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RESUMO

Introducgéo: Os insetos galhadores manipulam o desenvolvimento de suas plantas hospedeiras. Galhas séo
ricas em metabdlitos secundarios, como compostos fendlicos e terpenos. Caryocar brasiliense atua como
hospedeira de insetos galhadores. Poucos estudos relatam os impactos desta interacdo planta-inseto na
morfologia, fisiologia e metabolismo secundario da espécie. Objetivo: A finalidade deste estudo foi verificar se
existe correlacdo entre os teores de fendis totais e flavonoides de extratos de folhas de C. brasiliense e variaveis
ambientais, como temperatura e precipitacdo, ao longo do ano, e avaliar como os insetos galhadores podem
interferir nessa sazonalidade. Métodos: Os extratos em etanol de folhas foram obtidos por extragdo em soxhlet.
As principais classes de metabdlitos secundarios foram detectadas por prospecc¢éo fitoquimica e os teores de
fendis totais e flavonoides foram quantificados pelos testes de Folin-Dennis e reacdo de complexagdo com cloreto
de aluminio, respectivamente. Através do coeficiente de correlagcao de Pearson, os teores de fendis e flavonoides
foram correlacionados com a média das temperaturas maximas mensais e acumulo de precipitacéo,
respectivamente, registrados em Gurupi - Tocantins. Resultados e Discussdo: A prospecc¢édo fitoquimica
indicou a presenca de flavonoides, saponinas, taninos, triterpenos, esteroides e alcaloides em ambos os extratos.
Em C. brasiliense, as amostras de folhas sadias sofreram maior variacdo nos teores de fendis (68,39+2,3 a
279,34+3,1 mg EAG g extrato) e flavonoides (164,06+3,0 a 269,03+3,6 mg EQ g! extrato) em comparacao as
amostras de folhas com galhas. Através da correlacdo de Pearson, constatou-se uma forte correlagédo positiva
entre os teores de fendis totais e as temperaturas maximas e uma forte correlagdo negativa com a precipitagao.
Conclusdes: As varia¢des observadas nos teores de fendis e flavonoides dos extratos de C. brasiliense parecem
estar relacionadas aos fatores abioticos e a herbivoria promovida pelo inseto galhador.

Palavras-chave: Insetos; galhas; pequi; fendlicos; sazonalidade
ABSTRACT

Introduction: Galling insects manipulate the development of their host plants. Galls are rich in secondary
metabolites, such as phenolic compounds and terpenes. Caryocar brasiliense acts as a host of galling insects.
Few studies report the impacts of this plant-insect interaction on the species' morphology, physiology, and
secondary metabolism. Objective: The purpose of this study was to verify if there is a correlation between the
levels of total phenols and flavonoids in C. brasiliense leaf extracts and environmental variables, such as
temperature and precipitation, throughout the year, and to evaluate how galling insects can interfere in this
seasonality. Methods: Ethanol extracts from leaves were obtained by soxhlet extraction. The main classes of
secondary metabolites were detected by phytochemical prospecting. The levels of total phenols and flavonoids
were quantified by the Folin-Dennis tests and complexation reaction with aluminum chloride, respectively.
Pearson 's correlation coefficient shows that the levels of phenols and flavonoids were correlated with the average
monthly maximum temperatures and precipitation accumulation, respectively, recorded in Gurupi - Tocantins.
Results and Discussion: Phytochemical prospecting indicated flavonoids, saponins, tannins, triterpenes,
steroids, and alkaloids in both extracts. In C. brasiliense, the samples of healthy leaves suffered a greater variation
in the levels of phenols (68.39+2.3 to 279.34+3.1 mg GAE g extract) and flavonoids (164.06+ 3.0 at 269.03+3.6
mg QE g extract) compared to leaf samples with galls. A strong positive correlation was found between the
contents of total phenols and maximum temperatures and a strong negative correlation with precipitation through
Pearson's correlation. Conclusions: The variations observed in the levels of phenols and flavonoids in the
extracts of C. brasiliense seem to be related to abiotic factors and the herbivory promoted by the galling insect.
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1. INTRODUCAO:

As galhas sé&o resultado da hipertrofia e/ou
hiperplasia dos tecidos vegetais causadas pela
presenca de um agente indutor, como virus,
bactérias, nematoides e insetos. As galhas
possuem elevado conteudo de nutrientes, além de
acumularem  substédncias do  metabolismo
secundario. O organismo indutor utiliza a galha
como um sitio seguro para alimentacao, protecado
contra inimigos naturais e condi¢cbes ambientais
adversas (Formiga et al., 2009; Damasceno et al.,
2010). As plantas hospedeiras podem apresentar

deformacdo nas folhas, reducdo na taxa
fotossintética e  propriedades  medicinais
modificadas, esta Ultima, provavelmente

decorrentes de alteragcbes no metabolismo
secundario (Patel et al., 2018).

O perfil de metabdlitos secundarios das
plantas, responsaveis pelas suas atividades
bioldgicas, podem sofrer alteragdes qualitativas e
guantitativas dependendo de estimulos
ambientais. Além dos fatores bi6ticos, como as

interagdes planta-inseto, fatores como
disponibilidade hidrica, intensidade luminosa,
temperatura, nutrientes do solo e fases

fenoldgicas da planta podem provocar alteracées
nas rotas metabdlicas e na distribuicdo de
metabdlitos secundarios. Estudos relacionados a
variabilidade destes compostos séo considerados
importantes para orientar pesquisas que visam o
isolamento de produtos naturais, especialmente
para espécies de interesse medicinal (Gobbo-
Neto e Lopes, 2007; Ouerghemmi et al., 2016;
Yao et al., 2016; Ribeiro et al., 2019).

O mecanismo de resisténcia das plantas
compreende uma série de eventos bioquimicos,
dentre estes, a producao de metabdlitos de defesa
como os compostos fendlicos e terpenos. A agéo
defensiva destes metabdlitos inclui a toxicidade, a
inibicio do crescimento e reducdo de
digestibilidade. Comumente, os tecidos das
galhas apresentam maiores teores de compostos
fendlicos quando em comparacgédo ao tecido foliar
sadio (Mota el al., 2005; Formiga et al., 2009;
Ferreira et al., 2014).

A familia Caryocaraceae é da ordem dos
Malpighiales, possui 2 géneros e 25 espécies
espalhadas pelas Américas do Sul e Central
(Fleming et al., 2009). O género Caryocar
apresenta cerca de 16 espécies no Brasil, dentre
estas destaca-se a Caryocar brasiliense (Figura
1), conhecida popularmente por pequizeiro

(Nunes e Gil, 2016). O pequizeiro é considerado
uma das espécies do Cerrado de maior interesse
econdmico, principalmente devido ao uso do seu
fruto na alimentacéo, na extracdo de 6leos para a
fabricacdo de cosméticos e na medicina popular
(Carvalho et al., 2015).

Figura 1. Espécime de Caryocar brasiliense com
presenca de galhas foliares. Fonte: O Autor,
2019

Alguns trabalhos relatam C. brasiliense
como hospedeira de varios insetos galhadores
(Leite et al., 2009; Leite et al., 2011; Castro et al.,
2012; Santos et al., 2015). Apesar disso, poucos
estudos foram descritos sobre essa interacao
planta-inseto galhador e seus possiveis efeitos na
morfologia, fisiologia e metabolismo secundario
da espécie.

Neste contexto, esse estudo teve como
objetivo discutir o efeito de fatores abibticos
sazonais, como estresse hidrico e temperatura,
na biossintese de fenois e flavonoides em extratos
de folhas sadias e galhadas de C. brasiliense e
como os agentes galhadores podem interferir
nessa sazonalidade.

2. PARTE EXPERIMENTAL.:
2.1. Solventes, produtos quimicos e aparelhos

Os reagentes e solventes P.A. (Merck,
Sigma-Aldrich, Nox chemicals e Quimex) foram
utilizados sem purificagdo prévia. Os extratos
foram concentrados em evaporador rotatorio
Fisatom 802. As analises fotométricas foram
registradas em espectrofotbmetro UV-VIS T60,
PG instruments.
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2.2. Material vegetal

O material vegetal foi coletado em Gurupi
—TO (11°44'21” S; 49°05'25” W). Uma exsicata foi
depositada no herbario do Recbncavo da Bahia
(HURB) da UFRB (nimero 26019). O
procedimento de acesso ao patrimbnio genético
foi realizado e o projeto foi registrado no SisGen
(Cadastro A10589B). As coletas de folhas sadias
e galhadas de C. brasiliense foram realizadas nos
dias 15/06/2018 (floracéo), 15/10/2018
(frutificacdo), 15/02/2019 (periodo vegetativo) e
15/06/2019 (floracdo). As amostras de folhas
sadias foram nomeadas S1; S2; S3 e S4; de forma
similar, as amostras de folhas galhadas foram
nomeadas, respectivamente G1; G2; G3 e G4.

2.3. Preparo dos extratos

As folhas sadias e com galhas de C.
brasiliense foram secas ao ar livre. Em seguida,
foram trituradas em um liquidificador. As folhas
(10 g) em po6 foram submetidas a extragdo em
soxhlet com etanol P.A. por 2 horas. Os extratos
obtidos foram filtrados e concentrados em
evaporador rotativo e secos até peso constante

2.4. Andlises quimicas
2.4.1 Prospecc¢ao fitoquimica

A triagem fitoquimica foi realizada por
meio da andlise qualitativa da composicao
guimica dos extratos foliares. Observou-se a
formacgéo de espuma, reacgdes colorimétricas e/ou
de precipitagdo para identificar os principais
grupos quimicos naturais como taninos,
saponinas, flavonoides, catequinas, alcaloides,
xantonas, triterpenos e esteroides (Matos, 1997).
As reacdes gerais nesta analise, descritas a
seguir, revelaram a presencga ou auséncia dessas
classes de metabdlitos secundarios nos extratos
analisados.

2.4.1.1 Taninos

Para realizar o ensaio utilizou-se 1,0 mL de
extrato EtOH, sendo adicionada gota a gota uma
solucdo de gelatina 2,5 %. A presenca de
precipitado branco indicaria reacéo positiva.

2.4.1.2 Triterpenos e esteroides

Neste ensaio realizou-se a reacdo de
Lierberman-Burchard (anidrido acético + acido
sulfarico concentrado). Coloracao azul
evanescente seguida de verde indicaria presenca
de esteroides/triterpenos.

2.4.1.3 Alcaloides

Em 1,0 mL de extrato adicionou-se quinze
gotas de hidroxido de sédio a 1%, 2,0 mL de agua
destilada e 2,0 mL de cloroférmio. A fracao
aquosa foi desprezada e a fracao cloroférmica
acrescida de quinze gotas de &cido cloridrico a
1%, em seguida extraida com 2,0 mL de agua
destilada. A fracdo aquosa de cloroférmio foi
desprezada e os testes foram realizados com a
fracdo aquosa acida, onde se acrescentou trés
gotas do reagente de Dragendorff. A formacao de
precipitados insoluveis e floculosos indicaria a
presenca de alcaloides.

2.2.1.4 Saponinas

Em 2,0 mL de extrato adicionou-se 2,0 mL
de cloroférmio e 5,0 mL de agua destilada logo
apos filtrou-se para um tubo de ensaio. Agitou-se
a solucéo por 3 minutos e observou-se a formacao
de espuma. Presenca de espuma persistente e
abundante indicaria reacao positiva.

2.4.1.5 Flavonoides, chalconas e xantonas

Em trés tubos de ensaio foram
adicionados 1,0 mL de extrato. O tubo 1 foi
acidificado com HCI 0,5 mol.L* (pH 3). Os tubos 2
e 3 foram alcalinizados com NaOH 0,5 mol L™ (pH
8 e 11). O aparecimento de coloracdo vermelha,
lilAs e azul puarpura nos tubos 1, 2 e 3,
respectivamente, indicaria a presenca de
antocianidinas. A coloracdo amarela no tubo 3,
indicaria a presenca de flavonas, flavondis e
xantonas. A coloracdo vermelha nos tubos 1 e 3
indicaria a presenca de chalconas e auronas. A
coloracdo vermelho-laranja no tubo 3, indicaria a
presenca de flavanonois.

2.4.1.6 Leucoantocianidinas, Catequinas e Flavanonas

Em dois tubos de ensaio foram
adicionados 1,0 mL de extrato. Os pH dos tubos 1
e 2 foram ajustados para 3 e 11, respectivamente.
Posteriormente, os tubos foram aquecidos em
bico de Bunsen. A coloracéo vermelha ou amarela
no tubo 1 indicaria a presenca de
leucoantocianidinas ou catequinas,
respectivamente. A coloragéo vermelho-laranja no
tubo 2, indicaria a presenca de flavanonas.

2.4.2 Teor de fenois totais

O teor de fenois totais foi determinado
usando o método de Folin-Dennis modificado
(Singleton et al., 1999). Misturou-se 0,5 mL do
extrato (0,1 mg-mL* em metanol) com 2,5 mL do
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reagente de Folin-Denis e, ap6s 5 minutos,
adicionaram-se 2,0 mL de uma solucdo de
carbonato de soédio a 14% (Na,COs). Apés 2 h,
mensurou-se a absorbancia da mistura reacional
em espectrofotdmetro a 760 nm, usando metanol
como branco. O teor de fendis totais foi expresso
em miligramas de equivalentes de 4cido gélico por
grama de extrato (mg EAG.g* de extrato).

2.4.3 Teor de flavonoides

O teor de flavonoides foi determinado
utilizando um método colorimétrico descrito por
MEDA et al, 2005 com modificaces.
Misturaram-se 2,0 mL de uma solu¢do metandlica
de cloreto de aluminio a 2% (AICls) com 2,0 mL de
solugdo do extrato (0,1 mg-mL* em metanol).
Apés 30 min, mensurou-se a absorbancia a 415
nm, usando metanol com branco. O teor de
flavonoides totais foi expresso em equivalentes de
guercetina (mg EQ.g* de extrato).

2.5. Dados climatolégicos

Os teores de fenois totais e flavonoides
dos extratos foram correlacionados através do
coeficiente de correlagcdo de Pearson com as
médias das temperaturas maximas de Gurupi —
TO registradas no més de coleta das amostras e
com a precipitagdo acumulada no quadrimestre
anterior a coleta de cada amostra. As correlagdes
foram avaliadas de acordo com a abordagem
classica para distribuicdo de Pearson com a
utilizagdo dos seguintes critérios: | r|<0,3
(correlagdo  fraca), 0,3<|r|<0,6 (correlagdo
moderada) e | r| 20,6 (correlag&o forte).

Os dados climatolégicos utilizados neste
estudo foram extraidos do Instituto Nacional de
Meteorologia (INMET), disponibilizados na
plataforma online AGRITEMPO.

2.6. Andlises estatisticas

Os testes foram realizados em trés
repeticbes, com todos os valores expressos em
médiatdesvio padrdo. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. As analises estatisticas foram
realizadas usando Microsoft Excel e GraphPad
5.0 DEMO.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

A triagem fitoquimica é um procedimento
importante para a bioprospeccao de espécies
vegetais de interesse farmacologico e/ou
toxicoldgico. A triagem fitoquimica de extratos de

folhas sadias e galhadas de C. brasiliense (Tabela
1), nos diferentes periodos de coleta, detectou a
presenca de flavonoides, taninos, esteroides e
triterpenos, saponinas, catequinas e alcaloides
em ambos o0s extratos. Esses resultados s&o
parcialmente semelhantes aos relatados por
Magalhaes et al. (1988), que detectou a auséncia
de alcaloides nas folhas de C. brasiliense.

Tabela 1. Triagem fitoquimica dos extratos de
folhas sadias e galhadas de C. brasiliense

Classes de Extratos em EtOH
metabdlitos
secundarios Folhas Folhas
Galhadas Sadias
Saponina + +
Taninos + +
Alcaloides + +
Esteroides e + +
triterpenos
leucoantocianidinas - -
Catequinas + +
Flavanonas - -
Antocianinas e - -
antocianidinas
Flavonas, flavonéis + +
e xantonas
Chalconas e - -
auronas
Flavanonois - -

(+) Presente; (-) Ausente

Em relacdo aos fatores climaticos, Gurupi
- TO caracteriza-se pela distincdo entre uma
estacdo seca (maio a outubro) e outra chuvosa
(novembro a abril), caracteristica do bioma
Cerrado. Observou-se uma variagado significativa
na precipitagdo no decorrer do periodo de coleta
(Figura 2), o maior acumulo de precipitacao foi
observado entre novembro/2018 a fevereiro/ 2019
(889,28 mm) e o menor indice registrado entre
julho/2018 a outubro/2018 (69,6 mm). A
temperatura apresentou resultados relativamente
constantes durante o periodo em estudo, minimas
na faixa de 20°C de madrugada e maximas na
faixa de 30°C pela tarde. As temperaturas mais
baixas foram registradas nos meses de maio/2018
a julho/2018 e as temperaturas mais elevadas nos
meses de agosto/2018 a outubro/2018 (Figura 2).

Os teores de fenais totais quantificados em
extratos de folhas de C. brasiliense estédo
descritos na Figura 3. Os extratos S1, S2 e S4
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apresentaram  teores de fendis totais
significativamente maiores com relacdo a G1, G2
e G4, respectivamente (p<0,05). Somente nas
amostras coletadas em fevereiro/2019, o teor de
fendis totais foi superior no extrato de folhas
galhadas (G3) em comparagdo ao de folhas
sadias (S3).

Com relacéo aos fatores climéticos, o teor
de fendis totais apresentou uma forte correlacéo
com as temperaturas maximas (r= 0,817 para
folhas sadias e r= 0,666 para folhas galhadas)
registradas nos meses de coleta. Considerando-
se 0 acumulo de precipitacdo hidrica, observou-se
uma forte correlacdo negativa com os teores de
fenois em folhas sadias (r=-0,918) e galhadas (r=
-0,826), respectivamente.

O pico no teor de fendis totais no periodo
de estudo foi observado nas amostras coletadas
em outubro/2018 (S2 com 279,34+3,1 mg EAG g
1. G2 com 157,58+2,2 mg EAG g*), que coincide
com a fase reprodutiva do pequi e com o periodo
de estacdo seca na regido. Os menores teores de
fendis totais (S3 com 68,39+2,3 mg EAG g*?; G3
com 117,01+1,7 mg EAG g?) foram registrados
em fevereiro/2019, que compreende o periodo
vegetativo do pequi e a estacdo chuvosa no
Cerrado.

De maneira geral, observou-se uma maior
producéo de fendis em periodos mais secos e/ou
com temperaturas elevadas. Similarmente, a
restricdo hidrica proporcionou maiores teores de
fendis totais em Vitis vinifera L. (Chavarria et al.,
2011). Em flores de Hypericum perforatum
observou-se 0 aumento na concentracdo de
flavonoides, hipericinas e acido clorogénico (Gray
et al.,, 2003). Os fendis contribuem para a
absorcdo e neutralizagdo de radicais livres
gerados pelo aumento do estresse oxidativo nas
plantas provocado pelo déficit hidrico (Detoni et
al., 2010). Resultados similares foram observados
por Formiga et al. (2009), que indicaram o impacto
de fatores fisicos na producéo de fenois em folhas
sadias e com galhas de Aspidosperma
spruceanum.

Em sinergia com a estagcdo seca, 0S
eventos reprodutivos, como a frutificagdo do
pequi, podem estimular a producdo de fendis
como um mecanismo de defesa vegetal em
resposta a atracao de insetos (Kaplan et al., 2008;
Ribeiro et al., 2019).

Os menores teores de fendis totais
observados em folhas sadias (S3) e galhadas
(G3) podem estar relacionados ao periodo
vegetativo do pequi, onde ocorre uma
translocacdo de carbono para o metabolismo

primario em detrimento ao metabolismo
secundario, o que pode explicar o déficit de fendis
neste periodo (Pimpao, 2009). Adicionalmente,
alguns trabalhos relatam a menor atividade da
enzima fenilalanina aménia-liase PAL, enzima
chave na biossintese de compostos fendlicos
(Cartea et al., 2010), nas estacdes chuvosas
(Castro et al., 2005).

A analise das curvas de precipitacdo e
temperaturas mensais durante o periodo de
estudo em conjunto com os teores de fendis totais
(Figuras 2 e 3), sugere que fatores abidticos
estejam atuando em conjunto com a galhas na
modulacdo da resposta quimica da planta
hospedeira. Essa tendéncia é reforcada
considerando-se que a diferenca entre os teores
de fendis totais das galhas e dos tecidos sadios
foi significativa (p<0,05) em todos 0s meses
analisados.

Fendis Totais

300
250

C
a
200 b a
150 b = o b
100 d [
50
0 |

S1 G1 S2 G2 S3 G3 S4 G4
jun/18 out/18 fev/19 jun/19

mg EAG glde
extrato

Figura 3. Teor de fendis totais em extratos de
folhas de C. brasiliense. Médias seguidas da
mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey (0,05)

Com relagdo ao teor de flavonoides
(Figura 4), os extratos S1, S3 e S4 apresentaram
teores de flavonoides similares aos de G1, G3 e
G4, respectivamente. Analogamente, Rehill e
Schultz (2012) n&o observaram diferengas no teor
de fendis de galhas e folhas sadias de Hamamelis
virginiana. Nas amostras coletadas em
outubro/2018, os teores de flavonoides foram
significativamente maiores nas folhas sadias (S2)
em comparagdo as folhas galhadas (G2) (p<
0,05). Ferreira et al. (2014) e Motta et al. (2005)
detectaram maiores teores de flavonoides em
folhas sadias de Clusia lanceolata e Tibouchina
pulchra, respectivamente, em comparagdo as
folhas galhadas.

Com relagdo aos fatores climaticos, o teor
de flavonoides totais apresentou uma forte
correlagdo com as temperaturas maximas para
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folhas sadias (r= 0,511) e galhadas (r= 0,648),
respectivamente. Considerando o acumulo de
precipitacdo hidrica, observou-se uma moderada
correlacdo negativa com os teores de fendis em
folhas sadias (r= -0,448) e uma forte correlacéo
com folhas galhadas (r=-0,687), respectivamente.

Os flavonoides atuam na modulacédo do
transporte e nas respostas dependentes de
auxinas, influenciando a arquitetura das plantas
(Peer e Murphy, 2007; Buer et al., 2010). Bedetti
et al. (2014), correlacionou o acumulo de fendlicos
em galhas de Piptadenia gonoacantha ao controle
de auxinas (IAA). Bedetti et al. (2017), observaram
gue os locais de acumulo de IAA e fendlicos
coincidiram com as regibes mais hipertrofiadas,
influenciando na determinagéo da forma final das
galhas em P. gonoacantha.

Flavonoides Totais

300
250
200

b
a a a a a , a
150
100
50
0

S1 G1 S2 G2 S3 G3 S4 G4
jun/18 out/18 fev/19  jun/19

mg EQ gt de
extrato

Figura 4. Teor de flavonoides totais em extratos
de folhas de C. brasiliense. Médias seguidas da
mesma letra néo diferem entre si pelo teste de
Tukey (0,05)

A amplitude das varia¢des no conteudo de
fendis totais foi maior nas folhas sadias do que
nas folhas galhadas durante todo o periodo
analisado (junho/2018 a junho/2019). Detoni et al.
(2011) relataram maior variagao no perfil fendlico
em tecidos sadios de Calliandra brevipes e
sugeriram que os insetos galhadores possuem
algum mecanismo para limitar essa variagdo,
provavelmente para sua propria defesa.
Entretanto, essa menor variacdo sazonal dos
teores de fendis e flavonoides em tecidos
galhados pode estar relacionado ao papel
regulador da hipertrofia celular em galhas
exercido por esses grupos de substancias.

4. CONCLUSOES:

Os resultados obtidos sugerem que em C.
brasiliense, o0s fatores abi6ticos, como
precipitacdo e temperatura, estejam atuando em
conjunto com a herbivoria promovida pelo inseto

galhador na modulacdo da defesa vegetal. O teor
de fendis totais apresentou uma forte correlacéo
com as temperaturas méaximas e uma forte
correlagdo negativa com a precipitacdo,
respectivamente. Os extratos de folhas sadias
sofreram uma maior variagdo nos teores de fendis
em comparagdo aos extratos com galhas,
sugerindo que o0s insetos possuem algum
mecanismo de controle para evitar mudancas
bruscas no conteddo destas substancias,
provavelmente ligado a sua defesa ou ao papel de
regulacdo da hipertrofia celular desempenhado
por essas substancias nas galhas.
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Figura 2. Dados climatologicos (precipitagdo mensal, médias das temperaturas minima, média e
maxima) do municipio de Gurupi — TO, referentes aos meses de mar¢o/2018 a junho/2019,
fornecidos pelo INMET através do sistema Agritempo
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