Portanto, este trabalho baseou-se na premissa de que na
relacdo T. guianensis vs. P. crassifolium ocorrerd um aumento na quantidade de
substancias fendlicas como resposta de defesa a instalacdo da parasita. Por outro lado,
se a parasita se beneficia com fotossintatos provenientes da hospedeira, metabdlitos
primarios geradores de energia, como acucares e lipideos, por exemplo, também seriam
afetados com a infestacdo da hospedeira e eles se encontrariam em menores propor¢cées

nos tecidos adjacentes a galha.
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[ll. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo investigar como as quantidades de
algumas classes de metabdlitos primarios e secundérios em T. guianensis sdo alteradas
guando a espécie é parasitada por P. crassifolium. Mais especificamente, este trabalho
teve por objetivos:

» Determinar os conteudos de taninos, flavonoides e fenilpropanoides em P.
crassifolium e em folhas e ramos de T. guianensis quando parasitada e né&o
parasitada;

» Determinar a relagdo carbono:nitrogénio em P. crassifolium e em folhas e ramos de
T. guianensis quando parasitada e ndo parasitada,

» Determinar os teores de carboidratos sollveis, amido e lipideos em P. crassifolium e
em folhas e ramos de T. guianensis quando parasitada e ndo parasitada;

» Avaliar, de forma integrativa, como a relacdo parasitica afeta o metabolismo das

espécies envolvidas.
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V. Material e Métodos

e Coleta do material vegetal

Este estudo foi realizado em colaboracdo com o Laboratorio de Anatomia Vegetal
do Instituto de Biociéncias da USP, na pessoa do Prof. Gregério Ceccantini e da Ms.
Luiza Teixeira-Costa. O material vegetal foi coletado nos dias 13 e 14 de janeiro de 2014
em uma populacdo situada no municipio de Campanha, Minas Gerais (latitude 21° 49’
20,06” sul e longitude 45° 25 03,1” oeste), contendo individuos de T. guianensis néo
parasitada e individuos parasitados por P. crassifolium. A populacdo foi previamente
marcada e identificada pelo Laboratério de Anatomia Vegetal e voucher do material
vegetal da interacdo em estudo (GC3501) foi depositado no Herbéario do Instituto de
Biociéncias da USP (Herbéario SPF).

A partir de nove individuos de T. guianensis parasitada por P. crassifolium foram
obtidos oito grupos, esquematizados na figura 5. Dos ramos infestados de T. guianensis
(Figura 6A) foram coletadas as folhas (FRI) e os ramos (RI) da hospedeira, além de folhas
(FP) e ramos (RP) da parasita, que estdo em destaque na figura 5. Os ramos infestados
da hospedeira (RI) foram divididos em trés por¢des: regiao proximal (RPRI), regido distal
(RDRI) e galha (RGRI) (Figura 6B). Desses mesmos individuos de T. guianensis
parasitada ainda foram obtidos mais dois grupos, um que corresponde aos ramos nao
infestados (RNI) e o outro as suas respectivas folhas (FRNI).

Além destes oito grupos, foram coletados outros dois grupos provenientes de seis
individuos de T. guianensis ndo parasitada, totalizando dez grupos. Destes individuos
foram coletados os ramos (RT) e as suas respectivas folhas (FT).

Apoés a separacdo do material vegetal para a obtencdo de todos os grupos, todas
as partes vegetais foram congeladas, liofilizadas, pulverizadas em moinho de bola e
mantidas em frascos plasticos opacos a temperatura ambiente até o momento das

analises.
e Preparo dos extratos

Exatamente cerca de 100 mg do material vegetal pulverizado de todas as amostras
foram extraidos com 15 mL de metanol (MeOH) 80% a 70° C, em banho seco, durante
uma hora com agitacdo regular. O sobrenadante foi filtrado, transferido para balédo
volumétrico e o volume completado para 25 mL com MeOH 80%, atingindo-se a
concentracéo final de 4 mg mL™. A partir desses extratos foram realizadas as analises de

quantificacdo de substancias fendlicas em espectrofotdbmetro UV-visivel para microplaca e
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em cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo de arranjo de diodos (CLAE-

DAD) descritas a seguir.

Detalhe do Ramo Infestado (RI)

Figura 5. Desenho esqueméatico dos grupos obtidos a partir da coleta de individuos de T.
guianensis parasitada por P. crassifolium. 1- RP, ramo da parasita; 2- FP, folhas da parasita; 3-
RPRI, regido proximal do ramo infestado; 4- RGRI, regido da galha do ramo infestado; 5- RDRI,
regido distal do ramo infestado; 6- FRI, folhas do ramo infestado; 7- FRNI, folhas do ramo néo
infestado; e 8- RNI, ramo nao infestado.
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Figura 6: Tapirira guianensis. A- Ramo infestado de T. guianensis; B- Detalhe do ramo infestado de T. guianensis mostrando as regides proximal,
galha e distal; e C- Seccéo longitudinal da regido da galha. RPRI, regido proximal do ramo infestado; RGRI, regido da galha do ramo infestado;

RDRI, regido distal do ramo infestado; P, tecido da planta parasita; e H, tecido da planta hospedeira.
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e Analise quantitativa de substancias fendlicas totais

O conteudo de substancias fendlicas totais presente nas amostras foi determinado
pelo método Folin-Ciocalteu modificado por Santos (2014). Em uma microplaca de 96
pocos foram transferidos 190 uL de agua ultrapura, 10 yL do reagente Folin-Ciocalteu, 50
uL dos extratos previamente diluidos (500 pg mL™) e 50 L de carbonato de sédio 10%.
Como branco foram utilizados 50 yL de metanol 80% seguindo a mesma reacéo. O
material foi homogeneizado e incubado durante 30 minutos a 40° C, com agitacdo (120
rpm). Apoés o periodo de incubagéo a absorbancia foi determinada em 760 nm usando um
espectrofotometro para microplaca. Todas as amostras, assim como 0s controles positivo
e negativo, foram realizadas em triplicata.

Os resultados foram comparados com a curva padréo de acido galico (5,0 ug mL™

a 80,0 ug mL™) e expressos em porcentagem.
¢ Anadlise quantitativa de flavonas e flavonéis

O teor de flavonas e flavondis presente nas amostras foi determinado utilizando o
método do cloreto de aluminio, modificado de Santos & Furlan (2013). Em uma
microplaca de 96 pogos foram transferidos 100 uyL das amostras (os extratos de folhas
foram diluidos até atingir a concentragdo de 500 pg mL™ e os de ramos ndo foram
diluidos) e 100 pL de cloreto de aluminio 5%. Como branco foram utilizados 100 uL de
metanol 80% seguindo a mesma reacdo. O material foi homogeneizado e a absorbancia
foi determinada em 405 nm usando um espectrofotbmetro para microplaca. Todas as
amostras, assim como 0s controles positivo e negativo, foram realizadas em triplicata. Os
resultados foram comparados com a curva padrdo de quercetina (3,6 ug mL™ a 84,0 ug

mL™) e expressos em porcentagem.
e Anadlise quantitativa de flavonoides e fenilpropanoides por CLAE-DAD

Flavonoides e fenilpropanoides presentes nos extratos foram quantificados
segundo Rezende (2013), com modificagbes. Para tanto, uma aliquota de 3 yL de cada
amostra (4 mg mL™) foi submetida & cromatografia liquida de alta eficiéncia (LC1260 —
Agilent Technologies) com deteccdo de arranjo de diodos (CLAE-DAD). Foi utilizada a
coluna Zorbax Eclipse Plus C-18 (4,6 x 150 mm, 3,5 um - Agilent) e fase mével composta
por acido acético 0,1% (A) e acetonitrila (B). O gradiente de solventes utilizado durante as
analises comecou com 15% de B em A (0-20 minutos), aumentou de 15 para 100% de B
em A (20-25 minutos), manteve-se isocratico durante 5 minutos, reduziu de 100 para 15%

de B em A (30-32 minutos) e permaneceu isocratico por 3 minutos. O fluxo iniciou em 1,5
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mL min™? (0-25,1 minutos), diminuiu para 1,0 mL min™ (25,2-26,9 minutos) e, por fim,
retornou para 1,5 mL min™ (27-35 minutos). Os fenilpropanoides foram monitorados em
280 nm, enquanto que os flavonoides em 352 nm.

A quantificacdo de flavonoides e fenilpropanoides foi realizada utilizando curvas
padrdes de quercetina (3,0 ug mL™ a 120 ug mL™) e &cido p-cumarico (1,5 yg mL™ a 120
ug mL™), respectivamente, analisados por CLAE-DAD nas mesmas condicfes descritas
acima e os resultados foram expressos em porcentagem. A identificagéo dos constituintes
foi determinada mediante comparacdo dos tempos de retencdo (Tr) e dos espectros de
UV dos constituintes presentes nas amostras com os padrdes analisados sob as mesmas

condicdes de analise descritas acima.
¢ Anadlise quantitativa de taninos totais

O teor de taninos totais das amostras foi determinado através do meétodo de
precipitacdo da albumina de soro bovino (BSA) modificado de Waterman & Mole (1994).
Em microtubos de 0,5 mL foram transferidos 175 uL de solucdo BSA (albumina de soro
bovino 1 mg mL™, em tamp&o acetato 0,2 M, pH 5,0) e 50 uL das amostras (4 mg mL™).
Como branco foram utilizados 50 pyL de metanol 80% seguindo a mesma reagédo. O
material foi homogeneizado e permaneceu em repouso por 10 minutos. Apds esse
periodo, centrifugou-se a 10.000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante foi descartado
e ao precipitado foram adicionados 200 uL do reagente SDS (dodecilsulfato de sodio) 1%.
O material foi homogeneizado até a completa solubilizacdo do precipitado e, entdo, foram
acrescentados 75 pL do reagente cloreto férrico 0,01 M e ele foi novamente
homogeneizado. O material foi transferido para microplacas de 96 pocos e incubado
durante 15 minutos em temperatura ambiente. Ap6s o periodo de incubacdo a
absorbancia foi determinada em 520 nm usando um espectrofotdmetro para microplaca.
Todas as amostras, assim como 0s controles positivo e negativo, foram realizadas em
triplicata. Os resultados foram comparados com a curva padréo de acido tanico (0,2 a 1,6

mg mL™) e expressos em porcentagem.
e Analise quantitativa de proantocianidinas (taninos condensados)

A quantidade de proantocianidinas das amostras foi determinada através do
método do butanol &cido, adaptado de Waterman & Mole (1994). Em microtubos de 0,5
mL foram transferidos 200 pL do reagente butanol/acido cloridrico (HCI) e 40 pL das
amostras (4 mg mL™). Como branco foram utilizados 40 uL de metanol 80% seguindo a
mesma reacdo. O material foi homogeneizado e incubado a 95° C durante 30 minutos.

Apés o periodo de incubagdo, o material foi transferido para microplacas de 96 pocos e a

25



Moreira, F.A.

absorbancia das amostras, em temperatura ambiente, foi determinada em 550 nm usando
um espectrofotdmetro para microplaca. Todas as amostras, assim como 0s controles
positivo e negativo, foram realizadas em duplicata e para cada amostra e controles foi
realizado um branco usando o reagente butanol branco (sem acido cloridrico). Os
resultados foram comparados com a curva padréo de tanino de quebracho (0,6 a 2,4 mg

mL™) e expressos em porcentagem.
e Analise quantitativa de carboidratos soluveis

A quantidade de carboidratos solluveis presente nas amostras foi determinada
através do método de fenol-acido sulfurico modificado de Masuko et al. (2005). Foram
pesados cerca de 10 mg do material vegetal, previamente seco e triturado, em microtubos
de 2 mL. Esse material foi extraido com 1,5 mL de etanol 80% em banho-maria a 80° C
durante 20 minutos e posteriormente centrifugado a 10.000 rpm por 5 minutos. O
sobrenadante foi recolhido e transferido para tubos de speed vac. Esse procedimento foi
realizado sete vezes com o objetivo de extrair a maior quantidade possivel de
carboidratos sollveis presente nas amostras.

Os microtubos contendo o precipitado foram secos em estufa a 40° C por 24 horas
para posterior andlise de amido, enquanto que os sobrenadantes recolhidos foram secos
em speed vac. Este ultimo material foi solubilizado em 1 mL de agua ultrapura e
transferido para um microtubo de 2 mL ao qual foram adicionados 0,5 mL de cloroférmio
para a remocao dos pigmentos lipossoluveis. O material foi centrifugado a 10.000 rpm por
2 minutos e 0,7 mL da fase superior foi recolhida e transferida para outro microtubo.

Em uma microplaca de 96 pogos foram transferidos 30 pL dessa fase superior, 150
uL de &cido sulfurico (H,SO,4) concentrado e 30 uL de fenol 5%. Como branco foram
utilizados 30 pL de agua ultrapura seguindo a mesma reacdao. O material foi
homogeneizado e incubado durante 5 minutos a 75° C e posteriormente resfriado em
banho de gelo por mais 5 minutos. A absorbancia foi determinada em 490 nm usando um
espectrofotdbmetro para microplaca. Todas as amostras, assim como 0s controles positivo
e negativo, foram realizadas em triplicata. Os resultados foram comparados com a curva

padrdo de glicose (100 ug mL™ a 1000 pg mL™) e expressos em porcentagem.
e Andlise quantitativa de amido

O amido presente nas amostras foi quantificado através do método enzimatico
segundo Amaral et al. (2007), com modificacdes. O precipitado resultante da extracao de
carboidratos solUveis foi utilizado para essa quantificacdo. A esse precipitado foram

adicionados 500 pL de a-amilase (120 U mL™) termoestavel de Bacillus licheniformis,
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previamente diluida em tampdo MOPS 10 mM pH 6,5, e entdo foi incubado a 75° C em
banho-maria por 30 minutos. Esse procedimento foi realizado mais uma vez, totalizando 1
mL de extrato.

Apoés o segundo periodo de incubacgédo, as amostras foram resfriadas até atingir 50°
C e a elas foram adicionados 500 pL de amiloglucosidase (30 U mL™) de Aspergillus niger
diluida em tamp&o acetato de sodio 100 mM pH 4,5. Esse material foi incubado a 50° C
em banho-maria por 30 minutos e 0 mesmo procedimento foi repetido uma segunda vez,
totalizando 2 mL de extrato. Apds a segunda incubacdo a 50° C, os extratos foram
colocados em agua fervente por 10 minutos e imediatamente resfriados. Em seguida,
foram centrifugados a 11.000 rpm durante 2 minutos.

Em uma microplaca de 96 pocgos foram transferidos 50 uL dos extratos e 250 yL do
reagente glicose PAP (Labtest). Como branco foram utilizados 50 pyL de agua ultrapura
seguindo a mesma reacao. O material foi homogeneizado e incubado durante 15 minutos
a 37° C e a absorbéancia foi determinada em 490 nm usando um espectrofotbmetro para
microplaca. Todas as amostras, assim como 0s controles positivo e negativo, foram
realizadas em triplicata. Os resultados foram comparados com a curva padréo de glicose

(25 ug mL™ a 350 pg mL™) e expressos em porcentagem.
e Determinacao darazdo carbono/nitrogénio (C/N)

Exatamente cerca de 2 mg do material vegetal previamente liofilizado e pulverizado
de seis individuos de cada grupo foram enviados para o Laboratério de Andlise Elementar
na Central Analitica do Instituto de Quimica da USP para analise da porcentagem de
carbono e nitrogénio (%CN) mediante o uso de um analisador elementar Perkin-Elmer
2400.

e Anélise qualitativa de lipideos

A extracao de lipideos foi realizada de acordo com Ahmad et al. (1981). Para tanto,
foi pesado exatamente cerca de 1 g de cada amostra previamente pulverizada e
liofilizada. As amostras foram envolvidas em papel filtro e os lipideos foram extraidos em
Soxhlet durante 6 horas usando aproximadamente 300 mL de hexano. O solvente do
material extraido foi recuperado em evaporador rotativo sob presséo reduzida a 40° C e
as amostras foram secas sob corrente de nitrogénio e mantidas em dessecador até obter
massa constante para posterior calculo de rendimento.

Aproximadamente 2 mg do 6leo extraido foram transferidos para microtubos e o
material foi solubilizado em 1 mL de tolueno. Esse material passou por um processo de

transmetilacdo como descrito em Clemente (2010), com o intuito de tornar os acidos
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graxos mais volateis durante a analise em cromatégrafo a gas. Para tanto, 30 pyL das
amostras solubilizadas em tolueno foram transferidas para tubos de vidro com rosca e a
eles foram adicionados 4 mL da solugdo de H,SO,4 a 5% em metanol e 2 mL de tolueno. O
material foi homogeneizado e mantido em banho seco a 80° C durante 4 horas.

ApoOs atingir a temperatura ambiente, o material foi transferido para tubos de
centrifuga e a ele foram adicionados 4 mL de cloreto de sodio (NaCl) 0,5 M e 1 mL de
diclorometano com o objetivo de separar a fase organica contendo os acidos graxos. O
material foi novamente homogeneizado, centrifugado a 5.000 rpm por 5 minutos e a fase
organica foi transferida para outro tubo de centrifuga. Esses procedimentos para a
remocdo da fase organica foram repetidos mais duas vezes. Em seguida, foram
adicionados 4 mL de agua ultrapura as fases organicas reunidas e o material foi
centrifugado a 5.000 rpm durante 5 minutos. A fase organica foi removida, transferida
para novo tubo e a ela foi adicionado sulfato de sédio anidro. O material foi mantido em
repouso overnight em ambiente escuro.

Apo6s o periodo de repouso, o extrato foi filtrado, evaporado sob corrente de
nitrogénio e mantido em freezer a -20° C até o0 momento da analise. A partir desse
processo de transmetilacdo foram obtidos os acidos graxos metilados.

A analise dos &cidos graxos que compdem o0s Oleos extraidos foi realizada
segundo o método utilizado por Clemente (2010), com modificacdes. As analises foram
realizadas no cromatégrafo a gas acoplado ao espectrdbmetro de massas (CG-EM
6850/5975C Agilent) do Departamento de Botanica do Instituto de Biociéncias da USP. Os
6leos foram retomados em hexano e 1 pL foi injetado em uma coluna capilar de silica HP-
INNOWax (30 m x 0,32 mm x 0,5 uym). O gas de arraste utilizado foi o hélio com fluxo
constante de 1,7 mL min™*. A temperatura inicial do forno foi programada para 150° C, que
se manteve durante 5 minutos, e aumentou até 225° C a uma taxa de 15° C min™ e,
entdo, passou a aumentar 5° C min™ até atingir a temperatura de 260° C, mantendo-se
assim por 7 minutos. As temperaturas do injetor, da fonte ibnica e do quadruplo foram
220° C, 280° C e 180° C, respectivamente.

Para a identificagdo dos acidos graxos, 0s espectros obtidos no espectrometro de
massas foram comparados com a biblioteca NIST (presente no equipamento) e com a
biblioteca digital AOCS Lipid Library disponivel em http://lipidlibrary.aocs.org/, além da
comparacdo dos tempos de retencdo dos acidos graxos das amostras com o0s de
amostras auténticas. Os resultados estdo expressos em porcentagem relativa entre os

acidos graxos integrados nos cromatogramas.
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e Resposta plastica

Com o intuito de avaliar como T. guianensis é afetada pelo parasitismo por P.
crassifolium foi utilizado o parametro resposta plastica (RP) segundo Barton (2008). A
resposta plastica foi calculada para os dois 6rgdos estudados (folhas e ramos) e as
variaveis analisadas foram: substancias fendlicas totais, flavonas e flavonois, taninos
totais, proantocianidinas, carboidratos solUveis, amido, lipideos, porcentagem de carbono
e nitrogénio e razéo C/N.

A resposta plastica foi calculada mediante o uso da equacéo: RP = (VPI - x C)/x C,
onde VPI corresponde ao valor da variavel analisada na planta infestada e x C é a média
desta mesma variavel obtida para o grupo controle. Valores de RP menores que zero (RP
< 0) indicam que o parasitismo provocou um efeito negativo na hospedeira para a variavel
analisada, valores acima de zero (RP > 0), um efeito positivo, enquanto que RP igual a
zero (RP = 0), indica que a planta parasita ndo provocou nenhuma alteracdo na planta
hospedeira (Li et al., 2015).

No presente trabalho, para cada variavel estudada a resposta plastica, tanto de
folnas quanto de ramos, foi calculada com relacdo a dois controles. Para folhas os
controles foram os grupos folhas de T. guianensis ndo parasitada (FT) e folhas de ramos
nao infestados (FRNI), enquanto que para ramos 0s controles foram os grupos ramos de
T. guianensis néo parasitada (RT) e ramos nao infestados (RNI).

e Anédlise estatistica

A partir dos dados obtidos para todos os dez grupos estudados foram construidos
graficos do tipo box-plot para verificar a presenca de outliers, quando existentes estes
foram removidos. Em seguida, esses dados passaram por analises para verificar se a sua
distribuicdo era normal.

Uma vez comprovada a normalidade dos dados, as médias foram comparadas,
para cada variavel estudada, pela analise de variancia simples (ANOVA One Way), com o
objetivo de verificar se houve ou nao diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos
analisados. O teste de Tukey foi utilizado para comparacdo das médias duas a duas
guando a ANOVA mostrou a existéncia de diferencas entre os grupos. O programa
utilizado para as analises estatisticas foi o programa R (versdo 3.2.1).

Além disso, foram realizadas analises multivariadas de componente principal
(Principal Component Analysis, PCA) a fim de verificar como o conjunto de variaveis
estudadas caracteriza os grupos analisados. O programa utilizado para a analise

multivariada foi o Fitopac.
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V. Resultados e Discussao

e Metabolitos primérios na interacéo de parasitismo entre T. guianensis e P.

crassifolium

Nas folhas de T. guianensis ndo foi observada diferenca significativa nos teores de
carbono e nitrogénio e, consequentemente, a razdo C/N entre os grupos estudados
também ndo mostrou alteracfes significativas (Tabela 2). Entretanto, quando analisados
os graficos para resposta plastica para conteudo de nitrogénio (Figura 7A), parece haver
um efeito negativo do parasitismo para as folhas, tanto quando o0s grupos sé&o
comparados com folhas de ramos nao infestados (FRNI), como quando comparados com
folnas de plantas nédo parasitadas (FT). Esse resultado indica que ha reducdo dos
conteldos de nitrogénio quando T. guianensis esta parasitada por P. crassifolium,
podendo sugerir translocacéo desse nutriente no sentido hospedeira-parasita.

Resultados semelhantes foram descritos para Juniperus osteosperma parasitada
por Phoradendron juniperinum em que o conteltdo foliar de nitrogénio ndo diferiu
significativamente entre ramos infestados e ndo infestados dos mesmos individuos de J.
osteosperma parasitada. Contudo ao comparar o teor de nitrogénio foliar entre individuos
de J. osteosperma parasitada e ndo parasitada, houve uma reducéo do teor de nitrogénio

nos individuos parasitados (Ehleringer et al.,1986).

Tabela 2 — Contetdo de metabdlitos primarios (%) e razdo C/N (média + desvio padrdo) em folhas
de T. guianensis néo parasitada (FT, n=6), folhas de ramos nao infestados (FRNI, n=9) e folhas de
ramos infestados (FRI, n=9) de T. guianensis parasitada por P. crassifolium coletadas no
municipio de Campanha, MG. Para uma mesma linha, médias seguidas de letras diferentes séo
estatisticamente diferentes (p<0,05).

Parémetros Grupos
FT FRNI FRI

Nitrogénio 1,29+0,37a 1,28+ 0,05 a 1,26 £ 0,22 a
Carbono 46,45+t 1,14 a 46,99+ 0,74a 46,75+0,38 a

Razé&o C/N 38,40+ 10,07a 36,74+131a 38,19+6,33a
Carboidratos soluveis 2407+£281b 32,16 £3,8la 27,52+2,09ab

Amido 0,06 £ 0,04 a 0,10+ 0,09 a 0,15+0,09 a

Lipideos 525+222a 4,78+ 1,37 a 521+1,73a
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Figura 7: Resposta plastica (RP) para os parametros nitrogénio (A), carbono (B) e razdo C/N (C)
em folhas de ramos infestados e nédo infetados de T. guianensis parasitada por P. crassifolium.
FRI/FRNI: folhas de ramos infestados em relacdo as folhas de ramos né&o infestados; FRI/FT:
folhas de ramos infestados em relacdo as folhas de T. guianensis ndo parasitada; e FRNI/FT:
folhas de ramos ndo infestados em relacdo as folhas de T. guianensis ndo parasitada. Letras
diferentes correspondem a médias estatisticamente diferentes (p<0,05).

Em estudos realizados por Sanglesa-Barreda et al. (2012) também néo foi
encontrada diferenca significativa no contetdo de nitrogénio e na razao C/N em aciculas
de individuos de Pinus sylvestris parasitada e néo parasitada por Viscum album, uma
espécie de visco. Hosseini et al. (2008) ndo observaram alteracdo significativa na
guantidade desse macronutriente em folhas de ramos infestados e nao infestados de
individuos de Carpinus betulus parasitada por V. album quando comparados entre si e
guando comparados com folhas de C. betulus saudavel (individuos totalmente nao
parasitados). Folhas de ramos de Acacia raddiana parasitada e ndo parasitada pelo visco
Plicosepalus acaciae também néo diferiram quanto ao teor de nitrogénio (Bowie & Ward,
2004). Entretanto, foi verificada diferenca significativa entre folhas de individuos
saudaveis e folhas de ramos infestados de Parrotia persica parasitada por V. album,

sendo que folhas de P. persica saudavel apresentaram maior teor nitrogénio (Hosseini et
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al.,, 2008). Dessa forma, parece haver uma variacdo na resposta apresentada pela
hospedeira quando parasitada no que diz respeito ao contetdo de nitrogénio foliar.

No presente estudo verificou-se que as regides proximal (RPRI) e distal (RDRI) dos
ramos infestados apresentaram significativamente menores teores de nitrogénio que 0s
ramos de individuos de T. guianensis ndo parasitada (RT) e também menores teores
guando comparadas aos ramos nao infestados da hospedeira (RNI), como pode ser
observado na tabela 3.

A galha (RGRI), por sua vez, diferiu significativamente das demais regides de
ramos infestados por apresentar maior conteddo de nitrogénio. Essa diferenca pode ser
devido a maior quantidade desse nutriente nos ramos de P. crassifolium (RP) (Tabela 4).

Como pode ser observado nas tabelas 3 e 4, ramos da parasita (RP) apresentaram
teor mais elevado de nitrogénio do que os grupos de ramos de T. guianensis avaliados
neste trabalho, sendo que o contetdo de nitrogénio em RP chegou a ser o dobro do
observado para RT e RNI e até cinco vezes superior aos obtidos para RPRI e RDRI.

Contudo, apesar da RGRI ter apresentado maior conteudo de nitrogénio do que as
regides proximal e distal, os trés grupos de ramos infestados foram negativamente
afetados pela presenca da parasita quando consideramos os resultados de resposta
plastica (Figura 8A e 8B).

Ao analisar as figuras 8A e 8B é possivel observar que o teor de nitrogénio em
ramos infestados foi negativamente afetado pela parasita tanto em relacdo aos ramos nao
infestados (RNI) como quando comparados aos ramos de T. guianensis ndo parasitada
(RT), e em ambas as comparacoes as regides proximal e distal foram negativamente mais
afetadas pela presenca de P. crassifolium do que a regido da galha (p<0,05).

De acordo com a hip6tese de Schulze et al. (1984), conhecida como hipotese de
parasitismo de nitrogénio, viscos geralmente apresentam maiores taxas de transpiracéo
gue suas respectivas hospedeiras como uma estratégia para obter, a partir do xilema da
hospedeira, quantidades suficientes de nitrogénio para 0 seu crescimento. Esse
macronutriente é considerado um dos principais nutrientes limitantes para o crescimento
de viscos. Marshall et al. (1994) avaliaram a taxa de transpiracao de diferentes pares de
viscos e hospedeiras e verificaram que de fato a taxa de transpiracdo dos viscos

geralmente é superior a de suas hospedeiras.
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Tabela 3 — Conteudo de metabdlitos primarios (%) e razdo C/N (média = desvio padrao) em ramos de T. guianensis ndo parasitada (RT, n=6), em
ramos nao infestados (RNI, n=6) e em ramos infestados (RPRI, RGRI e RDRI, n=9) de T. guianensis parasitada por P. crassifolium coletados no
municipio de Campanha, MG. RPRI, regido proximal do ramo infestado; RGRI, regido da galha do ramo infestado; RDRI, regido distal do ramo
infestado. Para uma mesma linha, médias seguidas de letras diferentes sdo estatisticamente diferentes (p<0,05).

Parametros Grupos
RT RNI RPRI RGRI RDRI
Nitrogénio 0,51+0,17 a 0,58+ 0,10 a 0,19+0,07b 0,49 £ 0,09 a 0,27+0,14 b
Carbono 45,31+ 0,67 a 45,77+0,91 a 46,22 £ 0,75 a 45,83 £ 0,06 a 46,34 £ 0,46 a
Razéo C/N 95,17+ 27,55 b 81,85+1565b  269,89+92,76a  89,23+1053b 174,31+67,35ab
Carboidratos soluveis 19,47 +2,43 a 18,96 + 3,97 a 13,58+ 1,84 b 13,61+2,69b 17,87 £ 2,56 a
Amido 2,58 + 2,24 ab 2,20+ 3,02 ab 0,18+0,04 b 3,01+£1,10a 0,47 £ 0,42 ab
Lipideos 1,15+ 0,32 ab 1,22+0,27 a 0,51+£0,13¢c 0,86+£0,26 b 0,51+0,18c
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Tabela 4 — Conteudo de metabdlitos primarios (%) e razdo C/N (média * desvio padrao) em folhas
(FP) e ramos (RP) de P. crassifolium coletados no municipio de Campanha, MG (n=9).

Parametros Grupos
FP RP

Nitrogénio 1,25+0,20 1,03+0,16
Carbono 45,63 + 1,52 46,79 + 0,65
Raz&o C/N 37,34 + 6,37 46,60 + 7,47
Carboidratos soluveis 14,22 + 2,52 15,54 £ 4,31
Amido 0,21 +0,14 1,19 £ 0,58
Lipideos 565+1,41 3,13+0,71

No presente trabalho ndo foram mensuradas as taxas de transpiracdo de P.
crassifolium e de T. guianensis, mediu-se apenas 0 teor de nitrogénio. Visto que foi
verificado que em outra espécie pertencente ao género Phoradendron a taxa de
transpiracdo € superior a de sua respectiva hospedeira (Hollinger, 1983) e partindo do
pressuposto que a elevada taxa de transpiracdo observada em viscos €, dentre outros
motivos, um mecanismo utilizado por essas plantas parasitas como estratégia para obter
nutrientes de suas hospedeiras, pode-se sugerir que 0 menor conteudo de nitrogénio
presente em ramos infestados de T. guianensis, especialmente nas regides adjacentes a
galha, possivelmente se deva a captacédo de nitrogénio por P. crassifolium, a qual pode
funcionar como dreno para esse nutriente. Alguns estudos ja demonstraram que para
algumas espécies ha um fluxo de compostos nitrogenados, organicos ou inorganicos, da
planta hospedeira para a planta parasita a partir do xilema (Escher et al., 2004b; Escher &
Rennenberg, 2006).

Comparando o conteudo de nitrogénio foliar entre T. guianensis e P. crassifolium
(Figura 9A), néo foi encontrada diferenca significativa entre esses grupos. Entretanto,
ramos da parasita (RP) diferem significativamente dos diferentes grupos de ramos da
hospedeira (Figura 9B), contendo maiores quantidades de nitrogénio, como mencionado
anteriormente.

Em um estudo realizado por Panvini & Eickmeier (1993) com Phoradendron
leucarpum em diferentes hospedeiras, verificou-se que esse visco apresentou maiores
teores de nitrogénio foliar em todos os pares de visco/hospedeira analisados. Tire et al.
(2010) também observaram que V. album continha maiores quantidades de nitrogénio
foliar que suas hospedeiras. Entretanto em outras relagées envolvendo outras espécies

de visco/planta hospedeira foi a hospedeira quem apresentou as maiores quantidades
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desse macronutriente nas folhas (Bowie & Ward, 2004; Wang et al., 2008). Assim como
para a taxa de transpiragdo, os viscos geralmente também apresentam maiores teores de

nutrientes que as suas hospedeiras.
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Figura 8: Resposta plastica (RP) para os parametros nitrogénio (A, B), carbono (C, D) e razdo
CIN (E, F) em ramos infestados e ndo infestados de T. guianensis parasitada por P. crassifolium.
A, C e E: valores analisados em relagdo a ramos ndo infestados de T. guianensis parasitada
(RND); B, D e F: valores analisados em relacdo a ramos de T. guianensis ndo parasitada (RT).
Letras diferentes correspondem a médias estatisticamente diferentes (p<0,05).

Wang et al. (2008) avaliaram os teores de nitrogénio das folhas de Tapinanthus

oleifolius (espécie parasita) em diferentes hospedeiras e verificaram casos em que, a
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exemplo de P. crassifolium e T. guianensis, ndo houve diferenca significativa entre

parasita e hospedeira.
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Figura 9: Conteudo de nitrogénio em folhas (A) e em ramos (B) de P. crassifolium e de T.
guianensis. FP, folhas de P. crassifolium; FT, folhas de T. guianensis ndo parasitada; FRNI, folhas
de ramos néo infestados de T. guianensis; FRI, folhas de ramos infestados de T. guianensis; RP,
ramo de P. crassifolium; RT, ramo de T. guianensis nao parasitada; RNI, ramo nao infestado de T.
guianensis; RPRI, regido proximal do ramo infestado; RGRI, regido da galha do ramo infestado; e
RDRI, regido distal do ramo infestado. Letras diferentes correspondem a médias estatisticamente
diferentes (p<0,05).

A razéo nitrogénio foliar visco/hospedeira neste trabalho (P. crassifolium vs. T.
guianensis) foi de 0,99 e este valor indica que ndo houve acumulo de nitrogénio neste
orgao, pois ndo houve diferenca significativa entre as duas plantas. Segundo Panvini &
Eickmeier (1993), essa razédo pode ser muito variavel, diferindo entre espécies de visco e
mesmo entre individuos da mesma espécie. Por exemplo, a razdo nutriente
visco/hospedeira na relagéo Plicosepalus acaciae parasitando Acacia raddiana observada
por Bowie & Ward (2004) foi de 0,65, enquanto Panvini & Eickmeier (1993) encontraram
para Phoradendron leucarpum em diferentes hospedeiras uma razdo média de 1,70.
Esses valores indicam que no primeiro caso a parasita ndo acumulou nitrogénio,
enquanto que no segundo ocorreu acumulo.

A interacdo parasitica parece afetar mais claramente os ramos, local onde a
parasita se instala, que as folhas. Quando analisamos as razbes de conteudo de
nitrogénio P. crassifolium/T. guianensis para as diferentes regides dos ramos infestados a
razao chega a 5,42 (RP/RPRI), indicando que, ao contrario do verificado para folhas, pode
ter havido acumulo de nitrogénio nos ramos da parasita e houve reducao desse nutriente
na regido adjacente a galha.

Com relacdo ao teor de carbono em ramos, ndao houve diferenca significativa entre
os grupos de ramos de T. guianensis (Tabela 3). Por outro lado, diferenca significativa foi

observada para a razdo C/N entre RPRI e os demais grupos de ramos, exceto para RDRI,
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provavelmente devido ao menor contetdo de nitrogénio encontrado na regido proximal de
ramos infestados. O menor teor de nitrogénio verificado em ramos infestados em relacao
a RNI culminou em um efeito positivo de resposta plastica para o parametro razdo C/N,
proporcionado pela presenca da parasita nos ramos infestados (Figura 8E).

No que diz respeito a resposta plastica para o parametro teor de carbono em ramos
de T. guianensis foi observado um efeito negativo em decorréncia da presenca da
parasita. Esse efeito negativo foi observado para as trés regidées de ramos infestados e
também para RNI (Figuras 8C e 8D).

Quanto aos carboidratos soluveis, folhas pertencentes a ramos nao infestados
(FRNI) apresentaram quantidade significativamente superior dessas substancias quando
comparadas as folhas de individuos ndo parasitados (FT). Na relacdo de parasitismo
envolvendo Pinus sylvestris e a hemiparasita V. album foi verificada uma reducédo
significativa no conteudo de carboidratos sollveis em aciculas de individuos parasitados
(Sanguesa-Barreda et al., 2012). Em T. guianensis, entretanto, tal reducéo foi observada
apenas ao comparar folhas de ramos infestados (FRI 27,52%) com folhas de ramos néo
infestados (FRNI 32,16%), sendo que o primeiro grupo foi 0 que parece apresentar menor
teor de carboidratos sollveis, contudo essa reducao néo foi significativa (Tabela 2).

De acordo com os dados de resposta plastica para a variavel carboidratos solUveis
em folhas, a planta parasita parece ter exercido um efeito positivo na producdo dessas
substancias nas folhas da hospedeira quando comparadas as folhas de T. guianensis nédo
parasitada (FT), sendo que esse efeito positivo foi significativamente maior em FRNI que
em FRI (Figura 10A). Por outro lado, os resultados de resposta plastica para ramos
indicam que P. crassifolium exerceu um efeito negativo no teor de carboidratos sollveis
em todos os grupos avaliados, principalmente na regido proximal do ramo (RPRI) e na
regido da galha (RGRI), sugerindo que a parasita retira carboidratos solUveis de sua
hospedeira (Figura 11A e 11B).

Como pode ser observado na tabela 3, todos os grupos de ramos obtidos a partir
de individuos de T. guianensis parasitada tiveram uma reducéo no teor de carboidratos
soluveis quando comparados aos ramos de T. guianensis saudavel (RT), isto €, nao
parasitada, entretanto, essa reducéo foi significativa apenas para RPRI e RGRI.

Os viscos compreendem um grupo de plantas parasitas aéreas pertencentes a
Santalales (Mathiasen et al., 2008; Nickrent, 2011) que dependem de suas hospedeiras
para a obtencdo de agua e nutrientes. Eles podem ser divididos em dois grupos de acordo

com o grau de dependéncia de carbono heterotrofico: viscos holoparasitas e viscos
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hemiparasitas ou viscos que obtém substancias provenientes do xilema (Popp & Richter,

1998).
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Figura 10: Resposta plastica (RP) para os parametros carboidratos soltveis (A), amido (B) e
lipideos (C) em folhas de ramos infestados e nao infestados de T. guianensis parasitada por P.
crassifolium. FRI/FRNI: folhas de ramos infestados em relagéo as folhas de ramos néo infestados;
FRI/FT: folhas de ramos infestados em relacdo as folhas de T. guianensis ndo parasitada; e
FRNI/FT: folhas de ramos nao infestados em relacdo as folhas de T. guianensis ndo parasitada.
Letras diferentes correspondem a médias estatisticamente diferentes (p<0,05).

Phoradendron € um género de visco que obtém substancias provenientes do
xilema de suas hospedeiras e pensava-se que as espécies pertencentes a esse género
eram apenas “parasitas de agua”, ou seja, ndo obtém carbono de suas hospedeiras, pois
sdo autotrdficas (Hull & Leonard, 1964). Marshall & Ehleringer (1990) em um estudo
realizado com Phoradendron juniperinum parasitando Juniperus osteosperma estimaram
gue cerca de 62% do carbono dessa parasita € obtido de sua hospedeira, ou seja,
embora P. juniperinum seja capaz de obter carbono autotréfico, parte significativa desse

elemento é obtida de forma heterotréfica.

39



Moreira,

F.A.

=

0,00

RP de carboidratos solaveis

-1,00 -

(C) 1,00 -
0,80 -
0,60 -

0,40

0,00
0,20

RP de amido

0,40 -
0,60 -
0,80 -
-1,00 -

(E) 100 -

1,00 -
0,80 -
0,60 -
0,40 -
0,20 -

0,20 -
0,40 -
0,60 -
0,80 -

0,20 -

0,80 -
0,60 -

0,00

RP de lipideos

0,40 -
0,20 -

0,20 -
0,40 -

0,60 -

0,80 -
-1,00 -

d
b b
RPRI/RNI RGRI/RNI RDRI/RN
| a
b
b
RPRI/RNI RGRI/RNI RDRI/RNI
a
b b
RPRI/RNI RGRI/RNI RDRI/RN

—_
m
—_—

RP de carboidratos soluveis

(D)

RP de amido

(F)

RP de lipideos

1,00
0,80 -
0,60 -
0,40 -
0,20 -

0,00
0,20 4
040 -
-0,60 -
0,80 -
-1,00 -

1,00

0,80
0,60 -
0,40 -
0,20 -

RPRIRT

RGRI/RT

RDRIRT

RNIIRT

0,00
0,20 -
0,40 -
0,60 -
0,80 -

-1,00 -

1,00
0,80 -
0,60 -
0,40
0,20 -

b
RPRIRT

RGRI/RT

b

RDRIRT

ab

RNI/RT

0,00
0,20 -
-040 -
0,60
0,80 -
-1,00 -

RPRIRT

RGRI/RT

RDRIIRT

RNIIRT

Figura 11: Resposta plastica (RP) para os parametros carboidratos soltveis (A, B), amido (C, D) e
lipideos (E, F) em ramos infestados e ndo infestados de T. guianensis parasitada por P.
crassifolium. A, C e E: valores analisados em relacdo a ramos néo infestados de T. guianensis
(RND); B, D e F: valores analisados em relagdo a ramos de T. guianensis ndo parasitada (RT).

Letras diferentes correspondem a médias estatisticamente diferentes (p<0,05).
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Segundo Escher & Rennenberg (2006), viscos também sdo capazes de remover
aminoacidos presentes no xilema da hospedeira e usar o esqueleto carbbénico destas
moléculas organicas como fonte de carbono. Além de aminoacidos, essas parasitas
também podem obter carbono heterotréfico a partir de carboidratos presentes no xilema
(Escher et al., 2004a). Um estudo realizado com Tapinanthus oleifolius, um visco parasita
de xilema, utilizando anadlise de ciclitois presentes no xilema da hospedeira e da parasita,
forneceu evidéncias de que a regido do haustério contém carbono proveniente da prépria
parasita, mas também da hospedeira (Richter et al., 1995).

N&o foi objetivo deste estudo verificar se ha translocacao de fotossintatos da planta
hospedeira para a parasita, portanto, as andlises realizadas ndo nos permitem afirmar ou
nao se sdo translocados fotossintatos dos tecidos da hospedeira para os tecidos de P.
crassifolium, o que poderia ser verificado utilizando metodologias que empregam carbono
marcado. Entretanto, mediante ao que foi exposto acima e de acordo com os resultados
obtidos, pode-se sugerir que a reducdo no conteudo de carboidratos sollveis e de
nitrogénio em ramos infestados de T. guianensis poderia indicar a captacdo dos mesmos
pela parasita, que atuaria como um dreno ndo somente de nitrogénio, mas também de
carboidratos soluveis. Considera-se como um Orgao dreno aquele que nao realiza
fotossintese ou que ndo produz quantidades suficientes de fotossintatos para satisfazer
suas necessidades, ao passo que, 6rgao fonte € aquele que produz fotossintatos em
niveis acima de suas necessidades e entdo podem exportar esse excesso a outros
orgaos (Taiz & Zeiger, 2008).

A regido distal do ramo infestado (RDRI), apesar de ter apresentado menor
conteldo de carboidratos sollveis quando comparada ao ramo ndo parasitado (RT),
diferenca nao significativa, diferiu significativamente das regibes proximal e galha
apresentando maior teor de carboidratos soluveis.

Estudos anatdmicos realizados com T. guianensis parasitada por P. crassifolium
comparando as regides proximal e distal de ramos infestados com ramos néo infestados
revelaram que ha alteracbes anatdbmicas em ramos infestados e que na regido distal de
ramos infestados elas sdo mais evidentes. Dentre as modificagdes podem ser citadas que
a regido distal apresenta maior densidade de vasos, reducédo no diametro do lumen dos
vasos, maior quantidade de vasos embolisados e fibras com paredes mais finas. Os
autores sugerem que tais alteragfes anatdmicas poderiam ser provocadas, dentre outros
motivos, por um déficit local de agucar provocado pela captacdo dessas substancias pela

planta parasita e devido as elevadas concentragcdes dos hormoénios auxina e etileno em

41



Moreira, F.A.

virtude das injarias e do rompimento do floema provocados durante a penetracdo da
planta parasita (Teixeira-Costa & Ceccantini, 2015).

O fluxo do xilema ocorre da regidao proximal dos ramos para a regido distal,
enquanto que o fluxo do floema ocorre na direcdo oposta. Neste trabalho ndo foram
guantificados separadamente o teor de carboidratos solUveis do floema e do xilema nas
trés regides de ramos infestados, quantificou-se apenas o conteudo total de carboidratos
sollveis presente naquela regido como um todo.

Espera-se encontrar um teor significativamente superior de carboidratos solaveis
no xilema localizado na regido proximal do ramo infestado (RPRI), enquanto que para o
floema diferenga significativa entre as trés regides analisadas de ramos infestados n&o
seria observada, isso porque P. crassifolium € uma parasita apenas de xilema, sendo
assim o teor de carboidratos presente no floema néo seria afetado.

Embora se saiba que carboidratos podem ser encontrados no xilema, grande parte
dessas substancias estd presente no floema, visto que folhas correspondem ao érgao
fonte de carboidratos produzidos pelo processo de fotossintese e estes sédo
principalmente transportados para as demais partes da planta via floema. Dessa forma,
uma vez que P. crassifolium obtém carboidratos presentes no xilema da hospedeira, a
regido distal (RDRI) deveria apresentar menor teor de carboidratos sollveis. Contudo,
neste trabalho observou-se que houve uma reducdo de carboidratos solUveis no sentido
regido distal-proximal e tal fato seria condizente se estivéssemos analisando uma parasita
de floema, como o que acontece para Arceuthobium oxycedri parasitando Juniperus
oxycedrus (Rey et al., 1991).

Por outro lado, como mencionado acima, o teor de carboidratos sollveis
determinado neste trabalho se refere ao total presente em cada uma das trés regides de
ramos infestados. Teixeira-Costa & Ceccantini (2015) evidenciaram um maior nimero de
vasos condutores de xilema embolisados, ndo funcionais, na regido distal dos ramos
infestados de T. guianensis parasitada por P. crassifolium, dessa forma o fluxo de
nutrientes no sentido regiao proximal-distal estaria comprometido.

Partindo da premissa que elementos de tubo crivado condutores de floema também
poderiam ser afetados durante a penetracdo da planta parasita nos tecidos da planta
hospedeira, visto que tais estruturas estdo localizadas mais externamente que 0s vasos
condutores do xilema, o fluxo de nutrientes no sentido regido distal-proximal também
estaria comprometido. Dessa forma, sugere-se que parte dos carboidratos solaveis
produzidos pelo 6rgéo fonte ficaria alocada na regido distal devido a deficiéncia do fluxo

de nutrientes nessa regiao.
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Quanto ao teor de amido, as analises estatisticas do conteudo de amido presente
em FT, FRNI e FRI ndo revelaram diferenca significativa (Tabela 2). Sanglesa-Barreda et
al. (2012) verificaram que as aciculas de Pinus sylvestris parasitada por Vicum album
continham menores teores de amido que as de P. sylvestris ndo parasitada, contudo tal
diferenca nao foi significativa. O teor de amido nas aciculas de duas espécies de Picea, P.
rubens e P. glauca, também nao foi afetado pela presenca da parasita Arceuthobium
pusillum, um visco parasita de floema (Reblin et al., 2006).

Os ramos de T. guianensis nédo parasitada (RT 2,58%) e os ramos néo infestados
de individuos parasitados (RNI 2,20%) néo apresentaram diferenca significativa quanto ao
teor de amido e esses dois grupos de ramos apresentaram maiores contedudos desse
carboidrato de reserva quando comparados aos dos teores das regides proximal (RPRI
0,18%) e distal (RDRI 0,47%) de ramos infestados (Tabela 3).

Sanguesa-Barreda et al. (2012) ndo encontraram diferencga significativa no teor de
amido presente nos ramos de P. sylvestris parasitada e ndo parasitada por V. album,
embora uma pequena reducdo no conteudo de amido em individuos parasitados tenha
sido observada. Por outro lado, Broshot & Tinnin (1986) observaram um aumento na
guantidade de amido em ramos de Pinus contorta parasitada por Arceuthobium
americanum.

No presente trabalho, a reducédo de amido era esperada, uma vez que reducao de
carboidratos sollUveis foi encontrada em ramos infestados. A regido da galha foi a que
apresentou o maior contetdo de amido (RGRI 3,01%) quando comparada as outras duas
regides de ramos infestados (RDRI 0,47% e RPRI 0,18%). Esses valores sdo, em média,
de 6 a 16 vezes maiores do que os encontrados para RDRI e RPRI, respectivamente.
Além disso, a galha também apresentou mais amido que RT (2,58%) e RNI (2,20%).
Dessa forma, a galha foi o Unico grupo de ramos obtido a partir de individuos de T.
guianensis parasitada que a planta parasita ndo exerceu um efeito negativo na resposta
plastica para a producéo de amido (Figura 11C e 11D), mas sim 0 inverso, exerceu um
efeito positivo, ou seja, houve acimulo de amido nessa regido do ramo infestado.

RGRI corresponde ao local em que a parasita se estabelece na hospedeira,
portanto apresenta tecido das duas plantas, hospedeira e parasita (Figura 6C). Conforme
pode ser observado na tabela 4, a parasita apresentou 0,21% de amido em suas folhas
(FP) e 1,19% em seus ramos (RP). As folhas de P. crassifolium n&o apresentaram
contetudo de amido significativamente maior que o observado em folhas de T. guianensis
(Figura 12A). Em ramos, por sua vez, a parasita apresentou quantidade superior de amido

em relacdo as regides proximal e distal dos ramos infestados da hospedeira, mas o teor
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de amido nos ramos de P. crassifolium representou apenas quase um terco do observado
na regido da galha (RGRI) (Figura 12B).

Dessa forma, o maior teor de amido presente na RGRI ndo poderia ser justificado
pela presenca do tecido dos ramos da parasita (RP) nessa regido. Entretanto, os baixos
valores de carboidratos sollveis observado para essa regido podem indicar que ha maior
conteudo de carbono na forma de carboidrato de reserva na galha, talvez uma estratégia

utilizada pela parasita para alocacao e realocacéo de carbono.
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Figura 12: Contetdo de amido em folhas (A) e ramos (B) de P. crassifolium e de T. guianensis.
FP, folhas de P. crassifolium; FT, folhas de T. guianensis ndo parasitada; FRNI, folhas de ramos
ndo infestados de T. guianensis; FRI, folhas de ramos infestados de T. guianensis; RP, ramo de P.
crassifolium; RT, ramo de T. guianensis ndo parasitada; RNI, ramo nao infestado de T. guianensis;
RPRI, regido proximal do ramo infestado; RGRI, regido da galha do ramo infestado; e RDRI,
regido distal do ramo infestado. Médias seguidas por letras diferentes sdo estatisticamente
diferentes (p<0,05).

Por fim, no que diz respeito ao teor de lipideos, os trés grupos de folhas de T.
guianensis (FT, FRNI e FRI) ndo exibiram diferenca significativa no conteido dessa
classe de metabdlitos primarios (Tabela 2). Para os ramos, o conteudo de lipideos ndo
diferiu significativamente quando consideramos os ramos néo infestados (RNI 1,22%) e
os ramos de individuos néo parasitados (RT 1,15%), mas ambos apresentaram contetdo
de lipideos distinto do observado para as trés regifes de ramos infestados (RPRI 0,51%,
RGRI 0,86% e RDRI 0,51%), apresentando maiores teores de lipideos (Tabela 3).
Embora a regido da galha (RGRI) tenha apresentado teor significativamente superior ao
verificado para as regides proximal (RPRI) e distal (RDRI), observou-se um efeito
negativo proporcionado pela presenca da planta parasita nestas trés regides quando se
analisa a resposta plastica para o parametro conteudo de lipideos, poréem a galha foi

significativamente menos afetada (Figura 11E e 11F).
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V. Resultados e Discussao

Ao comparar os teores de lipideos em folhas e ramos de P. crassifolium com os de
folhas e ramos de T. guianensis, pode-se observar que as folhas de ambas as espécies
nao diferem significativamente em relacdo a esse parametro (Figura 13A). Entretanto,
ramos da parasita (RP) contém significativamente maior conteudo de lipideos que os
ramos da hospedeira (Figura 13B). Esses resultados podem, novamente, sugerir que haja
uma translocacdo ndo somente de carboidratos como também de outras substancias

entre a parasita e a hospedeira.
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Figura 13: Conteudo de lipideos em folhas (A) e ramos (B) de P. crassifolium e de T. guianensis.
FP, folhas de P. crassifolium; FT, folhas de T. guianensis ndo parasitada; FRNI, folhas de ramos
nao infestados de T. guianensis; FRI, folhas de ramos infestados de T. guianensis; RP, ramo de P.
crassifolium; RT, ramo de T. guianensis ndo parasitada; RNI, ramo nao infestado de T. guianensis;
RPRI, regido proximal do ramo infestado; RGRI, regido da galha do ramo infestado; e RDRI,
regido distal do ramo infestado. Médias seguidas por letras diferentes sdo estatisticamente
diferentes (p<0,05).

Além da andlise do teor de lipideos, também foi analisada a composicao dos acidos
graxos presentes em folhas e ramos de T. guianensis e de P. crassifolium. Os resultados
estdo apresentados nas tabelas 5 a 7 (espectros de massas apresentados no Anexo 1).
Os resultados indicam que o perfil de acidos graxos presente na hospedeira foi afetado
pela presenca da parasita.

Em folhas de T. guianensis foram detectados nove acidos graxos, sendo que 0s
acidos palmitico (C16:0), estearico (C18:0), oleico (C18:1) e linoleico (C18:2) foram
encontrados em todos os grupos de folhas (FT, FRNI e FRI). Diferenga significativa entre
os grupos foi observada apenas para o acido palmitico, constituinte majoritario em todos
0s grupos, sendo que as folhas dos ramos infestados (FRI) apresentaram a menor

porcentagem relativa deste acido graxo (Tabela 5). Outro aspecto interessante que deve
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ser ressaltado € que os acidos graxos que correspondem aos constituintes 2, 5, 6, 8 e 9
na tabela 5 estavam ausentes em FT, porém presentes em FRI.

Quanto aos ramos da planta hospedeira, os mesmos nove &cidos graxos
encontrados nas folhas foram detectados nos ramos, além do acido linolénico que foi
observado apenas em ramos. A porcentagem relativa de acido palmitico na regido
proximal dos ramos infestados (RPRI) foi significativamente diferente da observada nas
regides da galha (RGRI) e distal (RDRI), sendo que o primeiro grupo apresentou menor
teor desse acido graxo. O acido oleico e um constituinte ndo identificado (2, Tabela 6)
também apresentaram diferenca significativa entre os grupos de ramos. A regido distal
dos ramos infestados (RDRI) apresentou menor teor desses acidos graxos.

Em estudos anteriores com folhas de T. guianensis foram detectados os mesmos
acidos graxos encontrados neste trabalho, os acidos palmitico (hexadecanoico) e
estearico (octadecanoico), mas ambos esterificados com fitol (Correia et al., 2008).

Para P. crassifolium foram detectados nove acidos graxos (Tabela 7), sendo que os
acidos palmitico, esteérico, oleico e linoleico foram detectados tanto em folhas (FP) como
em ramos (RP). O acido palmitico e um constituinte ndo identificado (2, Tabela 7) foram
0S acidos graxos majoritarios em ramos e em folhas da espécie parasita,
respectivamente.

Marshall & Ehleringer (1990) propuseram em seu trabalho a hipétese do balanco
carbono:nitrogénio que prediz que a baixa eficiéncia fotossintética no uso da agua nos
viscos € um mecanismo que contribui para o0 aumento da assimilacdo de carbono e
nitrogénio a partir de sua hospedeira. Carboidratos soluveis, lipideos e amido sofreram
reducdo em ramos infestados de T. guianensis, principalmente as regides proximal e
distal (RPRI e RDRI), exceto carboidratos solliveis que ndo sofreu reducdo na regiao
distal. Dessa maneira, a presenca de outras substancias carbonadas poderia justificar os
valores semelhantes de contetudo de carbono que foi observado para as trés regides dos
ramos analisadas. Os resultados obtidos neste estudo corroboram a hipétese do balancgo
carbono:nitrogénio, visto que, P. crassifolium parece obter nitrogénio e compostos
carbonados de sua hospedeira, T. guianensis, que mostrou um claro efeito negativo no

teor de nitrogénio e compostos carbonados (carboidratos solluveis, amido e lipideos).
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Tabela 5 — Porcentagem relativa de acidos graxos (média + desvio padréo) detectados por CG-EM em folhas de ramos infestados (FRI, n=9) e nao
infestados (FRNI, n=9) de individuos de T. guianensis parasitada por P. crassifolium e folhas de individuos ndo parasitados (FT, n=6) coletadas no
municipio de Campanha, MG. Tr, tempo de retencdo (min.); e NI, constituinte ndo identificado. Para uma mesma linha, médias seguidas de letras

diferentes correspondem a médias estatisticamente diferentes (p<0,05).

Constituintes Tr Grupos
FT FRNI FRI
1- Acido palmitico 9,882 58,77 + 14,69 ab 58,16 + 13,05 a 34,44+ 24,45 b
2 - NI 10,156 - 19,21+ 8,64 a 33,23+ 18,03 a
3- Acido estearico 11,539 26,02 +10,01 a 2295+9,87a 14,84 + 11,60 a
4- Acido oleico 11,747 17,69 +6,44 a 18,91+ 3,87 a 11,56 + 2,77 a
5- NI 11,824 - - 6,81 £ 2,59
6- NI 12,030 - - 6,09 £ 1,96
7- Acido linoleico 12,184 2797+4,01a 13,84 £8,15a 14,58 £ 2,70 a
8- NI 12,476 - - 12,64 + 3,47
9- NI 13,113 - - 13,23 +5,23




Tabela 6 — Porcentagem relativa de acidos graxos (média + desvio padrao) detectados por CG-EM em ramos infestados (RPRI, RGRI e RDRI, n=9)
e ndo infestados (RNI, n=9) de individuos de T. guianensis parasitada por P. crassifolium e ramos de individuos ndo parasitados (RT, n=6) coletados
no municipio de Campanha, MG. RPRI, regido proximal do ramo infestado; RGRI, regido da galha do ramo infestado; RDRI, regi&o distal do ramo
infestado; Tr, tempo de retencdo (min.); e NI, constituinte ndo identificado. Para uma mesma linha, médias seguidas de letras diferentes
correspondem a médias estatisticamente diferentes (p<0,05).

Constituintes Tr Grupos
RT RNI RPRI RGRI RDRI

1- Acido palmitico 9,895 28,40 £ 20,91 ab 35,10+8,16ab 16,10+11,16 b  38,38+12,68a  48,06+6,83a
2- NI 10,158 41,93 £ 6,66 ab 4542 +331a 37,78+12,12ab 29,16 +24,93ab 13,04+6,55b
3- Acido estearico 11,551 10,46 £ 6,59 a 13,07 £ 8,29 a 13,27+ 10,71 a 10,73+ 5,43 a 21,26 £ 14,55 a
4- Acido oleico 11,759 12,12 + 5,09 ab 19,01 +4,75ab 13,36 + 6,14 ab 18,94+ 1,55 a 10,66 + 2,54 b
5- NI 11,830 7,80+0,79 a 8,18+ 1,47 a 6,61+1,43a - -

6- NI 12,033 741+0,81a 8,98+229a 9,08 £ 3,67 a - 9,43+6,51a
7- Acido linoleico 12,194 16,94+ 11,12 a 19,49+ 7,41 a 12,29+ 6,16 a 19,51+ 9,76 a 14,39 £ 6,99 a
8- NI 12,476 11,27 £0,53 a 13,87 £4,07 a 13,75+ 3,47 a - -

9- Acido linolénico 12,825 8,75+£0,40 a 6,26 £ 0,34 a 11,50+ 2,21 a 8,04+3,81a -

10- NI 13,112 13,92 £5,13 a 15,49+ 4,80 a 11,30 £ 1,06 a - -




V. Resultados e Discussao

Tabela 7 — Porcentagem relativa de acidos graxos (média + desvio padrdo) detectados por CG-
EM em folhas (FP) e ramos (RP) de P. crassifolium parasitando T. guianensis (n=9) coletados no
municipio de Campanha, MG. Tr, tempo de retencdo (min.); NI, constituinte ndo identificado.

Constituintes Tr Grupos
FP RP
1- Acido palmitico 9,886 30,34 + 28,55 67,65 + 8,01
2- NI 10,152 46,53 £ 5,21 -
3- Acido esteérico 11,543 24,33 + 3,46 19,28 + 8,90
4- Acido oleico 11,752 12,05 + 6,01 12,88 + 2,48
5- NI 11,823 8,16 £ 0,75 -
6- NI 12,026 7,78 £0,16 -
7- Acido linoleico 12,175 13,97 + 4,99 13,39+ 1,97
8- NI 12,474 14,45+ 1,24 -
9- NI 13,113 15,55 + 0,87 -

e Metabdlitos secundarios nainteracdo de parasitismo entre T. guianensis e

P. crassifolium

As dosagens de substancias fendlicas totais, flavonoides e taninos totais nos trés
grupos de folhas de T. guianensis (FT, FRNI e FRI) ndo demonstraram alteracfes
significativas entre os grupos. Em contrapartida, FRNI e FRI, provenientes de individuos
parasitados, revelaram maiores teores de proantocianidinas que folhas de T. guianensis
nao parasitada (FT), sendo que FRNI diferiu significativamente de FT (Tabela 8).

Pradeep et al. (2014) verificaram resultados diferentes quando estudaram
individuos de Mangifera indica parasitada pelo visco Dendrophthoe falcata. Os individuos
parasitados apresentaram reducdo no conteudo foliar de fendlicos totais e aumento no

teor de flavonoides quando comparados aos individuos de M. indica ndo parasitada.

Tabela 8 — Porcentagem de substancias fendlicas (média + desvio padrao) de folhas de T.
guianensis nao parasitada (FT, n=6), folnas de ramos néo infestados (FRNI, n=9) e folhas de
ramos infestados (FRI, n=9) de T. guianensis parasitada por P. crassifolium coletadas no
municipio de Campanha, MG. Para uma mesma linha, médias seguidas de letras diferentes
correspondem a médias estatisticamente diferentes (p<0,05).

Classes Grupos
Analisadas FT FRNI FRI
Fenodis totais 16,88 + 2,28 a 17,01 £ 3,49 a 16,99+ 1,55a
Flavonoides 3,60+ 1,33a 3,48 £ 0,66 a 3,46 £0,76 a
Taninos totais 14,26 + 2,63 a 16,40 + 3,88 a 15,53 + 2,66 a
Proantocianidinas 23,21+2,71b 28,96 + 3,10 a 26,04 + 3,82 ab
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Ao analisar os resultados de resposta plastica para folhas de ramos infestados em
relacdo as folhas de ramos nao infestados (FRI/FRNI), pode-se observar que a parasita
parece ndo exercer efeito quanto aos teores de substancias fendlicas totais e flavonoides
(Figura 14A e 14B), mas parece exercer efeito desfavoravel em relacdo aos taninos
(Figura 14C e 14D). Por outro lado, ao confrontar folhas de individuos parasitados e nao
parasitados (FRI/FT e FRNI/FT) constata-se que a presenca de P. crassifolium em T.
guianensis acarretou em um efeito positivo na producéo de taninos e um efeito negativo
no teor de flavonoides, mas parece, novamente, ndo ter afetado o conteddo de

substancias fendlicas totais (Figura 14).
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Figura 14: Resposta plastica (RP) para os pardmetros substancias fendlicas totais (A),
flavonoides (B), taninos totais (C) e proantocianidinas (D) em folhas de ramos infestados e néao
infestados de T. guianensis parasitada por P. crassifolium. FRI/FRNI: folhas de ramos infestados
em relagdo as folhas de ramos néo infestados; FRI/FT: folhas de ramos infestados em relacéo as
folhas de T. guianensis ndo parasitada; e FRNI/FT: folhas de ramos néo infestados em relacao as
folhas de T. guianensis néo parasitada. Letras diferentes correspondem a médias estatisticamente
diferentes (p<0,05).

Com relacdo aos ramos, os resultados das quantificacdes das classes de fendlicos
nao revelaram diferencas significativas entre RT e RNI, embora RNI parece apresentar

uma tendéncia a maior conteudo de substancias fendlicas (Tabela 9).
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As trés regides de ramos infestados (RPRI, RGRI e RDRI) apresentaram teores de
substancias fendlicas totais significativamente inferiores aos encontrados para RT e RNI
(Tabela 9). Li et al. (2015) verificaram que individuos jovens de Bidens pilosa parasitada
por Cuscuta australis apresentaram menor quantidade de fendlicos totais que individuos
saudaveis de mesma idade.

Com relagdo aos taninos totais e proantocianidinas, novamente as regides
proximal, galha e distal apresentaram alteracdo significativa ao compara-las aos grupos
de ramos RT e RNI, apresentando menores contetdos dessas substancias.

Os resultados de doseamento de flavonoides para ramos infestados, por sua vez,
mostraram um padrdo levemente distinto das demais dosagens de substancias fendlicas.
As regifes proximal (RPRI) e distal (RDRI) diferem significativamente de ramos de T.
guianensis ndo parasitada (RT) e de ramos nao infestados de T. guianensis parasitada
(RNI) por conterem menores quantidades de flavonoides, entretanto, a regido da galha
(RGRI) apresentou teor significativamente maior dessa classe de substancias fendlicas
guando comparada as demais regides de ramos infestados (Tabela 9).

Ao analisar as diferentes regides dos ramos infestados, a resposta plastica
evidenciou um efeito negativo da parasita sobre a hospedeira para todas as classes de
substancias fendlicas analisadas. Comparando as trés regides dos ramos infestados com
ramos nao infestados de individuos parasitados (RNI), nota-se o efeito negativo para as
variaveis substancias fendlicas totais e taninos (totais e proantocianidinas), ou seja,
reducdo dos contetdos dessas substancias com a presenca da parasita (Figura 15A, 15E
e 15G), sendo que para taninos totais P. crassifolium afetou especialmente a regido da
galha que diferiu significativamente das demais regides de ramos infestados (Figura 15E).

Para a variavel contetudo de flavonoides, a regido da galha apresentou um efeito
positivo, apresentando maiores teores dessas substancias quando a interacdo de
parasitismo esta estabelecida, diferenca estatisticamente significativa e que difere essa
regido de ramos infestados das outras duas analisadas (Figura 15C).

Analisando a resposta plastica das trés regides dos ramos infestados em relacéo
aos ramos de individuos de T. guianensis ndo parasitada (RT), observam-se resultados
muito semelhantes aos verificados quando ramos nao infestados de individuos

parasitados (RNI) sdo utilizados como controle (Figura 15B, 15D, 15F e 15H).
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Tabela 9 — Porcentagem de substancias fendlicas (média + desvio padrao) em ramos de T. guianensis ndo parasitada (RT, n=6), em ramos nao
infestados (RNI, n=9) e em ramos infestados (RPRI, RGRI e RDRI, n=9) de T. guianensis parasitada por P. crassifolium coletados no municipio de
Campanha, MG. RPRI, regido proximal do ramo infestado; RGRI, regido da galha do ramo infestado; RDRI, regido distal do ramo infestado. Para
uma mesma linha, médias seguidas de letras diferentes correspondem a médias estatisticamente diferentes (p<0,05).

Classes Grupos
Analisadas RT RNI RPRI RGRI RDRI
Fenois totais 6,71+0,72 a 795+141a 459+0,83b 4,72+ 1,11 b 4,90+ 0,96 b
Flavonoides 0,27 +£0,03 b 0,32+ 0,08 ab 0,09+0,01c 0,35+0,04 a 0,11+0,02c
Taninos totais 4,08 £ 0,40 ab 4,71+0,53 a 3,16 £ 0,53 cd 2,46 £0,39d 3,40 + 0,67 bc
Proantocianidinas 20,56 + 1,48 ab 26,07+4,89a 14,40+ 1,77 bc 12,15+ 3,85¢ 14,84 + 3,86 bc
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Figura 15: Resposta plastica (RP) para os parametros substancias fendlicas totais (A, B),
flavonoides (C, D), taninos totais (E, F) e proantocianidinas (G, H) em ramos infestados e néo
infestados de T. guianensis parasitada por P. crassifolium. A, C, E e G: valores analisados em
relacdo a ramos nédo infestados de T. guianensis (RNI); B, D, F e H: valores analisados em relagéo
a ramos de T. guianensis ndo parasitada (RT). Letras diferentes correspondem a médias

estatisticamente diferentes (p<0,05).

53



Moreira, F.A.

Interessantemente, ao analisar a resposta plastica para os ramos néao infestados de
individuos parasitados (RNI) com os ramos de individuos ndo parasitados (RT), a
presenca da parasita parece induzir a producdo de substancias fendlicas totais,
flavonoides e proantocianidinas em ramos ainda nao infestados (Figura 15B, 15D e 15H).
Esses resultados mostram que quando olhamos o individuo parasitado isoladamente, o
parasitismo exerce um efeito negativo sobre os contetudos de substancias fendlicas nas
regibes onde a planta parasita estd inserida (RPRI, RGRI e RDRI), mas quando
analisamos ramos nao infestados desse mesmo individuo e comparamos com ramos de
individuos saudaveis, parece que a presenca da parasita, mesmo que em outro ramo
desse individuo, leva ao acumulo de substancias fendlicas nos ramos ainda néo
infestados. Isso pode sugerir uma resposta sistémica adquirida, onde o aumento de
substancias fendlicas em ramos néo infestados de T. guianensis parasitada pode ser um
mecanismo de defesa com a finalidade de evitar ou mesmo diminuir novas infestacfes de
um individuo j& parasitado.

Além dos doseamentos de substancias fendlicas, os extratos dos diferentes grupos
foram analisados por CLAE-DAD a fim de se ter um maior detalhamento sobre quais
constituintes fendlicos presentes nos extratos e detectados em 280 e 352 nm sofreriam
influéncia positiva ou negativa da relacdo parasitica. Nessa analise foram quantificados os
constituintes pertencentes as classes dos fenilpropanoides e dos flavonoides, neste ultimo
caso, especialmente flavonas e flavonéis. O intuito desta anéalise ndo foi uma descricao da
composicdo fendlica das espécies em gquestdo, mas apenas comparar os diferentes
grupos de folhas e ramos analisados.

Os grupos de folhas analisados (FT, FRNI e FRI) assemelham-se qualitativamente,
como pode ser observado na figura 16, na qual sdo apresentados os cromatogramas
obtidos para cada grupo avaliado. Foram detectados nas folhas da planta hospedeira 19
constituintes, quando analisados os extratos a 352 nm de comprimento de detec¢cédo. Na
tabela 10 estdo listadas as porcentagens obtidas para cada constituinte, ndo sendo
observada alteracao significativa nessas porcentagens entre os grupos para nenhuma das
substancias detectadas.

Os grupos de folhas de T. guianensis ndo apresentaram diferenca significativa nos
teores de constituintes flavonoidicos, corroborando os resultados obtidos pelo
doseamento em espectrofotometro. O contetdo de fenilpropanoides também nao diferiu
entre FT, FRNI e FRI (Tabela 10).
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Figura 16: Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD em 352 nm. (A): folhas de T. guianensis néo
parasitada (FT); (B): folhas de ramos néo infestados de T. guianensis parasitada (FRNI); e (C):
folhas de ramos infestados de T. guianensis parasitada (FRI).
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Tabela 10 — Porcentagem de constituintes fendlicos (média + desvio padréo) detectados por CLAE-DAD (352 nm) em folhas de T. guianensis nédo
parasitada por P. crassifolium (FT, n=6), folhas de ramos infestados (FRI, n=9) e ndo infestados (FRNI, n=9) de T. guianensis parasitada por P.
crassifolium coletadas no municipio de Campanha, MG. Tr, tempo de retencdo (min.). Para uma mesma linha, médias seguidas de letras

diferentes correspondem a médias estatisticamente diferentes (p<0,05).

Classe de fenélicos Tr UV-Visivel (nm) FT FRNI FRI

1 Fenilpropanoide 0,977 280 0,02 +£0,00 a 0,02 £ 0,00 a 0,02 +£0,00 a
2 Fenilpropanoide 1,188 275 0,01 £0,00 a 0,02 +£0,00 a 0,02 +£0,00 a
3 Acido gélico 1,213 278 0,02 + 0,00 a 0,02 + 0,00 a 0,02 + 0,00 a
4 Flavonoide 2,686 263, 298 (om), 358 0,06 + 0,06 a 0,03+0,01 a 0,03+0,01 a
5 Flavonoide 4,271 265, 292 (om), 352 0,29 + 0,26 a 0,23+0,12 a 0,24+0,11 a
6 Flavonoide 4,763 265, 292 (om), 352 0,11 +0,10 a 0,13+0,04 a 0,12+ 0,05 a
7 Flavonoide 5,395 260, 298 (om), 350 0,29+0,11 a 0,33+0,28 a 0,31+0,26 a
8 Derivado de quercetina 5,779 258, 268 (om), 292 (om), 352 0,23+0,29 a 0,08 £ 0,06 a 0,06 £ 0,06 a
9 Derivado de quercetina 6,327 258, 268 (om), 302 (om), 352 0,11+0,10 a 0,11+0,05a 0,11+0,05a
10 Derivado de quercetina 7,599 258, 268 (om), 292 (om), 352 0,04+£0,01a - 0,02+0,00 a
11 Derivado de quercetina 8,328 258, 268 (om), 292 (om), 352 0,27 £ 0,13 a 0,20+ 0,12 a 0,20+ 0,12 a
12  Quercetrina 10,877 268, 302 (om), 348 0,92 +0,54 a 0,88+ 0,28 a 0,93+0,23 a
13  Derivado de campferol 12,367 262, 292 (om), 348 0,07 £ 0,04 a 0,07 £ 0,03 a 0,08 +0,03 a
14  Derivado de campferol 18,272 264, 292 (om), 348 - 0,15+ 0,04 a 0,20+ 0,01 a
15 Flavonoide 20,232 262, 288 (om), 322(om), 342 0,07 + 0,02 a 0,07+ 0,01 a 0,08 + 0,02 a
16  Flavonoide 22,350 272, 258 - 0,02 +0,00 a 0,01 +0,01 a
17  Flavonoide 22,774 265, 290 (om), 349 0,03+0,03 a 0,09 + 0,07 a 0,14 +0,12 a
18 Flavonoide 22,824 265, 292 (om), 349 0,04 + 0,04 a 0,05+ 0,03 a 0,04 + 0,02 a
19 Flavonoide 23,042 268, 292 (om), 342 - 0,01 +0,01 a 0,01 +0,01 a

Flavonoides 2,30+0,89 a 2,07+0,43 a 2,22+0,23 a

Fenilpropanoides 0,05+ 0,00 a 0,06 £ 0,01 a 0,05+ 0,00 a

Total 2,35+0,89 a 2,22 +0,36 a 2,27 +0,23 a




V. Resultados e Discussao

Na figura 17 os espectros UV-visivel das dezenove substancias detectadas por
CLAE-DAD em 352 nm podem ser observados. A maior parte delas apresenta duas
bandas de absorcédo, a banda | em torno de 350 nm e a banda Il entre 250 e 260 nm, o
gue as classifica como flavonoides.

As substancias 3 e 12 (Tabela 10) correspondem ao acido galico e a quercetrina,
respectivamente. A quercetrina é um flavonoide pertencente a classe dos flavondis e ja foi
descrita anteriormente como constituinte de folhas de T. guianensis (Correia et al., 2008).
Para os trés grupos, o constituinte majoritario detectado em 352 nm foi a quercetrina (FT
0,92%, FRNI 0,88% e FRI 0,93%).

A analise dos espectros UV-visivel (Figura 17) permite sugerir que as substancias
de 8 a 11 (Tabela 10) séo derivadas de quercetina, enquanto que as substancias 13 e 14
(Tabela 10) sdo derivadas de campferol, todas elas pertencentes a classe dos flavonais.

Trabalhos que discutem como o metabolismo secundario de plantas hospedeiras é
afetado pela presenca da planta parasita sdo escassos. Geralmente a abordagem das
pesquisas envolvendo mecanismos de defesa na relagcdo planta-planta parasita consiste
em comparar cultivares resistentes e suscetiveis para verificar quais sdo 0s mecanismos
de defesa responsaveis pela resisténcia e/ou suscetibilidade em determinados cultivares.

Como exemplo, Goldwasser et al. (1999), ao comparar o teor de fenodlicos nas
raizes de um cultivar resistente e de um cultivar suscetivel de ervilhaca parasitada e nédo
parasitada pela holoparasita de raiz Orobanche aegyptiaca, verificaram que houve um
aumento na quantidade de fendlicos em individuos parasitados e esse aumento foi maior
no cultivar resistente. Outros trabalhos envolvendo plantas parasitas de raiz também
relacionaram a presenca dessa classe de metabdlitos secundarios como um mecanismo
de defesa frente a essas plantas parasitas (Echevarria-Zomefo et al., 2006; Lozano-
Baena et al., 2007). Em uma interagdo envolvendo V. album e dois cultivares de alamo,
um resistente e outro suscetivel, constatou-se que o cultivar resistente apresentou maior
guantidade de flavonoides que o suscetivel. Dessa forma, 0s autores sugeriram que
flavonoides, uma importante classe de substancias fendlicas, constituem um mecanismo
de defesa vegetal frente a esse grupo de plantas parasitas (Hariri et al., 1991). Segundo
Hariri et al. (1991), flavonoides constituiiam um mecanismo de defesa por contribuirem
para a rejeicdo do patégeno em duas formas: agindo como substancias toxicas (como
ocorre em alguns casos de associa¢fes fungo-planta) ou agindo como barreira quimica
para a parasita. Alguns autores sugerem que a liberacdo de substancias fendlicas pela
planta hospedeira tornaria o ambiente celular quimicamente hostil para as células

intrusivas da planta parasita (Echevarria-Zomenio et al., 2006; Lozano-Baena et al., 2007).
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Nesses trabalhos o0s autores constataram que o0s cultivares suscetiveis
apresentaram menores teores de flavonoides e outros fendlicos que os resistentes, mas
eles ndo compararam as quantidades de tais substancias em plantas suscetiveis
parasitadas e ndo parasitadas. Segundo Neumann et al. (1999) mesmo plantas
suscetiveis sdo capazes de detectar a presenca da planta parasita e, embora ndo sejam

capazes de resistir a infestacao, elas conseguem ativar mecanismos de defesa.
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Figura 17: Espectros de absorgdo UV-visivel das substancias detectadas por CLAE-DAD em 352
nm em folhas de T. guianensis. Os nimeros correspondem aos constituintes listados na tabela 10.
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No presente trabalho foi verificado que P. crassifolium afeta quantitativamente a
producdo de substancias fendlicas em T. guianensis principalmente nos ramos, local em
gue se instala. Em ramos infestados foi observado um menor teor de carboidratos
soluveis, amido (exceto na galha), lipideos e nitrogénio, sobretudo nas regides proximal e
distal. Por outro lado, metabdlitos secundarios destinados para a defesa podem ser
realocados para desenvolvimento, crescimento e manutencao do corpo vegetativo quando
necessario (Neilson et al., 2013). Portanto, pode-se sugerir que em ramos infestados as
substancias fendlicas foram realocadas para tais finalidades. Contudo, se essa possivel
realocacao foi comandada pela hospedeira ou pela parasita ndo se sabe.

Um estudo integrado envolvendo carbono marcado, monitoramento de carboidratos
e substancias fendlicas durante o estabelecimento e desenvolvimento da parasita na
hospedeira permitiria um melhor entendimento sobre a alocacdo e realocacdo desses
compostos, inclusive, se de fato ela ocorre.

A regido da galha apresentou quantidade de flavonoides significativamente superior
em relacdo aos demais grupos de ramos. Essa regido € composta pela combinacdo de
tecidos da hospedeira com tecidos da parasita. De fato, ramos de P. crassifolium (RP
2,08%) apresentaram teores de flavonoides superiores aos de ramos de T. guianensis
(RT 0,27%), como pode ser verificado nas tabelas 9 e 11. Essa regido pode conter
maiores teores de flavonoides devido a presenca do tecido da parasita que contém niveis
mais elevados dessa classe de fendlicos que os ramos da hospedeira. Em contrapartida,
nessa regido ha a presenca do haustoério e a sua penetracdo no tecido da hospedeira é
reportada como um dano mecanico (Teixeira-Costa & Ceccantini, 2015) e, segundo
Gobbo-Neto & Lopes (2007), esse tipo de injaria geralmente resulta em aumento na
producédo de fendlicos e outros metabdlitos secundarios nas regifes adjacentes ao tecido

injuriado.

Tabela 11 — Porcentagem de substancias fendlicas (média + desvio padrao) em folhas (FP) e
ramos (RP) de P. crassifolium coletados no municipio de Campanha, MG (n=9).

Classes Grupos
Analisadas FP RP
Fendis totais 9,04 +1,63 586 +1,17
Flavonoides 2,95+ 0,59 2,08+0,17
Taninos totais 1,46 + 0,17 1,24 +0,12
Proantocianidinas 4,25 + 0,87 1,47 + 0,67
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Na figura 18 esta plotado o conteudo de flavonoides obtido por doseamento nos
ramos de P. crassifolium e nos diferentes grupos de ramos de T. guianensis. Fica claro
observar que a planta parasita apresentou até 5 vezes mais flavonoides que o observado

para os ramos da planta hospedeira.
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Figura 18: Conteudo de flavonoide (%) em ramos de P. crassifolium e de T. guianensis. RP, ramo
de P. crassifolium; RT, ramo de T. guianensis ndo parasitada; RNI, ramo ndo infestado de T.
guianensis; RPRI, regido proximal do ramo infestado; RGRI, regido da galha do ramo infestado; e
RDRI, regido distal do ramo infestado. Médias seguidas por letras diferentes séo estatisticamente
diferentes (p<0,05).

Nas andlises em CLAE-DAD dos ramos de T. guianensis foi possivel detectar um
total de 15 substancias em 280 nm (Tabela 12), todas elas pertencentes as classes dos
acidos fendlicos, entre eles, o acido gélico, e dos fenilpropanoides, como o &cido
clorogénico e outros derivados do acido hidroxicinamico (constituintes 4 e 12, Tabela 12).
Os constituintes detectados foram identificados com base nos espectros UV-visivel e
tempos de retencdo de amostras auténticas, mas a maioria das substéncias nao
apresentou correspondéncia com os padrées que o Laboratorio de Fitoquimica possui.
Dessa forma, pelos espectros UV-visivel foram sugeridas as classes as quais tais
constituintes pertencem. Na figura 19 sao apresentados os espectros UV-visivel de todas
as substancias detectadas a 280 nm nos ramos da hospedeira.

A substancia majoritaria para todos os grupos, exceto RGRI, foi o constituinte 13
(Tabela 12), enquanto que para a galha o acido clorogénico foi o0 constituinte majoritario

do extrato.
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Tabela 12 — Porcentagem de constituintes fendlicos (média + desvio padrdo) detectados por CLAE-DAD (280 nm) em ramos de T. guianensis nao
parasitada por P. crassifolium (RT, n=6), ramos infestados (RPRI, RGRI e RDRI, n=9) e ramos nao infestados (RNI, n=9) de T. guianensis
parasitada por P. crassifolium coletados no municipio de Campanha, MG. RPRI, regido proximal do ramo infestado; RGRI, regido da galha do
ramo infestado; RDRI, regido distal do ramo infestado; Tr, tempo de retencao (min.). Para uma mesma linha, médias seguidas de letras diferentes
correspondem a médias estatisticamente diferentes (p<0,05).

UV-Visivel

Classe de fendlicos Tr (nm) RT RNI RPRI RGRI RDRI
1 Fenilpropanoide 0,978 280 0,16 +0,04a 0,19+0,08a 0,06+0,01b 0,06 +0,01b 0,06 £0,01b
2 Fenilpropanoide 1,187 275 0,04+0,01a 0,02+0,01a 0,02+0,00b 0,02+0,00 b 0,02+0,00b
3 Acido galico 1,216 278 0,06 £+0,01a 0,06+0,02a 0,03+0,01b 0,03+0,00b 0,04+0,01b
4 Derivado de acido 1,365 296 (om), 325 - - - 0,03+£0,01 -
hidroxicinamico
5 Fenilpropanoide 1,381 280 0,03+0,00 a 0,03 £ 0,01a 0,03+0,00 a - 0,04 £ 0,00 a
6 Fenilpropanoide 1,447 280 0,04+0,01ab 0,05+0,01a 0,03+0,00b 0,03+0,00b 0,03+0,00b
7 Acido clorogénico 1,682 296 (om), 325 - - - 0,19+ 0,03 -
8 Fenilpropanoide 1,701 280 0,05+0,00a 0,05+0,01a 0,04+0,00b - 0,04 +0,00b
9 Fenilpropanoide 1,918 280 0,12+0,01a 0,13+0,02a 0,08+0,01b 0,08+0,02b 0,08+0,01b
10 Fenilpropanoide 2,307 280 0,04+0,01a 0,05+0,01a 0,04+0,00a - 0,05+ 0,00 a
11 Fenilpropanoide 2,528 280 0,04 +£ 0,00 a 0,04 +0,0la 0,04+0,01a 0,05+0,01 a 0,04 +0,01 a
12 Derivado de acido 8,814 296 (om), 325 - - - 0,10+ 0,03 -
hidroxicinamico
13 Fenilpropanoide 22,534 280 0,27+0,08ab 0,27+0,07a 0,21+0,06ac 0,13+0,06c 0,18 + 0,03 bc
14 Fenilpropanoide 22,620 280 0,13+ 0,06 a 0,13+0,04a 0,10+0,02a - 0,13+0,04 a
15 Fenilpropanoide 26,597 275 0,05+0,00a 0,05+0,00a 0,06+0,00a 0,05+ 0,00 a 0,05+ 0,00 a
Flavonoides - - - - -
Fenilpropanoides 0,89 £ 0,03 ab 1,02+0,16a 0,67+0,11Db 0,81 +0,17b 0,65+0,13b
Total 0,89+0,03ab 1,02+0,16a 0,67+0,11b 0,81 +0,17b 0,65+0,13 b
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Figura 19: Espectros de absorgdo UV-visivel das substancias detectadas por CLAE-DAD em 280
nm em ramos de T. guianensis. Os numeros correspondem aos constituintes listados na tabela
12.

Como é possivel observar nos cromatogramas dos cinco grupos de ramos de T.
guianensis analisados no presente trabalho (Figura 20), apenas a regido da galha (RGRI)
difere qualitativamente dos demais grupos. Deste modo, diferentemente dos outros
grupos de ramos (RT, RNI, RPRI e RDRI), a galha apresentou as substancias 4, 7 e 12
(Tabela 12), todas elas presentes nos ramos de P. crassifolium, resultado apresentado
mais adiante. Tal fato ndo é de surpreender uma vez que a galha é o local em que a
parasita se instala na hospedeira, logo é uma regido que apresenta tecido das duas

plantas.
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Figura 20: Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD em 280 nm de (A): ramo de T. guianensis ndo
parasitada (RT); (B): ramo néo infestado de T. guianensis parasitada (RNI); (C): regido proximal
do ramo infestado (RPRI); (D): regido da galha do ramo infestado (RGRI); e (E): regido distal do

ramo infestado (RDRI).
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Os grupos RT, RNI, RPRI e RDRI ndo apresentaram diferencas qualitativas, mas
alguns de seus constituintes diferem quantitativamente, como pode ser verificado na
tabela 12. Os dois grupos de ramos nao infestados de T. guianensis (RT e RNI) néo
apresentaram diferenca significativa no contetdo de nenhum dos 12 constituintes comuns
aos dois grupos e é interessante ressaltar que esses dois grupos apresentaram
guantidades significativamente superiores para algumas das substancias detectadas (1, 2,
3, 8 e 9) quando comparados aos grupos de ramos infestados, dentre elas o acido gélico
(substancia 3, Tabela 12), constituinte de galotaninos. Este resultado corrobora com o
encontrado para dosagens de taninos totais onde RT e RNI apresentaram maiores teores
gue os ramos néo infestados (Tabela 9).

Para ramos infestados (RPRI, RGRI e RDRI) nao foi verificada diferenca
significativa entre os constituintes compartilhados pelos trés grupos.

Os ramos nao infestados da planta hospedeira (RNI) foi o grupo que apresentou o
maior teor de fenilpropanoides, juntamente com os ramos dos individuos ndo parasitados
(RT), como pode ser observado na tabela 12. Entre esses dois ultimos grupos, néo foi
observada diferenca relevante no conteddo dos diferentes constituintes fendlicos.
Entretanto, RNI difere significativamente dos grupos de ramos infestados (RPRI 0,67%,
RGRI 0,81% e RDRI 0,65%) que, por sua vez, ndo apresentaram diferenca significativa
entre si. Os maiores conteudos de fenilpropanoides em RT e RNI estdo de acordo com as
dosagens realizadas em microplaca para substancias fendlicas totais (Tabela 9), na qual
esses grupos também apresentaram os maiores teores dessa classe de substancias. E
importante salientar que ndo foram detectados flavonoides em ramos quando se utilizou a
analise por CLAE-DAD com detec¢do em 352 nm e, por isso, optou-se em apresentar 0s
resultados apenas das substancias detectadas em 280 nm. Esse resultado indica que
flavonoides das classes das flavonas e flavondis ndo ocorrem, ou ocorrem em
guantidades abaixo do nivel de deteccdo do equipamento, nos ramos de T. guianensis,
mas que outras classes podem estar presentes, mas nao foram analisadas neste estudo.

Pelas analises em CLAE-DAD com deteccdo em 352 nm dos extratos de P.
crassifolium foi possivel detectar 9 constituintes, que estao apresentados na tabela 13. As
nove substancias foram detectadas nas folhas (FP), enquanto apenas sete foram

encontradas nos extratos de ramos (RP).
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Tabela 13 — Porcentagem de constituintes fendlicos (média + desvio padrdo) detectados por
CLAE-DAD (352 nm) em folhas (FP) e ramos (RP) de P. crassifolium (n=9) coletados no municipio
de Campanha, MG. Tr, tempo de retengéo (min.).

Classe de Tr UV-Visivel (nm) FP RP
1 Fenilpropanoide 0,978 280 0,02+0,00 0,02+0,00
2 Derivado de acido 1,354 296 (om), 325 0,05+0,01 0,04+0,01
hidroxicinamico
3 Acido clorogénico 1,679 296 (om), 325 0,95+0,27 1,04+0,24
4 |so-orientina 3,220 257 (om), 270, 350 0,18 +0,09 0,04 +0,01
5 Derivado de luteolina 3,751 257, 268 (om), 349 0,12+ 0,06 0,03+0,01
6 Rutina 5,289 257, 266 (om), 292 (om), 356 0,07 +0,01 0,04 +0,01
7 Vitexina 5,472 269, 297 (om), 336 0,07 £ 0,02 -
8 Derivado de 5,593 270, 336 0,11 £ 0,04 -
apigenina
9 Derivado de acido 8,839 298 (om), 326 0,55+0,19 0,41+0,13
hidroxicinamico
Flavonoides 0,45+0,24 0,06 +0,05
Fenilpropanoides 155+0,28 1,57+0,16
Total 2,12+0,46 1,63+0,15

A figura 21 traz os cromatogramas obtidos por CLAE-DAD em 352 nm para 0s
extratos de folhas e ramos de P. crassifolium. Os espectros de UV-visivel dos
constituintes detectados estdo apresentados na figura 22. Deste modo, para a planta
parasita, em 352 nm, foram detectados cinco flavonoides e quatro fenilpropanoides. Entre
os fenilpropanoides, foi possivel identificar apenas a substancia 3 que corresponde ao
acido clorogénico, entretanto de acordo com as caracteristicas do espectro UV-visivel das
substancias 2 e 9 (Tabela 13, Figura 22), pode-se sugerir que ambos sejam derivados do
acido hidroxicindmico. Esses trés ultimos constituintes também foram detectados na
regido da galha (RGRI), como mencionado anteriormente.

Quanto aos flavonoides, foi possivel identificar um flavonol, a rutina (substancia 6,
Tabela 13), e duas flavonas C-glicosiladas, a iso-orientina e a vitexina, substancias 4 e 7
(Tabela 13), respectivamente. Os flavonoides que correspondem aos constituintes 5 e 8
nao foram identificados, mas pela analise de seus espectros UV-visivel pode-se sugerir
gue sao derivados de luteolina e apigenina, respectivamente, ambos pertencentes a
classe das flavonas (Tabela 13, Figura 22).

Varela et al. (2004) analisando Phoradendron liga detectou quatro C-
glicosilflavonas: apigenina-6-C-glicosideo  (isovitexina), apigenina-6-C-galactosideo,
apigenina-8-C-glicosideo (vitexina) e luteolina-6-C-xilosideo-8-C-glicosideo. LoOpez-
Martinez et al. (2013) estudando extratos de Phoradendron brachystachyum, observaram

derivados metoxilados de apigenina, como acacetina (apigenina-4 -metil éter) e acacetina
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7-metil éter. Tais estudos corroboram os resultados encontrados neste trabalho, com a

presenca majoritaria de flavonas em P. crassifolium.
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Figura 21: Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD em 352 nm. (A): folhas de P. crassifolium
(FP); e (B): ramos de P. crassifolium (RP).

Ainda no que diz respeito as andlises realizadas em 352 nm para a planta parasita,
verificou-se que as folhas apresentaram maiores teores de flavonoides (0,45%) e
fendlicos totais (2,12%) que os ramos (0,06% e 1,63%). Quanto aos fenilpropanoides,
folhas (1,55%) e ramos (1,57%) apresentaram quantidades semelhantes.

Diferentemente de T. guianensis, P. crassifolium apresentou flavonoides e
fenilpropanoides quando analisados os cromatogramas obtidos por CLAE-DAD em 280
nm. Nesse comprimento, foram detectadas 15 substancias que estéo listadas na tabela
14. Em 280 nm, apenas rutina e vitexina, detectadas em 352 nm, n&o foram detectadas.

As oito substancias (2, 3, 5, 7, 8, 9, 14 e 15) encontradas apenas nesse comprimento de
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onda pertencem a classe dos fenilpropanoides. Os espectros UV-visivel das 15

substancias detectadas em 280 nm estéo apresentados na figura 23.
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Figura 22: Espectros de absorcdo UV-visivel das substancias detectadas por CLAE-DAD em 352
nm de P. crassifolium. Os nimeros correspondem aos constituintes listados na tabela 13.

Em ambos os comprimentos analisados, o constituinte mais abundante encontrado
tanto em folhas como em ramos de P. crassifolium foi o acido clorogénico. A substancia
13 (Tabela 14), um derivado do acido hidroxicinamico, foi o segundo composto mais
relevante para os dois 6rgaos analisados da planta parasita em 280 nm (FP 0,63% e RP
0,45%).

Como esperado, foram obtidos maiores valores de fenilpropanoides para folhas (FP
2,25%) e ramos (RP 2,15%) em 280 nm quando comparados aos obtidos em 352 nm,
visto que, a banda de absorcédo dos fenilpropanoides varia entre 280 e 325 nm, como
citado anteriormente. Em 280 nm, os flavonoides, por sua vez, foram detectados apenas
nas folhas (FP 0,22%) de P. crassifolium. Nas folhas foi verificado, ainda, maior
abundancia de constituintes (15 substancias) quando comparadas com os ramos (10

substancias). Na figura 24 é possivel observar os cromatogramas obtidos para esses dois
orgaos em 280 nm.
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Tabela 14 — Porcentagem de constituintes fenolicos (média + desvio padrdo) detectados por
CLAE-DAD (280 nm) em folhas (FP) e ramos (RP) de P. crassifolium (n=9) coletados no municipio
de Campanha, MG. Tr, tempo de retengéo (min.).

%ﬁi?uigs Tr UV-Visivel (nm) FP RP

1 Fenilpropanoide 0,977 280 0,04 + 0,00 0,03 £ 0,00

2 Fenilpropanoide 1,188 - 0,02+0,00 0,02+0,00

3 Fenilpropanoide 1,213 - 0,03+0,00 0,03+0,00

4 Derivado de acido 1,354 296 (om), 325 0,07 £ 0,02 0,05+0,01
hidroxicinamico

5 Fenilpropanoide 1,432 268 0,04 £ 0,01 0,05+ 0,02

6  Acido clorogénico 1,679 296 (om), 325 1,17+0,33  1,28+0,29

7 Fenilpropanoide 1,846 280 0,04 £ 0,00 -

8 Fenilpropanoide 2,472 315 0,06 £ 0,02 0,05+0,01

9 Fenilpropanoide 2,615 280 0,08 + 0,02 0,05 +0,01

10 Iso-orientina 3,222 257 (om), 270, 350 0,11 £ 0,05 -

11 Derivado de luteolina 3,755 258, 269 (om), 348 0,07 £ 0,02 -

12 Derivado de 5,593 270, 336 0,08 + 0,01 -
apigenina

13 Derivado de acido 8,839 298 (om), 326 0,63+0,22 0,45 £ 0,15
hidroxicinamico

14  Fenilpropanoide 15,904 313 0,15+ 0,03 -

15 Fenilpropanoide 26,599 275 0,06 £ 0,00 0,05+ 0,00
Flavonoides 0,22 +0,13 -
Fenilpropanoides 2,25+ 0,39 2,15+0,18
Total 2,64 +0,61 2,15+0,18
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Figura 23: Espectros de absorcdo UV-visivel das substancias detectadas por CLAE-DAD em 280
nm de P. crassifolium. Os numeros correspondem aos constituintes listados na tabela 14.

68



V.Resultados e Discussao

(A) s FP
1200
1000 —
6
800 -
600 —
400 —
200 8 o 13
2k 17 e
26|17 1011 12 14 .
o A
T T T T T T
o 5 10 15 20 25 30 miry
(B) RP
1200
1000 — 6
200 -
500 —
400
200 8 9 13
4
158 /‘ j\ 15
el RN e o o
5 10 15 20 25 30 i

Figura 24: Cromatogramas obtidos por CLAE-DAD em 280 nm. (A): folhas de P. crassifolium
(FP); e (B): ramos de P. crassifolium (RP).

Novamente, pelos resultados obtidos pela analise em CLAE-DAD, P. crassifolium
afetou qualitativamente e guantitativamente a producdo de substancias fendlicas em T.
guianensis principalmente nos ramos, local em que se instala. A regido da galha € a que
mais se diferencia qualitativamente das demais regides de ramos infestados, pois
apresenta 4cido clorogénico, detectado somente em P. crassifolium. Outros
fenilpropanoides detectados mostraram conteudos reduzidos nos tecidos das trés regides
analisadas dos ramos infestados de T. guianensis. Em ramos infestados também foi
observado um menor teor de carboidratos sollveis, amido (exceto na galha), lipideos e
nitrogénio, sobretudo nas regides proximal e distal.

A regido da galha apresentou quantidade de flavonoides significativamente superior
em relacdo aos demais grupos de ramos quando analisados por doseamento, método
menos especifico que CLAE. Nessa ultima analise, nenhum flavonoide foi detectado, nem
em 352 nm nem em 280 nm, em nenhum tecido do ramo da hospedeira. Esse resultado

indica que fenilpropanoides sdo os constituintes majoritarios nesses tecidos, mascarando
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a presenca de flavonoides que devem ocorrer em quantidades abaixo das detectadas
pela andlise e, por isso, ndo integrados pelo programa. Tal resultado pode indicar, ainda,
gue outras classes de flavonoides que ndo somente flavonas e flavondis estejam
presentes nos ramos da hospedeira e que absorvem em comprimentos ndo analisados,
mas que reagem com o cloreto de aluminio no ensaio de doseamento. Em contrapartida,
como mencionado anteriormente, a regido onde h4 a penetracdo do haustério no tecido
da hospedeira é reportada como uma regido de intenso dano mecéanico (Teixeira-Costa &
Ceccantini, 2015) o qual geralmente resulta em aumento na producdo de fendlicos
(Gobbo-Neto & Lopes, 2007). De fato parece haver uma tendéncia a maior quantidade de
fenilpropanoides na regido da galha em relacdo as duas regifes adjacentes, mas essa

diferenca néo foi estatisticamente significativa.
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A presenca da interacdo parasitica entre P. crassifolium e T. guianensis afetou
guimicamente folhas e ramos da hospedeira, sendo que 0s ramos em que a parasita se
estabeleceu foi 0 local em que os efeitos negativos foram mais evidentes. A presenca da
parasita provocou significativa reducdo nos conteddos de carboidratos soluveis, amido,
lipideos e nitrogénio nos ramos infestados. Aparentemente esse visco age como um
orgao dreno que além de translocar nitrogénio também obtém carbono de sua hospedeira.

A reducéo de nitrogénio nos tecidos parasitados era esperada, pois se sabe que
viscos dependem de suas hospedeiras para a obtencdo de agua e nutrientes e que
nitrogénio constitui um dos principais fatores limitantes para o crescimento desse grupo
de plantas parasitas. Entretanto, a significativa reducdo de carboidratos sollveis ndo era
esperada, pois durante muito tempo pensou-se que viscos parasitas de xilema obtinham
carbono apenas de forma autotrofica. Os resultados deste estudo corroboram outros que
demonstraram que viscos parasitas de xilema podem obter quantidades significativas de
carbono a partir de suas hospedeiras.

A regido da galha apresentou maiores teores de materiais de reserva que as
demais regibes dos ramos infestados, sugerindo que essa regido, em que ocorre 0
contato entre as duas plantas, possa ser usada pela parasita como um local de
armazenamento de reserva energética para alocacéo e realocacéo de carbono.

Quanto ao impacto da parasita no metabolismo secundario de T. guianensis,
verificou-se que P. crassifolium também afetou negativamente os ramos infestados em
seus contetudos de substancias fendlicas. Houve reducdo de todas as classes de
fendlicos avaliadas em ramos infestados, exceto na galha onde foi observado maior
conteudo de flavonoides. Tal resultado, aliado as maiores quantidades de amido e
lipideos, aponta a regido da galha como a mais afetada pela relacao parasitica, diferindo
extremamente das demais regides de ramos infestados e de ramos n&o parasitados.

Esperava-se encontrar maiores teores de substancias fendlicas nos ramos
infestados, visto que, muitos fendlicos sdo usados pelas plantas como mecanismo de
defesa frente a diversos fatores bidticos e abiodticos. Alguns autores apontam o0 aumento
de substancias fendlicas em tecidos injuriados, além de sugerirem o0 acumulo dessas
substancias como um mecanismo a fim de tornar o ambiente celular mais toxico ao
organismo invasor. Entretanto, tal resultado ndo foi observado neste estudo, pelo
contrario, apenas o conteudo de flavonoides foi maior na regido da galha que nas demais

regides dos ramos infestados. Duas sugestdes sao propostas para o aumento de
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flavonoides observado nessa regido: 1. a presenca nessa regido do tecido da parasita que
contém maiores teores de flavonoides que ramos da hospedeira; e 2. 0 aumento de
flavonoides é uma resposta da hospedeira frente & injuria sofrida nesses tecidos em
virtude da penetracdo do haustorio e essas substancias agiriam como antioxidantes de
espécies reativas de oxigénio (ROS) formadas em resposta ao estresse.

Outro aspecto interessante observado na relacdo T. guianensis vs. P. crassifolium
foi que ramos nédo infestados de individuos parasitados de T. guianensis parecem sofrer
acumulo de substancias fendlicas, o que pode levar a sugerir um mecanismo de defesa
usado pela hospedeira com o intuito de evitar ou mesmo diminuir novas infestacdes de
um individuo j& parasitado, aumentando, principalmente, seus contetdos de taninos.

Mediante tais evidéncias, pode-se propor que essa reducdo de substancias
fendlicas em ramos infestados se deva a uma possivel realocacdo de carbono para
crescimento, desenvolvimento e manutencao do ramo da hospedeira, assim como defesa
de ramos ainda nao infestados.

Para melhor compreenséo de como as diferentes variaveis analisadas caracterizam
os ramos de T. guianensis, 6rgdo mais afetado pela parasita, foi realizada uma analise
multivariada de componente principal (PCA) utilizando os dados de 11 variaveis, séo elas:
substancias fendlicas totais, flavonoides, taninos totais, proantocianidinas,
fenilpropanoides, carboidratos solluveis, amido, lipideos, carbono, nitrogénio e razao C/N.

O resultado da PCA mostrou que 68% da variabilidade verificada nos dados podem
ser explicadas pelos dois primeiros eixos. Na tabela 15 estdo listados os valores das
variancias explicadas por essa andlise e podemos notar que os valores encontrados estao
acima dos valores esperados, comprovando a robustez da analise.

Na figura 25 pode-se observar que os grupos de ramos estéo distribuidos ao longo
do eixo 1 de acordo com a presenc¢a ou auséncia da parasita nos mesmos. No extremo do
lado positivo do eixo 1 estdo posicionados 0s grupos que correspondem aos ramos nao
infestados (RNI) e aos ramos nao parasitados (RT), enquanto que no lado negativo
encontram-se os grupos de ramos infestados (RPRI, RGRI e RDRI).

Na tabela 16, estdo listados os coeficientes de correlagdo de Pearson para as 11
variaveis analisadas e como elas influenciam na distribuicdo dos grupos de ramos ao
longo dos dois primeiros eixos (apresentados na figura 25). Para o eixo 1, as variaveis
gue mais influenciaram a distribuicdo dos grupos foram os contetdos de substancias
fendlicas (FT, por doseamento) e de fenilpropanoides (FE, por CLAE-DAD), embora
outras variaveis como taninos (TT e PR) e nitrogénio (N) também apresentaram valores

de correlacdo acima de 0,300.
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Tabela 15 — Porcentagem de variancia explicada e esperada (estimada pelo teste de vara
guebrada) na analise de PCA para a interacao T. guianensis vs. P. crassifolium. CP, componente
principal.

cp % de variancia % de variancia % de variancia
acumulada esperada
1 49,148 49,138 27,453
2 18,829 67,967 18,363
3 10,000 77,967 13,817
4 8,139 86,106 10,787
5 4,139 90,245 8,514
6 3,750 93,995 6,696
7 2,757 96,751 5,181
8 1,495 98,246 3,882
9 0,817 99,064 2,746
10 0,595 99,659 1,736
11 0,341 100,000 0,826

Outro aspecto interessante € que as amostras de ramos ndo infestados de T.
guianensis parasitada (RNI) foram posicionadas mais proximas ao extremo do lado
positivo do eixo 1 do que ramos de T. guianensis ndo parasitada (RT), indicando que RNI
apresentou maior teor de fendlicos (taninos totais, proantocianidinas, fenois totais e
fenilpropanoides) que RT. Este resultado reforca uma possivel resposta sistémica
adquirida com o objetivo de diminuir ou mesmo evitar infestacbes em ramos ainda nao

infestados por P. crassifolium.

Tabela 16 — Coeficientes de correlagdo de Pearson entre as 11 variaveis analisadas e os eixos 1 e
2 da andlise de PCA. Em cinza, destaque para os vetores de maior influéncia em cada eixo. FT,
fenol total; FL, flavonoide; TT, tanino total, PR, proantocianidina; FE, fenilpropanoide; CS,
carboidrato soltvel; AM, amido; LP, lipideo; C, carbono; N nitrogénio; e C/N, razédo C/N.

Variaveis Eixo 1 Eixo 2
FT 0,377 0,274
FL 0,250 -0,283
TT 0,326 0,418
PR 0,339 0,338
FE 0,361 0,129
CS 0,286 0,206
AM 0,162 -0,382
LP 0,297 -0,162
C -0,195 0,313
N 0,336 -0,340
CIN -0,312 0,332

No eixo 2, por sua vez, a distribuicdo dos grupos se deu de acordo com a presenca
de tecidos da parasita no grupo analisado, ou seja, no lado positivo estdo os grupos que
apresentam apenas tecidos da hospedeira (RT, RNI, RPRI e RDRI), ao passo que, no

lado negativo esta posicionado o grupo que contém o tecido da parasita (RGRI). A
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distribuicdo dos grupos de ramos no eixo 2 foi influenciada sobretudo pelos teores de
amido (AM), nitrogénio (N) e taninos totais (TT). De fato, a regido da galha diferiu
principalmente das regides proximal e distal por apresentar maiores teores de amido e
nitrogénio e menores teores de taninos totais. Dessa forma, a regido da galha, que
apresenta tecido tanto da hospedeira como da parasita, parece apresentar conteludos
para essas trés variaveis influenciados pela presenca do tecido da parasita.

Em suma, como postulado no inicio do estudo, P. crassifolium afeta tanto o
metabolismo primario como o secundéario de sua hospedeira, T. guianensis. Entretanto,
refutamos nossa hipotese inicial de que as quantidades de substancias fendlicas seriam
aumentadas pela presenca do parasitismo, uma vez que 0S grupos de ramos de
individuos nédo parasitados e o de ramos néo infestados dos individuos parasitados foram
0S que apresentaram 0s maiores conteludos de substancias fendlicas (tanto total como
das classes analisadas). Contudo, mais estudos sdo necessarios para esclarecer, por
exemplo, se de fato a parasita transloca carbono, nitrogénio e outras substancias a partir
da hospedeira, se a parasita consegue comandar a¢cdes no metabolismo de T. guianensis
e qual o nivel de sua influéncia no metabolismo da hospedeira.

Por fim, vale ressaltar que este projeto foi desenvolvido em colaboracdo com o
Laboratorio de Anatomia de Plantas Vasculares do Instituto de Biociéncias da USP, no
gual a mestra Luiza Teixeira-Costa estudou os impactos anatdmicos provocados por P.
crassifolium em T. guianensis. A integracdo dos resultados obtidos por ambas as
dissertacdes auxiliardo na melhor compreensdo da interacdo parasitica do modelo
estudado. Tais fatos demonstram o0s beneficios da realizacdo de estudos
multidisciplinares na melhor compreensdo de estudos que envolvam interagdes

ecoldgicas.
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VI

Conclusoes

P. crassifolium afetou quimicamente as folhas e os ramos de individuos parasitados
de T. guianensis quando comparados aos ndo parasitados, porém ramos, local em
gue a parasita se estabelece, € o 6rgdo mais drasticamente afetado quando
comparado as folhas.

Houve reducdo significativa no conteudo de nitrogénio, algo esperado, visto que
viscos parasitas de xilema dependem de suas hospedeiras para obtencdo de agua e
nutrientes.

Observou-se menor teor de carboidratos sollveis em ramos infestados, algo ndo
esperado, ja que durante muito tempo pensou-se que viscos parasitas de Xilema
obtinham carbono apenas de forma autotréfica. Os resultados obtidos neste estudo
corroboram 0s poucos relatos na literatura de que espécies de Phoradendron
também obtém carbono de forma heterotrofica.

Sugere-se que o0 maior teor de material de reserva observado na regido da galha
seja uma possivel estratégia de alocacdo e realocacdo de carbono pela planta
parasita.

A hipotese de que ramos infestados apresentariam maior teor de substancias
fendlicas foi refutada e os menores contetdos de carboidratos solUveis e materiais
de reserva observados nos ramos infestados podem ter influenciado na sintese de
substancias fendlicas resultando na redugédo observada nestes mesmos ramos.

O maior teor de substancias fendlicas observado em ramos ndo infestados de
individuos parasitados de T. guianensis (RNI) sugere o mecanismo de resposta
sistémica adquirida, no qual maiores teores de substancias fendlicas poderiam
funcionar como um mecanismo de defesa da planta hospedeira para diminuir ou

mesmo evitar novas infestacdes em ramos ainda nao infestados.
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IX. Resumo

IX. Resumo

Plantas parasitas sdo aquelas que retiram 0S recursos necessarios para a sua
sobrevivéncia de outras plantas (hospedeiras) por meio de uma estrutura denominada
haustério, que permite que a parasita se conecte ao sistema vascular da hospedeira. As
plantas podem responder ao ataque parasita ativando alguns mecanismos de defesa,
dentre eles, a producdo de substancias fendlicas. Os viscos constituem um grupo de
plantas parasitas aéreas pertencentes a Santalales que podem ser divididos em viscos
holoparasitas ou hemiparasitas. Alguns géneros de viscos sdo de importancia econémica,
dentre eles, Phoradendron, um género de visco hemiparasita. Esse trabalho teve como
objetivos determinar os conteddos de taninos, flavonoides, fenilpropanoides, carboidratos
solaveis, amido, lipideos e a razdo carbono/nitrogénio, além de avaliar como a relagédo
parasitica afeta o metabolismo das espécies envolvidas. Para tanto, coletou-se no
municipio de Campanha (MG) folhas e ramos de seis individuos nao parasitados de
Tapirira guianensis (FT e RT) e, a partir de nove individuos parasitados de T. guianensis,
foram coletados ramos e folhas de Phoradendron crassifolium (RP e FP), ramos néo
infestados da hospedeira e suas folhas (RNI e FRNI) e ramos infestados de T. guianensis
e suas folhas (RI e FRI), sendo que ramos infestados foram divididos em regido proximal,
galha e distal (RPRI, RGRI e RDRI). Como principais resultados estdo o aumento no teor
de proantocianidinas e de carboidratos soluveis em FRNI e FRI em relagdo a FT. Ramos
infestados sofreram reducdo nos conteudos de carboidratos solUveis, amido, lipideos,
nitrogénio e substancias fendlicas, exceto na regido da galha (RGRI) em que aumentos
de amido e flavonoides foram verificados. Observou-se ainda que RNI parece ter sofrido
um acumulo de substancias fendlicas. O conjunto dos resultados obtidos mostra que P.
crassifolium afeta o metabolismo primério e o secundario de T. guianensis, com influéncia
mais pronunciada nos ramos que nas folhas da hospedeira. Pode-se sugerir que a
parasita obtém nitrogénio e carboidratos soltveis de sua hospedeira e que pode ocorrer
uma possivel realocacdo de carbono para crescimento, desenvolvimento, manutencao e,
ainda, defesa de ramos néo infestados. Além disso, sugere-se que o acumulo de fendlicos
em ramos nao infestados (RNI) possa ser um mecanismo de defesa usado pela
hospedeira com o0 objetivo de evitar, ou mesmo diminuir, novas infestacbes em ramos

ainda nao parasitados.
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X. Abstract

X. Abstract

Parasitic plants are those that withdraw necessary resources for its survival from other
plants (hosts) through a structure so-called haustorium which enables the parasite to
connect to the host’s vascular system. Plants can respond to the parasite attack activating
some defense mechanisms, including the production of phenolic compounds. Mistletoes
are a group of stem parasitic plants belonging to Santalales that can be grouped into
holoparasite or hemiparasite mistletoes. Some mistletoes genera are of economic
importance among them Phoradendron, a hemiparasite mistletoe. This study aimed to
determine the contents of tannins, flavonoids, phenylpropanoids, soluble carbohydrates,
starch, lipids, the carbon/nitrogen ratio and evaluate how the parasitic relationship affects
the metabolism of the involved species. Were collected in Campanha (MG) leaves and
branches from six non-parasitized individuals of Tapirira guianensis, host plant (LT and
BT). From nine parasitized individuals of T. guianensis were collected branches and
leaves of Phoradendron crassifolium, the parasitic plant (BP and LP), non-infested host
branches and their leaves (NIHB and NIHB-L) and infested branches and their leaves (IHB
and IHB-L). Infested branches of T. guianensis were divided into proximal, gall, and distal
regions (IHB-P, IHB-G and IHB-D). Main results were an increase in the proanthocyanidin
and soluble carbohydrates content in NIHB-L and IHB-L in relation to LT. There was a
reduction of soluble carbohydrate, starch, lipids, nitrogen, and phenolic compounds in
infested branches, except in the gall region (IHB-G), which showed an increase of
flavonoids and starch contents. It was also observed that NIHB appears to accumulate
phenolic compounds. Results showed that P. crassifolium affects the primary and
secondary metabolism of T. guianensis, and branches were affected more intense than
the leaves. It can be suggested that the parasite withdraws nitrogen and soluble
carbohydrates from its host and this could result in possible carbon relocation for growth,
development, maintenance, and also defense of branches not yet infested. In addition, it
could be suggested the accumulation of phenolic compounds in non-infested branches
(NIHB) as a defense mechanism used by the host in order to prevent or even reduce new

infestations of an individual already parasitized.
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Figura Al: Espectro de massas obtido a partir de CG-EM do constituinte com tempo de retencdo de 9,8 minutos (A) e espectro de massas do
padréo éster metilico do acido palmitico (B).
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Figura A2: Espectro de massas obtido a partir de CG-EM do constituinte com tempo de retenc&o de 10,1 minutos.
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Figura A3: Espectro de massas obtido a partir de CG-EM do constituinte com tempo de retencdo de 11,5 minutos (A) e espectro de massas do
padrdo éster metilico do 4cido estearico (B).
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Figura A4: Espectro de massas obtido a partir de CG-EM do constituinte com tempo de retencdo de 11,7 minutos (A) e espectro de massas do
padréo éster metilico do acido oleico (B).
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Figura A5: Espectro de massas obtido a partir de CG-EM do constituinte com tempo de retencéo de 11,8 minutos.
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Figura A6: Espectro de massas obtido a partir de CG-EM do constituinte com tempo de retenc&o de 12,0 minutos.
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Figura A7: Espectro de massas obtido a partir de CG-EM do constituinte com tempo de retencdo de 12,1 minutos (A) e espectro de massas do
padréo éster metilico do 4cido linoleico (B).



67.1
9500

5000
8500
8000
7500
7000 51
£500
£000

5500

5000
4500
4000
3500
3000

2500

2000
1231

1500 1501

1000 263.2

1781
500 2202 208 2

Illhllh.ll Aheprrry ¥ |]I T T T T |‘!H3|2
40 B0 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 360 380 400

mz—»

Figura A8: Espectro de massas obtido a partir de CG-EM do constituinte com tempo de retencéo de 12,4 minutos.
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Figura A9: Espectro de massas obtido a partir de CG-EM do constituinte com tempo de retencdo de 12,8 minutos (A) e espectro de massas do
padrdo éster metilico do acido linolénico (B).
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Figura A10: Espectro de massas obtido a partir de CG-EM do constituinte com tempo de retencéo de 13,1 minutos.



