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RESUMO

O Brasil € conhecido mundialmente por sua vocacao natural para a agricultura. Dentre as
principais culturas agricolas destacam-se a cana-de-acUcar e a mandioca, culturas com forte
influéncia socioecondmica, sendo a mandioca importante para a pequena agricultura ou
agricultura familiar e, a cana-de-acgucar, historicamente mais relevante para agroinddstria e o
agronegocio. Apesar da alta producéo agricola nessas duas culturas, ambas sofrem bastante com
a incidéncia de pragas o que acaba acarretando em perdas consideraveis. O controle de insetos-
praga tem sido normalmente realizado por meio de inseticidas, o que é indesejavel tanto por
motivos econdmicos e ambientais, pois além de eliminarem os inimigos naturais, aumentam a
possibilidade do desenvolvimento de populacGes de pragas resistentes aos inseticidas. Os
semioquimicos aparecem como a possibilidade mais viavel e ecologicamente correta para atuar
no controle dessas pragas. Dessa forma, este trabalho teve os seguintes objetivos 1) identificar
0s compostos organicos volateis (COVs) de uma cultivar resiste de mandioca (Manihot
esculenta), e avaliar a repeléncia de seus COVs frente a mosca-branca que ataca a mandioca.
Além disso, tentou-se identificar os compostos epicuticulares (CEs) de lagartas e adultos da
broca gigante (Telchin licus) e avaliar a atividade antimicrobiana desses compostos frente a
microrganismos endofiticos isolados de cana-de-agicar. Os COVs foram identificados
utilizando cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. A cultivar resistente
emite, em plantas ndo infestadas, varios compostos que podem estar envolvidos na defesa da
planta, além de apresentar uma alta emissdo do monoterpeno trans-f-ocimeno, que mostrou
repeléncia frente a mosca-branca. Os compostos epicuticulares das lagartas e adultos da broca
gigante foram identificados utilizando cromatografia acoplada a espectrometria de massas. Os
CEs das lagartas apresentaram em sua composicao, principalmente ésteres de cadeia longa,
chegando a um percentual de 98% em sua composicdo total. Esses compostos mostraram
atividade antimicrobiana frente aos isolados endofiticos “G” (nao-identificado) e o isolado “O”
(Bacillus cereus). Os CEs dos adultos machos e fémeas da broca gigante apresentaram perfis
semelhantes em sua maioria n-alcanos (C-23 a C-30), no entanto os CEs dos machos
apresentaram trés compostos exclusivos que podem estar relacionados a comunicacao entre 0s

SEeXO0s.

Palavras-chave: COVs. trans-p-ocimeno. Resisténcia. atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Brazil is known worldwide for its natural vocation for agriculture. Among the main crops is the
sugarcane and cassava that are cultures with strong socioeconomic influence cassava being the
main crop in small-scale farming and family agriculture, and sugarcane historically more
relevant to agro-industry and agribusiness. Despite the high agricultural production in these two
cultures, both suffer greatly with the incidence of pests which results in considerable production
losses. Pest control is usually performed by insecticides, which is undesirable both for economic
and environmental reasons, it eliminates natural enemies, and increase the possibility of
insecticide resistance. The use of semiochemicals provide a more viable and environmental
friendly approach to control these pests. Thus, this study aimed to identify volatile organic
compounds (VOCs) from a resistant cassava cultivar (Manihot esculenta), and to evaluate the
repellency of its VOCs to white flies that attack cassava. In addition we aimed to identify the
epicuticular compounds (EC) of the larvae and adult giant sugarcane borer (Telchin licus) and
to evaluate the antimicrobial activity of these compounds against endophytic microorganism
isolated from sugarcane. VOCs were identified using gas chromatography coupled mass
spectrometry. The resistant cultivar in uninfested plants emitted several compounds that may
be involved in plant defense, while maintaining a high emission of trans-p-ocimene
monoterpene, which showed repellency against the whitefly. The epicuticular compounds of
larvae and adults of giant sugarcane borer were identified using chromatography coupled mass
spectrometry. The ECs from the larvae showed in particularly, long-chain esters, reaching a
98% of its total composition. These compounds showed antimicrobial activity against the
isolated endophytic "G" (unidentified) and isolated "O" (Bacillus cereus). ECs of the adult male
and female giant sugarcane borer showed similar profiles, mostly n-alkanes (C-23 to C-30),
however the ECs from males have three unique compounds that may be related to

communication between genders.

Keywords: VOCs. trans-p-ocimene. Resistance. antimicrobial activity.
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1 INTRODUCAO

O Brasil é conhecido mundialmente por sua vocacgédo natural para a agricultura. A vasta
extensdo territorial combinada com a oferta abundante do sol e agua sao recursos fundamentais
para a atividade agropecudria, sao essas as qualidades que o colocam a frente de outros paises
produtores. O Brasil € o quinto maior produtor agricola do mundo. Dentre as principais culturas,
a cana-de-acucar e mandioca sdo culturas com forte influéncia socioecondmica, sendo a
mandioca muito importante para a pequena agricultura ou agricultura familiar, e a cana-de-
acucar, historicamente mais relevante para agroindustria e o agronegécio. Na produgdo de
mandioca, o Brasil ocupa a 22 colocacdo no ranking mundial com 26 milhdes de toneladas
anuais. J& na producdo de cana-de-agucar, 0 pais € o maior produtor do mundo, tendo sua
producéo na safra 2014/2015 estimado em torno de 642,1 milhdes de toneladas. Apesar da alta
producdo agricola nessas duas culturas, ambas sofrem com a incidéncia de pragas, o que acaba
acarretando em perdas consideraveis na producdo. Atualmente os métodos de controle de
insetos pragas sdo na sua maioria realizados através do uso dos inseticidas que em alguns casos
sdo eficientes, entretanto, podem causar danos ambientais se acumulando no ambiente e trazem
diversos problemas a saide humana bem como ao meio ambiente. Com todos esses problemas
causados pelo uso de inseticidas, vem se buscando alternativas para o controle desses insetos-
praga. Os semioquimicos aparecem como a possibilidade viavel e ecologicamente correta para
atuar no controle a essas pragas. Dentre 0s semioquimicos podemos destacar os COVs que
desempenham uma série de atividades envolvidas na defesa de plantas e 0os compostos
epicuticulares que além de protecdo, parecem estar envolvidos na comunicacdo de curta
distdncia entre os insetos. Portanto, este trabalho visa, através do estudo de semioguimicos,
promover o avanco do conhecimento para estas duas culturas para uma possivel aplicagcdo no
manejo de pragas de cana-de-agucar e da mandioca. O trabalho procurou identificar os
compostos epicuticulares da Broca gigante da cana-de-agUcar e identificar suas atividades
bioldgicas que podem atuar como feromonios de contato e na protecdo do inseto e identificar
0s COVs responsaveis ou que colaboram com a resisténcia da mandioca a pragas podendo servir
também como uma ferramenta para o0 melhoramento genético no desenvolvimento de cultivares

mais resistentes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

O Brasil é conhecido mundialmente por sua vocacgédo natural para a agricultura. A vasta
extensdo territorial combinada com a oferta abundante do sol e agua sdo recursos fundamentais
para a atividade agropecuaria. Essas sdo as qualidades que o colocam a frente de outros paises
produtores. O Brasil é o quinto maior produtor agricola do mundo, com uma producéo que gera
cerca de US$ 100 bilhGes em divisas. Se considerada a parcela destinada a exportacdo, a

agricultura brasileira sobe para o terceiro lugar da lista (http://www.ipea.gov.br, 2011).

A producdo agricola nacional experimentou expansdo relevante nos altimos quinze
anos, contribuindo para que o Produto Interno Bruto (PIB) do pais registrasse crescimento
médio anual de 3,1% no periodo (Boletim regional B.C., 2012). Entre as culturas responsaveis
pela alta produtividade agricola brasileira estdo: soja, milho, cana-de-acUcar, café, arroz,

laranja, mandioca, entre outras.

O Brasil é dividido em cinco macrorregifes: Centro-oeste, Norte, Sudeste, Sul e
Nordeste. A regido nordeste tem entre as suas principais culturas agricolas a cana-de-agUcar,

soja, milho, mandioca e banana.

2.1 Mandioca

Originéria do continente americano, provavelmente do Brasil Central, a mandioca
(Manihot esculenta Crantz) ja era amplamente cultivada pelos povos indigenas, antes da
descoberta do Brasil. Eles foram o0s responséveis pela sua disseminacdo em quase toda a
América e os portugueses pela sua difusdo para outros continentes, especialmente Africa e Asia
(SOUZA & OTSUBO, 2002 apud LORENZI & DIAS, 1993).

Essa cultura é sensivel a baixas temperaturas, sendo cultivada principalmente em
regibes tropicais e subtropicais. Hoje é cultivada por milhdes de pequeno-agricultores
em mais de 100 paises, onde apresenta uma variedade de nomes locais: mandioca no Brasil,
yuca em Honduras, ketela pohon na Indonesia, mihogo no Quénia, akpu na Nigéria e san no
Vietnam (FAO, 2013).


http://www.ipea.gov.br/
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O cultivo da mandioca ¢ bastante difundido no Brasil, pois a cultura se adapta bem as
diversas condigdes de clima e solo do pais. Nas areas rurais, principalmente das regides norte e
nordeste, constitui a base da alimentacdo de muitas populagdes, o que Ihe confere um carater
vinculado a seguranca alimentar. As raizes sdo ricas em carboidratos e muito apreciadas,
podendo ser consumidas apds simples cozimento e/ou apds transformacao em diversos tipos de
farinhas. Além disso, as folhas podem ser aproveitadas na alimentagcdo humana (suplemento) e
animal (triturada). As hastes, na alimentacdo animal, sob a forma de silagens, fenos e ainda “in
natura” (IBGE, 2010; CONAB, 2014).

O Brasil continua entre os principais paises produtores de mandioca e ocupa a 22
colocacdo no ranking mundial, com 26 milhGes de toneladas anuais. De certa, forma a producéo
brasileira de mandioca ndo apresenta variagcdes nas uUltimas safras, o volume alcancado se
estabilizou em torno de 25 e 26 milhdes de toneladas (SEAB, 2014).

Diferente de outras culturas, como café, algoddo e trigo, que sdo restritas a determinadas
regides, o cultivo da mandioca esta presente em todos 0s estados brasileiros. Sua adaptabilidade
as mais diversas condicdes climaticas garante a cultura da mandioca o sucesso de sua
exploragdo (SEAB, 2014).

Na safra de 2012, a regido nordeste registrou uma area colhida de 576.977 hectares e
produziu 4,8 milhdes de toneladas, sendo a segunda maior producéo entre as regides do Brasil.
Entre os estados mais produtores da regido nordeste e do pais aparece o estado da Bahia (IBGE,
2010).

2.2 Principais insetos-praga da mandioca

A mandioca, por se tratar de uma cultura de ciclo longo, esta sujeita a diversos ataques
de insetos e acaros, alguns classificados como pragas de maior importancia, podendo causar
danos severos a cultura e resultar em perdas no rendimento. Ja foram identificadas cerca de 200
espécies de insetos e acaros que atacam a cultura. E importante conhecer tanto as pragas
principais como as de menor importancia, o que varia de regido para regido, de modo que se
possa estabelecer uma estratégia de controle adequada. Dentre os principais insetos-praga estao:
percevejo-de-renda, Vatiga illudens (Drake, 1922), mandarova (Erinnyis ello ello L.), acaros
(Mononychellus tanajoa e Tetranychus urticae), , diversas espécies de mosca-branca e a
cochonilha (OTSUBO et al., 2002; PIETROWKI et al., 2010).
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2.3 Percevejo-de-renda Vatiga illudens (Drake, 1922).

Os adultos sdo pequenos percevejos que apresentam cor cinza e cerca de 3 mm de
comprimento. As fases jovens, chamadas de ninfas, sdo de coloragdo branca e menores que 0s
adultos. Passam por cinco estadios ninfais, que se completam em torno de 11 a 13 dias. Vivem
em coldnias encontradas na face inferior das folhas basais e medianas da planta, podendo
colonizar as folhas apicais quando o ataque € severo. Sao insetos sugadores, que ocorrem no
inicio da estacdo seca (PIETROWKI et al., 2010).

Figural Ciclo bioldgico do percevejo-de-renda.

Ov Adulto

Fonte: (PIETROWKI et al., 2010) 23 a 90 dias

Figura 2 Planta infestada com percevejo-de-renda e seus estagios.

4

Folhas de mandioca sofrendo ataque do percevejo e suas ninfas. B- Insetos adultos do percevejo-de-renda.

A-
C- Ninfas do percevejo. Fonte: (PIETROWKI et al., 2010)
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Os danos a planta sdo causados tanto pelas ninfas como pelos adultos. Os sinais de
ataque manifestam-se inicialmente por pequenas pontuacfes branco-amareladas, que
aumentam em numero e tamanho, tornando as folhas com manchas bronzeadas (Figura 3). Na
face inferior das folhas aparecem inUmeros pontos pequenos, de cor preta, que correspondem
aos excrementos dos insetos (PIETROWKI et al., 2010).

Figura 3 Morfologia das folhas de mandioca atacada pelo percevejo-
de-renda.

Fonte: (PIETROWKI et al., 2010)

Um dano consideravel pode ocorrer quando as taxas de infestagdo da praga estéo altas,
0 que torna as folhas clordticas, reduzindo a taxa fotossintética e provocando sua queda.
Dependendo da cultivar utilizada, da idade da cultura, da intensidade e da duracdo do ataque,
essa praga causa queda acentuada na produtividade, principalmente em condi¢cdes de baixa
umidade. Alguns estudos apontaram reducdes de 21% e 50%, respectivamente, na produgéo de
raizes e massa verde do terco superior, em diferentes cultivares avaliadas nas condi¢des de
Cerrado (PIETROWKI et al., 2010).

Formas de controle

As medidas para reduzir a infestacdo da praga, se dao por meio da destrui¢do dos restos
culturais, plantios consorciados e rotacao de culturas. Atencéao deve ser dada no periodo da seca,

que favorece a ocorréncia da praga. A escolha da cultivar é importante, ja que algumas sdo
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menos atacadas. O melhor controle consiste na utilizacdo de cultivares mais tolerantes ao ataque
e de manivas-sementes para o plantio oriundas de &reas isentas da infestagdo da praga. No
Cerrado brasileiro, 0 uso dos inseticidas tiametoxan mais cipermetrina e dimetoato testados em
17 genotipos de mandioca, resultou em 100% de eficiéncia no controle de ninfas e adultos do
percevejo. Embora eficientes, esses inseticidas ndo estdo registrados no Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) para uso na cultura da mandioca. O controle
biolégico com fungos entomopatogénicos da espécie Beauveria bassiana e da ordem
Entomophthorales foi observado ocorrendo naturalmente em campo. Também em ensaios de
laboratério B. bassiana tem se mostrado promissor, com mortalidade de até 100% (FIALHO &
VIERA, 2011; PIETROWKI et al., 2010).

2.4 Moscas-brancas - Aleurothrixus aepim (Goeldi, 1886), Bemisia spp. e Trialeurodes

spp. (Hemiptera: Aleyrodidae).

As moscas-brancas sdo insetos pequenos (cerca de Imm a 2mm de comprimento). Os
adultos apresentam asas membranosas cobertas com uma pulveruléncia branca séo bastante
ageis e localizam-se principalmente na parte superior das plantas de mandioca. A fémea
oviposita na face inferior das folhas apicais e a fase jovem destas localiza-se até o terco
mediano. Em geral, a fase jovem de ambas as espécies tem aspecto de escama de coloracdo
amarelo-clara, contudo, diferenciam-se facilmente, pois a espécie Aleurothrixus aepim
apresenta o corpo recoberto por alguns filamentos cotonosos, semelhante ao algodéo, enquanto
gue Bemisia tuberculata apresenta o corpo sem filamentos (FIALHO & VIEIRA, 2011;
PIETROWKI et al., 2010).

A fase jovem deste inseto passa por quatro instares onde, nos trés primeiros alimenta-se
sugando a seiva. Para B. tuberculata, a fase de ovo tem duracdo em média de 8,8 dias e a fase
jovem de 23,3 dias, enquanto que A. aepim apresenta a duracgdo de 6,5 e 16,9 dias para ovo e
fase jovem, respectivamente (PIETROWKI et al., 2010).
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Figura 4 Plantas de mandioca infestadas com mosca branca.

A- Mosca-branca; B- Plantas de mandioca infestadas com mosca-branca; C- Ninfas de mosca-branca B.
tuberculata D- Ninfas de mosca-branca da A. aepim. Fonte: (PIETROWKI et al.,2010).

Altas populagGes de mosca-branca geralmente ocorrem em periodos chuvosos, embora
geralmente esteja presente durante todo o ciclo da cultura. As moscas-brancas causam danos
diretos e indiretos a mandioca. O dano direto € causado por ocasido da succéo da seiva e pode
causar diminuicdo do vigor da planta, desfolhamento, murchamento, manchas cloréticas nas
folhas, queda prematura de folhas, levando & redugdo na produtividade, dependendo das
condicBes nutricionais da planta, enquanto que o indireto pode ser a transmissdo de doengas,
principalmente as virais (PIETROWKI et al., 2010).

Formas de controle

Recomenda-se o plantio de espécies vegetais ndo hospedeiras de mosca-branca, como
algumas gramineas (milho ou sorgo) intercaladas com as plantas de mandioca. Essa pratica
pode reduzir as populacdes da praga. O uso de cultivares mais tolerantes é 0 método mais
indicado para o controle das moscas-brancas. Inseticidas ndo sdo recomendados, além de nédo
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haver registro para essa praga na cultura da mandioca no Ministério da Agricultura Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) (FIALHO & VIERA, 2011).

PulverizagBes com detergente neutro e 6leo vegetal, ambos a 1% de concentracdo, a
cada cinco dias, direcionadas para a parte inferior das folhas, podem reduzir as populactes da
praga. As aplicacdes devem comecar logo apds a constatacdo dos primeiros surtos e/ou focos
da praga. Outras praticas também devem ser observadas como: manter a cultura limpa; nédo
abandonar a cultura afetada, para ndo servir de criatério das moscas-brancas; destruir os restos
culturais ap6s a colheita; adquirir estacas ou manivas-sementes isentas da praga; evitar o plantio
préximo as areas afetadas; evitar trafegar em areas afetadas; ndo aproveitar manivas das areas
infestadas pela praga. O fungo Cladosporium cladosporioides também pode ser utilizado em

pulverizacgdo para o controle natural das ninfas (FIALHO & VIERA, 2011).

2.5 Cana-de-agucar

A cana-de-acucar Saccharum officinarum (Linnaeus, 1753) (Poaceae) é uma graminea
semiperene que foi introduzida no Brasil em 1532 e sempre teve importancia destacada na
economia do pais. O pais ndo é s6 o maior produtor da cultura, seguido por india e China, como
também o maior produtor de agucar e etanol de cana-de-acicar do mundo. Responsavel por
mais de 50% do acgucar comercializado no mundo, o pais teve em 2014 uma reducdo na sua
producdo em 2,5%. Apesar de pouco mais de 50% da producéo estar concentrada em Sao Paulo,
a cultura é cultivada em todas as regifes do pais (CONAB, 2014).

A cana-de-agUcar serve de alimento e fonte de energia renovavel, sendo estes os atuais
grandes produtos gerados pelo setor sucroenergético. Isso vai ao encontro das necessidades
humanas em um cenario de crescimento econémico mundial e necessidade de adogdo de fontes
renovaveis de energia. No Brasil, 0 setor canavieiro desempenha um papel fundamental na
geracdo de divisas, emprego e superavit da balanca comercial. As exportacfes do complexo
sucroalcooleiro ocupam o segundo lugar em valor exportado, superando importantes cadeias

como a da carne e a do café, ficando atras apenas do complexo soja (CONAB, 2014).

O Brasil devera produzir um total de 654,6 milhGes de toneladas de cana-de-agucar na
safra 2015/2016, um acréscimo de 3,1% (19,8 milhdes de toneladas) em relacdo a safra 2014/15,
que foi de 634,8 milhGes de toneladas. A producéo de cana-de-agucar da regido centro-sul esta

estimada em 592,7 milhdes de toneladas, 3% maior que a producéo da safra anterior. A Regido
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Norte/Nordeste devera ter um aumento de 4,3%, passando de 59,4 milhdes de toneladas na safra
2014/15, para 61,9 milhdes na safra 2015/16 (CONAB, 2015). A producdo agricola desta
cultura sofre forte influéncia das condi¢des climaticas bem como pela acdo de insetos-praga.
Estima-se que cerca de 10% das perdas ocasionadas na cultura sejam devidas ao ataque de

insetos-praga.

Gréfico 1 Producéo de cana-de-acucar por regido.
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Fonte: (CONAB, 2015)

2.6 Principais insetos-praga da cana-de-agucar

Dentre as pragas mais importantes que afetam a cultura no Brasil encontram-se a
cigarrinha-da-raiz, Mahanarva fimbriolata (Stal, 1854) (Hemiptera: Cercopidae); bicudo-da-
cana, Sphenophorus levis (Vaurie, 1978) (Coleoptera: Curculionidae); broca-peluda,
Hyponeuma taltula (Schaus, 1904) (Lepidoptera: Erebidae), broca-da-cana Diatraea
saccharalis (Fabricius,1794) (Lepidoptera: Crambidae); broca-pequena-da-cana, Diatraea
flavipennella (Box, 1931) (Lepidoptera: Crambidae); broca-gigante, Telchin licus (Drury,
1773) (Lepidoptera: Castniidae); cigarrinha-das-folhas, Mahanarva posticata (Stal, 1855)
(Hemiptera: Cercopidae) e o besouro-rajado-da-cana, Metamasius hemipterus (Linaeus,
1765) (Coleoptera: Curculionidae) (CENTRO DE TECNOLOGIA CANAVIEIRA, 2013;
LESLIE, 2007).
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2.7 Broca gigante Telchin licus (Drury, 1773)

A broca gigante da cana-de-acucar pertence a ordem Lepidoptera, subordem Glossata,

série Ditrysia (mariposas), superfamilia Castnioidea, familia castniidae (GALLO et al.,2002).

Os adultos da broca gigante tém cerca de 35 mm de comprimento e 90 mm de
envergadura e sdo de coloracdo escura ou quase preta, com algumas manchas brancas na regido
apical e uma faixa transversal branca nas asas anteriores. As asas posteriores apresentam uma
faixa curva e transversal de coloracdo branca e manchas vermelhas na margem externa. No
Nordeste do Brasil, 0s adultos surgem no periodo do verdo, com voo diurno e rapido; as fémeas,
apos o acasalamento, efetuam a postura que varia de 50 a 100 ovos, em touceiras velhas, de

preferéncia no meio de detritos e de caules cortados (GALLO et al., 2002).

Os ovos apresentam, inicialmente, uma coloracgdo rosada e, posteriormente, adquirem a
coloracdo verde-azeitona e alaranjada. Possuem 4 mm de comprimento, com cinco arestas
longitudinais e apresentam um periodo de incubacao variavel de 7 a 14 dias. As lagartas sdo
grandes, com até 80 mm de comprimento e 12 mm de largura do protérax, de coloracdo branca
com algumas pintas pardas no pronoto, sendo que sua largura decresce da parte toracica para a
anal. O periodo larval pode atingir até 10 meses, e as lagartas passam por cinco instares (SILVA
JUNIOR et al., 2008).

A pupa se transforma dentro de um casulo feito de fibras de cana-de-agucar, mede cerca
de 4 cm de comprimento com um tempo de duragéo de aproximadamente 30 a 45 dias, quando
emergem os adultos que tém longevidade de 10 a 15 dias (BOTELHO et al., 2006).

Figura 5 Ciclo bioldgico da Broca gigante Telchin licus.

A- Ovos; B- Lagarta; C- Pulpa e D- Adulto da broca gigante. Fonte: (CTC, 2013 com algumas modificaces).
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A broca gigante danifica a cana abrindo galerias de baixo para cima, até 1/3 da altura
do colmo da cana, deixando-o ocado, causando assim perdas na producao agricola e industrial.
Quando acaba a reserva alimentar, a lagarta migra para novo colmo fazendo nova galeria de
baixo para cima podendo danificar a touceira resultando em falhas na brotacdo e em casos de
altas infestagcOes, necessidade de reforma do canavial. Outro dano é o conhecido “coragdo
morto” na fase de brotacdo das soqueiras. O clima influencia 0 aumento populacional, sendo
que melhores distribui¢bes de chuva favorecem o ataque (BENEDINI & CONDE, 2008).

Formas de controle

A broca gigante ¢ “praga-chave” da cana e de dificil controle, pois a lagarta fecha o
orificio ocado logo apds o corte da cana, dificultando o acesso de predadores e tornando
ineficiente a aplicacdo de inseticidas. O controle manual (catacdo da praga) é o Unico método
eficiente até 0 momento, porém os custos de méo de obra sdo elevados. Realizam-se frequentes
levantamentos populacionais por amostragem e, quando constatada sua presenca, efetua-se o
controle manual. A lagarta é coletada manualmente imediatamente apds o corte, com auxilio
de ferramentas apropriadas, matando-se no primeiro dia até 65% das mesmas. No quinto dia
ndo h& mais eficiéncia de controle, pois ela migra para outro colmo. Numa segunda etapa (45
dias depois), avalia-se o0 coragdo morto e retira-se o broto ou perfilho atacado com outro tipo
de ferramenta (enxadinha). Se a broca ndo for controlada desta maneira, 0 avango populacional
da praga condena o canavial a reforma, pelo elevado nimero de falhas que podem aparecer
(BENEDINI & CONDE, 2008; PINTO et al., 2006).

2.8 Resisténcia de plantas

A resisténcia de plantas a insetos pode ser definida como a soma de qualidades
hereditarias possuidas pela planta, as quais influenciam no resultado do grau de dano que o
inseto causa. Isto, em outras palavras, representa a capacidade que certas plantas possuem de
alcancarem maior producéo de boa qualidade, que outras variedades em geral, sob condic¢des
iguais (LARA,1998).
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Tipos de Resisténcia

Uma planta, ou variedade, possui diversos meios para resistir ao ataque de pragas. Esses
meios constituem os tipos de resisténcia. A resisténcia de planta ao inseto na maioria das vezes
afeta os insetos em seu comportamento ou na sua biologia, e em alguns casos ocorre uma
simples reacdo da propria planta sem nenhum efeito direto ao inseto (LARA, 1998). A

resisténcia é classificada em trés tipos: antixenose, antibiose e tolerancia.
Antixenose

E um dos tipos de resisténcia de plantas e acontece quando plantas de uma variedade
sofre danos menores quando comparada com plantas de outras variedades sob as mesmas
condigdes, sendo esses danos de alimentacdo, oviposi¢do ou abrigo. Esse tipo de resisténcia

exprime uma mudanca no comportamento do inseto em relacdo a planta (LARA, 1998).
Antibiose

Esse tipo de resisténcia acontece quando o inseto se alimenta normalmente da planta e
esta exerce um efeito adverso sobre a biologia deste inseto, causando assim efeitos diretos no
desenvolvimento do inseto, como mortalidade nas fases iniciais, reducdo de peso e tamanho,

reducdo de fecundidade, além de alterac6es na reproducéo e tempo de vida (LARA, 1998).
Tolerancia

Esse tipo de resisténcia acontece quando as plantas de uma variedade sofrem menos
danos em relacdo as plantas de outras variedades sob o mesmo nivel de infestacdo de uma
determinada espécie de inseto, sem afetar o comportamento desse inseto ou sua biologia. Assim
as plantas com esse tipo de resisténcia possuem a capacidade de suportar o ataque da praga,
quer seja através da regeneracdo dos tecidos destruidos, emissdo de novos ramos ou perfilhos
ou por qualquer outra forma, ndo deixando que o dano sofrido provoque perdas significativas

na sua qualidade e quantidade de producéo (LARA, 1998).

2.9  Semioquimicos

Desde a descoberta do primeiro feromdnio sexual de inseto em 1959 (BUTENANDT et
al.,, 1959), do bicho da seda Bombyx mori (Lepiddptera), as pesquisas referentes ao

entendimento da comunicacdo entre 0os organismos vivos (insetos, plantas e etc.) vém numa
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crescente até os dias atuais. A maneira como insetos e plantas se comunicam, entre suas
espécies e/ou com outras espécies se da por meio de compostos quimicos, e esses compostos
receberam o nome de semioquimicos (ZARBIN et al., 2009; HEUSKIN et al., 2011).

A sinalizacdo quimica entre os individuos é claramente um dos primeiros tipos de
intercambio de informacgdes que aparecem na longa histdria de vida na terra, muito antes do
desenvolvimento dos estimulos visuais ou auditivos. De fato, a forma de comunicagao quimica
via semioquimicos continua a ser a forma dominante de comunicagdo entre muitos animais
(SONENSHINE, 2004).

Os semioquimicos sdo divididos em dois grupos: os feromonios, mediadores
intraespecificos e os aleloquimicos, mediadores interespecificos. Existem basicamente cinco
tipos de feromonios conhecidos: sexual, agregacao, alarme, trilha e marcacdo de hospedeiro
(HEUSKIN et al., 2011).

Os aleloquimicos incluem aloménios (espécies que emitem o sinal sdo beneficiadas),
cairomonios (espécie receptora do sinal é beneficiada) e sinomdnios (onde emissores e
receptores ambos sdo beneficiados) (HEUSKIN et al., 2011).

Os semioquimicos em geral, consistem em uma ampla variedade de moléculas organicas
qgue podem ser de natureza volatil ou ndo-volatil. Os semioquimicos ndo-volateis incluem
hidrocarbonetos cuticulares, atuando em reconhecimento do companheiro ou na regulacdo do

canibalismo de vérias espécies de insetos (HEUSKIN et al., 2011).

2.10 Manejo integrado de pragas (MIP)

O desenvolvimento de estratégias de manejo integrado de pragas (MIP) vem
aumentando em interesse desde que a utilizacdo de pesticidas sintéticos tem causado problemas
de saude e ambientais. Dessa forma os semioquimicos s@o considerados uma area estratégica
do MIP como uma abordagem alternativa ou complementar aos tratamentos com inseticidas.
Com efeito, estes compostos espécie-especificos ndo afetam negativamente 0s organismos
benéficos e ndo geram qualquer risco de resisténcia dos insetos-praga como observado com
inseticidas (HEUSKIN et al., 2011).

O objetivo do MIP é a utilizacdo de metodologias que tenham a finalidade do controle

populacional de insetos-praga permitindo que estes ndo sejam capazes de causar danos
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econémicos e permitindo que os inimigos naturais permanecam nas plantagdes favorecendo o
equilibrio natural (TRIANA, 2015).

Entre as principais estratégias para utilizacdo de semioquimicos no MIP estdo as

seguintes: monitoramento, coleta massal, confuséo sexual, push-pull e controle biolégico.
Monitoramento

Armadilhas com feromonios podem ser utilizadas para detectar tanto a presencga quanto
a densidade da praga, visando determinar quando a populacdo do inseto-praga atingiu o nivel
de dano econémico. O seu objetivo é determinar de maneira mais precisa 0 momento de
controle e limitar a utilizacdo desnecessaria de inseticida, fazendo com que estes sejam
utilizados somente quando forem estritamente necessarios (ZARBIN et al., 2009; HEUSKIN et
al., 2011).

Coleta massal

Na coleta massal, o feroménio é usado como atrativo do inseto para um recipiente de
contencdo visando assim a elimina¢do ou diminuicao da populacdo do inseto-praga no cultivo.
Geralmente utiliza-se uma grande quantidade de armadilhas com feroménio com o objetivo de

capturar o maior numero possivel de individuos (ZARBIN et al., 2009).
Confuséo sexual

Assim como a coleta massal, esta forma de uso de feromonios € um método de controle.
O conceito da confusdo sexual, confundimento ou ainda interrupcéo de acasalamento, baseia-
se na interferéncia ou impedimento da transmissdo de sinais entre 0s parceiros sexuais
(ZARBIN et al., 2009). A confuséo sexual consiste em afetar o comportamento dos machos em
sua busca de uma fémea para o acasalamento pela liberacdo de grandes quantidades de

feromonios sintético de fémeas na area (HEUSKIN et al., 2011).
Push-pull

Segundo HEUSKIN et al. (2011), é uma das estratégias mais recentes descritas no MIP.
Essa técnica consiste em uma combinacdo de plantas com estimulos atraentes e repelentes que
alteram o comportamento de insetos-pragas e/ou de seus inimigos naturais. Os insetos sdo
desencorajados ou repelidos para longe das culturas (push). Eles sdo simultaneamente atraidos

por iscas (pull) concentradas em outras areas onde eles serdo presos ou mortos de maneira
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controlada. Esta estratégia exige uma clara compreensdo da biologia das pragas, ecologia

quimica e das interacGes entre os diferentes niveis tréficos.

2.11 Compostos Organicos Volateis de plantas (COVs).

Os COVs sdao metabdlitos secundarios que as plantas liberam, em quantidades ndo
triviais. Quase um quinto do CO, atmosférico fixado por plantas na terra, por dia, é liberado
como volateis (BALDWIN, 2010).

Segundo Maffei (2010), cerca de 90% das emissdes dos COVs vindas de fontes naturais
sdo liberadas pelas florestas, sendo a mais importante entre estas a floresta amazo6nica. Esses
compostos ndo sdo liberados por acaso. Eles desempenham func¢des importantissimas na
comunicacéo entre as plantas e com outros organismos. Na natureza, as plantas desenvolveram
e aperfeicoaram uma diversidade consideravel de mecanismos de defesa contra condicGes
ambientais adversas, tais como 0 ataque de macro e microrganismos antagonistas, entre eles a
emissdo dos COVs (ZARBIN et al., 2013).

A composicdo quimica dessas misturas de volateis liberados pelas plantas e sua
intensidade podem carregar informagdes sobre o estado fisioldgico e algum estresse a que elas
estdo sendo submetida (DUDAREVA, 2006). Segundo DUDAREVA & PICHERSKY (2008),
as principais fungdes dos COVs liberados por plantas estdo ligadas as defesas contra herbivoros
e patdgenos, atracdo de polinizadores, dispersores de sementes e microrganismos benéficos,

além de servirem como sinais de comunicagdo entre as plantas.

Mais de 1% destes metabdlitos secundarios liberados por plantas sdo moléculas
lipofilicas com baixo ponto de ebulicdo. Eles séo representados principalmente por terpendides,
fenilpropandides/benzendides, derivados de acidos graxos e derivados de aminoacidos
(DUDAREVA & PICHERSKY, 2008). Os COVs sao liberados na atmosfera pelas folhas,
flores, frutos e as raizes das plantas (MAFFEI, 2010).

Em resposta ao ataque de herbivoros, as plantas emitem uma mistura de COVs que
podem ser quantitativa e qualitativamente diferentes das misturas emitidas quando estéo
intactas. Esta mistura de volateis quando induzida, altera as interacdes entre a planta e o seu
ambiente (DICKE & LOON, 2000). Esses COVs podem variar de acordo com o tipo de dano
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seja, ferimento Unico, ferimento continuo, deposicdo de ovos e alimentacdo de herbivoros
(MAFFEI, 2010).

Na natureza, os volateis tém muitas funcdes eco-fisioldgicas. Constitutivamente, eles
oferecem a planta defesa contra agentes de stress e permitem a comunicagéo entre a planta e o
meio ambiente. Além disso, protegem a planta do calor ao reduzir espécies de oxigénio reativas
produzidas por altas temperaturas, protegem as plantas de micro-organismos e repelem insetos.
Os voléateis também mediam interagdes entre plantas e herbivoros, as quais sdo importantes, ja
que vinculam cadeias alimentares em ecossistemas complexos. Eles mediam a atracdo de
polinizadores as flores e possivelmente de animais disseminadores de sementes assim como a
localizacdo de plantas hospedeiras por insetos herbivoros. Ja os volateis induzidos provocam a
atracdo de inimigos naturais (predadores e parasitoides) tanto na parte aérea, como nas raizes
das plantas estando também envolvidos nas intera¢Ges planta-planta (ZARBIN et al., 2013).

2.12 Localizacao da biossintese de COVs em plantas

Os COVs particularmente a maioria dos monoterpenos e sesquiterpenos, Sao
sintetizados e armazenados em tecidos secretores especiais, que estdo presentes na maioria das
plantas vasculares (MAFFEI, 2010). Muitos dos volateis lipofilicos de plantas sdo liberados
através das membranas dos tecidos epidérmicos, onde sdo sintetizados, ou de outras estruturas,
tais como tricomas que sédo estruturas especializadas semelhantes a pélos, derivados de células
epidérmicas (BALDWIN, 2010). Esses tricomas estdo presentes na superficie das plantas, em
muitos casos os COVs séo acumulados dentro da camada cuticular, mas fora da parede celular
da planta, quer sozinhos ou juntos com outros compostos que podem ter natureza quimica muito
distinta (MAFFEI, 2010). Além dos tricomas, ha a presenca de outras estruturas secretoras que
sd80 menos Vvisiveis, porque estdo inseridas em tecidos profundos das plantas onde os COVs sé@o
armazenados, representando uma defesa constitutiva, pronta para serem liberados ou agir em
caso de ruptura dos tecidos (MAFFEI, 2010). Em raizes e flores, os COVs sdo armazenados em
outros tecidos, onde os produtos se acumulam e sdo secretados dentro de seus vacuolos, sendo
armazenados em formas conjugadas ou em dutos e laticiferos especializados, que s&o
precursores conjugados para liberagdo como volateis quando os tecidos forem danificados (por
exemplo, quando herbivoros mastigam folhas). Ao ocorrer o dano, enzimas liticas sdo
misturadas com o conteudo destes compartimentos de armazenamento e 0s volateis sdo
liberados (BALDWIN, 2010).
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2.13  Principais Rotas Biosintéticas de COVs

A biossintese de COVs depende da disponibilidade de carbono, de nitrogénio e de
enxofre, bem como a energia fornecida pelo metabolismo primério da planta. Por isso, a
disponibilidade destes componentes basicos exercera um grande impacto sobre a concentracao
de qualquer metabolito secundario, incluindo os COVs, demonstrando assim o elevado grau de
conectividade entre o metabolismo primario e secundario. Com base na sua origem biosintética,
todos os compostos organicos volateis sdo divididos em classes, incluindo terpenoides,
fenilpropanoides/benzenoides, derivados de acidos graxos e derivados de aminoacidos
(DUDAREVA, 2013). A Figura 8 exemplifica as principais vias biosintéticas 7dos COVs

produzidos por plantas.

Figura 6 Principais rotas Biosintéticas de COVs produzidos por plantas.
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2.14 Biossintese de Terpendides

Os terpenodides fornecem uma grande parte da diversidade estrutural na mistura de

compostos volateis de plantas. Todos os terpendides

sdo derivados da condensagdo de
precursores Cs isopentenil pirofosfato (IPP; Cs) e o seu isomero alilico, difosfato de dimetilalila
(DMAPP; Cs). Esses compostos sao sintetizados por duas vias independentes: a via do acido

mevaldnico (MVA), localizada no citosol ou a via do 2-metil-4-fosfato de eritritol/1-desoxi-

xilulose 5-fosfato (MEP/DOXP) via esta localizada nos plastidios (BALDWIN, 2010).

Segundo DUDAREVA (2013), a via MVA déa origem aos sesquiterpenos volateis (Cis),

enquanto que a via MEP proporciona precursores para hemiterpenos (Cs), monoterpenos (Cio)

e diterpenos (Czo) volateis.

Figura 7

Rotas Biosintética dos terpendides em plantas.
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Fonte: (NAGEGOWDA, 2010)

A via do MVA comeca com a condensacdo de duas moléculas de acetil-Coenzima-A

para acetoacetil-CoA (AcAc) pela enzima AcAc-tiolase (AACT) (NAGEGOWDA, 2010).
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A molécularesultante das condensacdes de trés acetil-coA é a 3-hidroxi-3-metilglutaril-
CoA (HMGR), que sofre reducdo para acido mevalénico (MVA), que em seguida sofre duas
reacOes de fosforilacdo, aléem de descarboxilacdo e eliminacdo, gerando o produto final o
pirofosfato de isopentenila (IPP). Esse produto ainda sofre a acdo da enzima isopentenil-
difosfato-isomerase formando o difosfato de dimetilalila (DMAPP) (DUDAREVA, 2013;
NAGEGOWDA, 2010).

A via MEP consiste em sete etapas enzimaticas envolvidas na formagdo de IPP e
DMAPP. A primeira etapa nesta via é a condensacdo de piruvato e gliceraldeido 3-fosfato
(GAP) para formar uma desoxi-D-xilulose-5-fosfato (DOXP) pela acdo da enzima DOXP-
sintase (DXS). A DOXP sofre reducédo e isomerizacdo pela acdo de uma enzima conhecida
como MEP-sintase levando a formacéo do MEP. Esse MEP passa por cinco etapas consecutivas
até ocorrer a conversdo de MEP para IPP e DMAPP. Essa via depende do metabolismo primario
para o fornecimento de Piruvato e GAP, derivados tanto da glicélise, quanto da via da pentose
fosfato (PPP) (DUDAREVA, 2013; NAGEGOWDA, 2010).

Ambos IPP e DMAPP sao substratos para as enzimas prenil-transferases de cadeia curta,
que produzem precursores difosfato de prenila, difosfato de geranila (GPP), difosfato de
farnesila (FPP) e difosfato de geranilgeranila (GGPP) para uma grande familia de terpeno-
sintases/ciclases (TPSs). Enquanto a via do MVA produz apenas IPP, a via MEP sintetiza
ambos IPP e DMAPP. Assim, as duas vias dependem da difosfato-de-isopentenila-isomerase
(IDI), que converte reversivelmente IPP para DMAPP e que controla o equilibrio entre eles
(DUDAREVA, 2013).

Esses precursores sdo 0s componentes basicos utilizados pelas terpeno sintases (TPSs),
que produzem uma enorme gama de hemi-, homo-, sesqui- e diterpenos volateis. Uma dessas
enzimas pode usar o substrato para formacdo de um até vinte produtos diferentes (BALDWIN,
2010). A formacdo do percursor dos sesquiterpenos acontece pela condensacdo de duas
moléculas de IPP com uma de DMAPP levando a formagéo do FPP. Isso acontece no citosol,
enquanto que nos plastidios as GPP e GGPP sintases sdo responsaveis pela condensacao
cabeca-de-cauda de uma molécula DMAPP com uma ou trés moléculas IPP para formar GPP
e GGPP, respectivamente, 0s precursores correspondentes de mono e diterpenos
(DUDAREVA, 2013). Os terpentides com numero de carbonos irregulares podem ser
produzidos através da modificacdo da via terpenoide (C11e Cis homoterpenes), bem como

através da degradacdo de carotenoides um processo inicial de uma clivagem por uma
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dioxigenase seguida de outras transformacdes enziméticas (BALDWIN, 2010; DUDAREVA,
2013).

Figura 8 Principais terpendides liberados por plantas.
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2.15 Compostos epicuticulares de insetos

Os hidrocarbonetos de cadeia longa de insetos desempenham um papel central na
impermeabilizacdo da cuticula dos insetos. Além disso, apresentam uma funcdo extensa na
comunicag¢do quimica onde sdo necessarias substancias quimicas relativamente ndo volateis

(BLOMQUIST, 2010). Esses hidrocarbonetos podem atuar como semioquimicos, apresentando
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varias atividades, entre elas: atrativos sexuais, pistas de reconhecimento de castas, marcacdo de
territorio, recrutamento e feromdnios de alarme, secrecdes de defesa, cairomonios, entre outros
(BLOMQUIST, 1982).

2.16 Sitio de biossintese dos hidrocarbonetos epicuticulares

H& uma variedade de linhas de evidéncias que os locais da sintese de hidrocarbonetos
acontecam nos oendcitos (BLOMQUIST, 2010). A localizacdo anatdmica dos oendcitos varia
entre as espécies de insetos e até mesmo nos diferentes estagios de desenvolvimento. Em alguns
insetos, tais como Tenebrio molitor, oendcitos estdo dispostos em grupos discretos dentro da
hemocele e sdo facilmente acessiveis. Em outros insetos, incluindo a barata, Periplaneta
americana, a mosca-da-fruta, Drosophila melanogaster, e a barata alemd, Blatella germanica,

0s oenacitos sdo encontrados dentro do tegumento abdominal.

2.17 Vias biossintéticas dos hidrocarbonetos

Recentemente, elucidou-se o mecanismo de como o0s insetos sintetizam hidrocarbonetos Acil-
CoAs para produzir os acidos graxos de cadeia longa, que sdo entdo convertidos em
hidrocarbonetos por perda do grupo carboxila. Hidrocarbonetos metil ramificados (com a
excecdo dos 2-metilalcanos) resultam na incorporagdo de um grupo propionil-CoA (como o
metilmalonil-CoA) no lugar de um grupo acetil-CoA em pontos especificos durante o
alongamento da cadeia. J& os 2-metilalcanos surgem a partir do alongamento do esqueleto de
carbono da valina (com 0 mesmo numero de &tomos de carbono na cadeia) ou na isoleucina

(com nimero impar de atomos de carbono na cadeia) (BLOMQUIST, 2010).

2.18 Biossintese de hidrocarbonetos Metil-Ramificados

A formagdo dos 2-metilalcanos surge a partir de esqueletos carbénicos de aminoacidos
para iniciar a sintese da cadeia do composto. Quando a valina é usada como percussor nessa
sintese, a cadeia principal do composto que sera formado apresentard um namero par de atomos
de carbono, e se a leucina for usada para a sintese do composto, a cadeia principal desse

composto apresentard o nimero impar de atomos de carbonos, como apresentado na figura 9.
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Figura 9 Biossintese de 2-metil-alcanos utilizando os esqueletos carbénicos de leucina e valina.
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Assim, as ramificacGes metila ocorrem na posicdo C-3, além de apresentarem outra
ramificacdo mais interna nos hidrocarbonetos nesta classe de compostos, sendo estes formados
a partir da substituicdo de uma unidade de metilmalonil-CoA por uma unidade de malonil-CoA,
durante o processo de alongamento da cadeia. Os precursores para a sintese de metil malonil-
CoA em insetos, especialmente na auséncia ou em baixos niveis de vitamina B12, sdo 0s
aminoéacidos valina, isoleucina e metionina. A valina e isoleucina também sdo os precursores
para o grupo propionil que da origem a hormonios juvenis e aos compostos etil-ramificados na
ordem Lepidoptera (BLOMQUIST, 2010).
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Figura 10 Via Biosintética de hidrocarbonetos metil-ramificado.
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Os cupins (Zootermopsis angusticollis) apresentam altos niveis de vitamina B12, em
contraste com a maioria dos outros insetos. Nos cupins, 0 succinato é convertido em
metilmalonil-CoA, servindo como a fonte de ramificacdes metila. A succinil-CoA e convertida
a metilmalonil-CoA no trato intestinal, sendo posteriormente convertida a propionato,
provavelmente através de microrganismos. Esse propionato de etila, em seguida, &,
aparentemente, transportado pela hemolinfa do tecido epidérmico, onde € reconvertido a
metilmalonil-CoA para ser utilizado na sintese de hidrocarbonetos metil-ramificados
(BLOMQUIST, 2010).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1  Perfil dos compostos orgéanicos volateis (COVs) de diferentes cultivares de
Mandioca

3.1.1 Obtenc¢do e manutencgéo das plantas e dos insetos.

Para avaliagdo dos COVs da mandioca foram utilizadas duas cultivares, sendo uma
considerada resistente (Equador 72) e a outra susceptivel (BRS JARI). O material foi
previamente caracterizado em campo como resistente ou suscetivel ao percevejo-de-renda
(Vatiga illudens), caros e mosca-branca (Dr. Eder Jorge de oliveira — Comunicacao pessoal),
as cultivares foram cedidas pela Embrapa Mandioca e Fruticultura (Cruz das Almas, Bahia).
Esse material foi propagado a partir de manivas em copos plasticos de 0,5 litros com substrato
comercial, irrigacdo manual e mantido em casa de vegetacdo sob condicGes de temperatura e
umidade ambiente.

Figura 11 Copos pléasticos com as plantas das duas cultivares de mandioca
(Equador 72 e BRS JARI).

(Foto: Thyago Ribeiro, 2015)

Adultos do percevejo-de-renda foram obtidos em campo na fazenda KAPA, (Limoeiro
de Anadia, Alagoas). Apo6s a coleta, os insetos foram mantidos em mudas de outra cultivar ndo

identificada de mandioca.
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Os adultos de mosca-branca foram coletados em plantas de mandioca em campo, na
Unidade de execucdo de pesquisa da Embrapa Tabuleiros Costeiros, localizada no Centro de
Ciéncias Agrarias (CECA) da UFAL, em Rio Largo, Alagoas. As moscas-brancas foram
coletadas, utilizando sugadores e armazenados em frascos ambar de 5 mL a temperatura
ambiente, permanecendo por 1 hora sem qualquer fonte de alimento até utilizacdo nos
bioensaios de atividade.

3.1.2 Coleta dos compostos organicos volateis das plantas.

Todas as plantas que foram utilizadas para coleta dos COVs tinham entre quarenta a
quarenta e cinco dias de cultivo. As plantas das duas cultivares foram infestadas com 10
percevejos por planta, denominando-se tratamento infestado. As plantas controle foram
mantidas sem infestacdo. Para as coletas dos COVs foi utilizado o adsorvente Haysep. As
plantas foram acondicionadas dentro de sacos de poliéster para uso em forno e seus vasos foram
cobertos com papel aluminio para isolar os compostos provenientes do solo. Ar filtrado com
carvao ativo foi injetado através de uma bomba em um fluxo de 800 mL/min enguanto que
outra bomba sugava o ar passando através do “trap” a uma razao de 400 mL/min. As coletas
foram realizadas por 60 horas e em seis repeticGes por tratamento. Ao término das aeragdes, a
dessorcdo dos compostos foi realizada passando-se 500 puL de hexano bidestilado pelos traps
contendo os volateis, e as amostras foram armazenadas a -20°C até a analise.

Figural2  Coleta dos COVs de plantas das duas cultivares
de mandioca (Equador 72 e BRS JARI).

-.,»\

(Foto: Thyago Ribeiro, 2015)
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3.1.3 Analises dos COVs

As amostras obtidas através das aeracdes dos diferentes tratamentos realizados para as
duas cultivares equador 72 e BRS JARI foram analisadas por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG/EM). As amostras foram injetadas no CG/EM modelo 2010
PLUS, Shimadzu, em uma coluna Nist-05 (5% Fenil, 95% Dimetilpolisiloxano) com (30 m, d.
0,25 mm). As condic¢des do método usado foram as seguintes: injetor com a temperatura 200°C
no modo Splitless (sem divisdo de fluxo), a coluna iniciando com 50°C por 5 minutos, seguido
por gradiente de 5°C/min até atingir 250°C, que foi mantido por 5 minutos. A fonte de ionizacéo
utilizada foi impacto eletrénico (EI) com 70 eV (elétrons-volts), com a temperatura do detector
“ion source” de 200°C. A temperatura da interface foi de 250°C, os valores de fragmentacédo

registrados foram Scan de 35 m/z até 300 m/z e o tempo total da corrida foi 50 minutos.

Depois de injetadas as amostras e obtidos os cromatogramas, estes foram analisados e
0s possiveis compostos identificados usando-se as bibliotecas de espectros de massa NIST
(National Institute of Standards and Technology), Wiley library, que compdem o pacote do
software do equipamento. Consideraram-se 0s compostos que apareceram em mais de 50% das
amostras analisadas e, para identificacdo, um limite minimo de 80% de similaridade entre os
espectros de massa foi utilizado juntamente com os resultados dos indices de Retencdo de
Kovats (KI) que foram calculados usando um padrdo de alcanos de C7 a C30, utilizando a

seguinte equacdo:

KI = 100#n + 100%(N — n) #tx — tm

ten—tm
Onde n o nimero de atomos do alcano mais proximo eluido antes do analito, N nimero
de 4&tomos do alcano mais préximo eluido ap6s o analito e o trx € 0 tempo de retencdo do analito,
trm 0 tempo de retencdo do alcano mais proximo eluido antes do analito, trn tempo de retengédo

do alcano mais proximo eluido ap6s o analito.

Os valores de Kl calculados foram comparados com valores de Kl descritos na base de

dados Pherobase para confirmar os possiveis compostos presentes nas amostras analisadas.
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3.1.4 Quantificacéo do padréo

O padrao de p-ocimeno utilizado foi a mistura racémica (Sigma Aldrich). Construiu-
se uma curva padrdo para quantificagdo do B-ocimeno encontrado nas plantas. A curva foi
obtida utilizando cinco concentragdes seriadas variando entre 10 a 1000 ng de -ocimeno por
mL. Injetou-se 1 pL no modo auto-injetor em condi¢es cromatograficas semelhantes as

descritas no item 3.1.3.
3.1.5 Bioensaios de repeléncia da mosca-branca frente aos COVs de mandioca

Para os bioensaios de repeléncia da mosca-branca, foram testados os extratos de COVs
das duas cultivares. Utilizou-se um pool das amostras de cada tratamento e a concentracdo dos
extratos foram ajustadas (diluidas) para que os extratos das plantas infestadas tivessem uma
concentracdo de 250 ng/mL de B-ocimeno, o que é encontrado nos 25 pL usados no bioensaio
a quantidade de B-ocimeno liberado por planta (infestada) durante 60 horas. Para o bioensaio,

foi adotada modificacdo da metodologia descrita por (ZHANG et al., 2004).

Para o bioensaio, usaram-se, como olfatdmetro, cilindros de vidro que continham um
diametro interno de 2,2 cm e comprimento de 30 cm. Na tampa de vidro, foi montado um
“sanduiche” colocando-se nesta ordem: um disco de papel filtro, um disco de folha de
mandioca, um anel de teflon de 2,1 cm de diametro e uma tela antiafidica. A tampa foi entdo
colocada e mantida nessa ordem na extremidade superior do cilindro que estava orientado
verticalmente embaixo de uma fonte de luz. Antes da montagem, o disco de papel filtro foi
umedecido com 20 pL de agua destilada para impedir que os discos de folha de mandioca se

desidratassem durante experimento que teve uma duracao de lhora.

O uso da tela antiafidica impediu que aparelho bucal da mosca-branca entrasse em
contato com o disco das folhas da mandioca. O uso do anel de teflon impediu que qualquer
substancia aplicada sobre os discos das folhas entrasse em contato com a tela de antiafidica,
causando assim uma possivel dispersdo das moscas-brancas para o lado do olfatbmetro. Esse
cuidado foi necessario para que nada pudesse causar algum efeito sobre a resposta das moscas-
brancas, a ndo ser unicamente a volatilidade da substancia aplicada e da sua percepgéo através

do olfato.

Foram realizados ensaios preliminares para encontrar o melhor volume a ser testado no
sistema, chegando-se a um volume 6timo. Utilizou-se para cada repeticdo um volume de 25 pL

do pool dos extratos e do padrdo sintético. Os bioensaios foram realizados usando discos de
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folhas de plantas de mandioca de outra cultivar. As moscas-brancas foram introduzidas na parte
inferior do cilindro. Durante um periodo de exposicdo de 1 h, as localizagdes das moscas-
brancas dentro do cilindro foram registrados como repousando sobre a tela anti-afidica (0 cm),
repousando sobre as paredes do cilindro a partir da tela até 2 cm (< 2 0 cm), e de repouso sobre
as paredes do cilindro a partir de 2 cm ao fundo do cilindro (> 2 cm). Foram utilizadas dez
moscas por cilindro, sendo a sua localizac¢do no cilindro registrada apos 1 hora. As repeti¢coes
dos bioensaios foram sempre realizadas no periodo da manha (8 - 12h am) e dez repeticdes

foram utilizadas para cada tratamento.

Foram armazenados em etanol 10 exemplares de adultos e ninfas das moscas-brancas

coletadas no campo para envio a especialista para identificacao.

Figura 13 Olfatdmetro utilizado nos bioensaios de repeléncia.

(Foto: Thyago Ribeiro, 2015)

3.1.6 Analise estatistica

Para a analise estatistica dos COVs de mandioca, foi utilizado delineamento
inteiramente casualizado com quatro tratamentos, duas cultivares (controle e infestado) e seis

repeticBes. Foi realizada a anélise de variancia (ANOVA) e o teste de comparacdo de médias
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de Tukey a 5% de probabilidade. Para os bioensaios com a mosca-branca foi também realizada
a andlise de variancia (ANOVA) e o teste de comparacdo de médias de Scott-Knott a 5% de

probabilidade.

3.2 Compostos epicuticulares da Broca Gigante (T. licus)
3.2.1 Obtencéo dos Insetos

As lagartas de broca gigante foram coletadas em campo, pertencente a Triunfo
Agroindustrial Ltda, localizado no municipio de Boca da Mata, Alagoas. Os insetos foram
coletados manualmente pela equipe técnica da prépria usina, sendo logo apos, colocadas em
placas de petri de polietileno e mantidas em dieta artificial. Apos a coleta, as larvas foram
levadas ao Laboratdrio de Pesquisa em, Recursos Naturais (LPQRN) e mantidas nas seguintes
condicBes: temperatura de 27+2° C, umidade relativa de 81+3% e fotoperiodo invertido de 14
h fotofase e 10 h escotofase. A manutencéo foi feita semanalmente, trocando-se a alimentacéao
e fazendo o0 acompanhamento de mudanca de fase. Diariamente, as larvas que passavam para o
estagio de pupas, foram sexadas, separadas em gaiolas (40 cm x 40 cm) e mantidas em
recipiente contendo papel filtro umedecido. Ap6s aproximadamente 15 dias na fase de pulpa os

adultos emergiam, chegando ao seu ultimo estagio em laboratério.

3.2.2 Extracédo dos epicuticulares das lagartas e adultos da Broca gigante.

As lagartas de aproximadamente 3 a 4 cm foram retiradas das dietas e alimentadas com
cana-de-acucar por um periodo de 24 horas. Ap0s esse periodo, foram colocadas em baldes para
extracdo dos compostos epicuticulares. Foram utilizadas cinco lagartas para cada amostra,
sendo realizadas cinco repeticBes. Ja para a extracdo dos compostos cuticulares dos adultos
(macho e fémeas separadamente), foi utilizado um adulto de cada sexo para cada amostra,
também utilizando-se 5 repeticbes. O solvente utilizado para extracdo dos compostos
cuticulares foi o hexano grau HPLC bidestilado, num volume de 5 mL para cinco lagartas e 5
mL para cada adulto. Tanto lagartas como os adultos ficaram imersos durante um periodo de
cinco minutos no solvente. Apds esse tempo, o material foi retirado e eluido em uma coluna de
silica gel com as seguintes especificacdes: Analyticals mm 0,05+0,20 RS cromatografia,
densidade (g/L) 400+440. As amostras foram armazenados em vials de 1,5 mL a -20°C para

analise posterior.
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Figura 14 Extracdo de compostos epicuticulares de broca gigante.

3.2.3 Analise dos compostos epicuticulares das lagartas e adultos da Broca gigante.

As amostras obtidas atraves da extracdo dos compostos epicuticulares de lagartas e
adultos machos e fémeas da broca gigante foram analisadas por cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas (CG/EM). As amostras foram injetadas em CG/EM de modelo 2010
PLUS, Shimadzu, em coluna Nist-01 (100% dimetilpolisiloxano) com (30 m, d. 0,25 mm).
Foram usados diferentes métodos para lagartas e adultos. O método usado na identificacdo dos
compostos das lagartas foi: injetor com a temperatura 250°C no modo Split (com divisdo de
fluxo), a coluna iniciando com 50°C por 5 minutos, seguido por gradiente de 8°C/min até atingir
300°C, que foram mantidos por 15 minutos. A fonte de ionizagdo utilizada foi impacto
eletronico (EI) com 70 eV (elétrons-volts), com a temperatura do detector “ion source” de 200
°C, temperatura da interface de 250°C. Os valores de fragmentacdo registrados foram Scan de

35 m/z até 500 m/z, e o tempo total da corrida foi 51,25 minutos.

O método utilizado para as analises de ambos os adultos machos e fémeas foi: injetor
com a temperatura 250°C no modo Splitless (sem divisdo de fluxo), a coluna iniciando com
140°C por 3 minutos, seguido por gradiente de 4°C/min até atingir 300°C, que foram mantidos
por 5 minutos. A fonte de ionizacdo utilizada foi impacto eletrénico (EI) com 70 eV (elétrons-
volts), com a temperatura do detector “ion source” de 200 °C, a temperatura da interface de 290
°C. Os valores de fragmentacéo registrados foram Scan de 35 m/z até 500 m/z, e o tempo total
da corrida foi 48,25 minutos.
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Apos injetadas as amostras e obtidos os cromatogramas, realizou-se a analise e 0s
possiveis compostos foram identificados utilizando-se as bibliotecas de espectro de massas
NIST (National Institute of Standards and Technology) e Wiley library, que compdem o pacote
do software do equipamento. Foram considerados 0s compostos que apareceram em mais de
50% das amostras analisadas e, para identificacéo, considerou-se um limite minimo de 80% de
similaridade entre os espectros de massa das bibliotecas. Além disso, foram calculados os
indices de Retencdo de Kovats (KI), com padrdo de alcanos de C7 a C30, utilizando-se a

seguinte equacdo:

K1 =100%n + 100%(N — n) *tr — tm
trNn—tm
Onde n o numero de atomos do alcano mais préximo eluido antes do analito, N namero
de 4tomos do alcano mais préximo eluido ap6s o analito e o trx € 0 tempo de retencdo do analito,
trn 0 tempo de retencdo do alcano mais proximo eluido antes do analito, trn tempo de retengéo

do alcano mais proximo eluido ap6s o analito.

Os valores de KI calculados foram comparados com valores de K1 descritos na base de

dados Pherobase para confirmar os possiveis compostos presentes nas amostras analisadas.

3.2.4 Atividade antimicrobiana dos compostos epicuticulares

A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada utilizando o teste de difusdao em
discos com adaptacdo do método previamente descrito (Manual Clinical and Laboratory
Standards Institute - CLSI). Nos bioensaios antimicrobianos, foi testada a eficiéncia dos
compostos cuticulares das lagartas da broca gigante frente a quatro microrganismos endofiticos
isolados de cana-de-acucar, previamente identificados como Pectobacterium corotovorum (X),
Bacillus cereus (O), Bacillus pumilus (C) e ndo-identificado (G). Foram utilizadas quatro
concentragdes para os extratos dos compostos epicuticulares de: 1; 2,5; 5 e 10 mg/mL

dissolvidas em hexano.

Ajustou-se a turbidez da cultura em crescimento com solucéo salina estéril, de modo a
obter-se uma turbidez Optica comparavel a da solucdo padréo de McFarland a 0,5. (escala n°5,
em seguida diluido 1:10 v/v em salina para o vol. final de 5 mL). Em condigdes ideais,
mergulhou-se um swab de algoddo estéril na suspensao ajustada e assim semeado. Na superficie

seca da placa de agar Mueller-Hinton foi inoculado esfregando o swab em toda a superficie
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estéril do agar. Repetindo-se o procedimento esfregando outras duas vezes, girando a placa

aproximadamente 60° cada vez, assegurando assim uma distribuicdo uniforme do indculo.

Foram usados cinco discos estéreis de papel filtro em cada placa, sendo embebecidos
com 20uL das diferentes concentracfes dos compostos epicuticulares, além do controle
(hexano). Cada disco foi pressionado de encontro a placa, de maneira a assegurar contato
completo com a superficie do agar. As placas foram invertidas e colocadas numa estufa, a 35°C.
Apos 24 horas de crescimento, os didmetros dos halos de inibi¢do foram mensurados, incluindo
0 didmetro do disco, para classificar a atividade dos compostos. O ensaio foi realizado em

triplicata para todos os isolados.



4, RESULTADOS
4.1 COVs de Manihot esculenta

411

A andlise dos resultados da identificacdo dos COVs das cultivares Equador 72 e BRS
Jari de mandioca mostraram uma grande variedade de compostos de diversas classes, como
terpenos, alcanos, alcanos ramificados, alcenos, cetonas, aldeidos, Alrnnic antra nytros. A

figura abaixo mostra os perfis cromatograficos das duas cultivares e os tratamentos controle e

Identificacdo do perfil dos COVs das cultivares de mandioca.

infestado.
Figura 15 Cromatogramas obtidos por CG-MS dos extratos de volateis demonstrando o
perfil dos COVs das duas cultivares de M. esculenta.
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(A) cultivar Equador 72 controle; (B) cultivar BRS Jari controle; (C) cultivar Equador 72 infestada com

Vatiga illudens e (D) cultivar BRS Jari infestada com V. illudens.
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Como apresentado na figura 15, a cultivar Equador 72 apresentou tanto nas plantas

controle quanto nas plantas infestadas um nimero maior de COVs, além de uma maior

intensidade destes, quando comparada com a cultivar BRS Jari.

Tabelal  Asclasses encontradas e seus compostos presentes nas duas cultivares
em seus dois tratamentos.

COMPOSTOS

Equador 72

BRS Jari

Controle

Infestada

Controle

Infestada

4-metil-octano

3,7 dimetil-decano
Tridecano
5-butil-nonano

3,8 dimetil-undecano
4-metil-undecano
3-metil-5-propilnonano
4-metiltridecano
Ciclododecano

4,6 dimetil-dodecano
2,4,6,1-tetrametilhexadecano
Heptadecano
Octadecano
Heneicosano
Hexadecano
Pentadecano
5-metil-undecano
2,6 dimetil-decano
5-etil-2-metil-octano
1-hexadeceno
1-nonadeceno
Ciclotetradeceno
1-dodeceno
1-tetradeceno
2-dodeceno
3-tetradeceno
3-heptadeceno
1-octadecanol
2-butil-1-octanol

2.4 ditert-butilfenol
1-dodecanol
n-decanal
4-octen-3-ona
3-etilacetofenona
Beta-cariofileno
Humuleno

Linalol
cis-beta-ocimeno
trans-beta-ocimeno
Longifoleno
Farnesol
Metil-salicilato
1,6-dimetildecahidronaftaleno
2,3-benzopirrole

3,3 dimetil-piperidina

X XXX

|><><|

|><><|

XXX XXX

XXX 1 XXX 1 XXX 1 X

X

1 X X

XX 1 XXX

XXXX XXX

XX

>< ]

XXX XXX XXX XX

X 1 X

DX

1 X X

X

X

X XXX X o XX

X X X

(X) presente, (-) ausente
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As plantas controle do cultivar Equador 72 apresentaram um maior nimero de
compostos quando comparado com 0s outros tratamentos. Além de apresentar o farnesol e cis-
beta-ocimeno que sdo encontrados tanto em plantas controle quanto nas plantas infestadas.
Além desses compostos exclusivos das plantas controle do cultivar Equador 72, quando essas
plantas foram submetidas a infestacdo pelo percevejo-de-renda (V. illudens) elas apresentaram
além desses compostos outro composto presente apenas nessa variedade o humuleno, que é um

isbmero do trans-beta-cariofileno.

As plantas das duas cultivares, tanto controle quanto nas infestadas, emitiram entre seus
COVs, o0 monoterpeno trans-beta-ocimeno. A emissao desse composto foi quantificada usando

uma curva de calibracdo, como mostrado no gréafico 2.

Grafico 2 Curva de quantificacio do padrio B-ocimeno
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A cultivar Equador 72, nos dois tratamentos, apresentou uma emissdo muito mais
elevada quando comparada com os dois tratamentos da cultivar BRS Jari (Grafico 3), mostrando
uma diferenca significativa entre as duas cultivares, tanto nas plantas controle quanto nas
plantas infestadas. As emissdes foram de 329 ng/planta em média nas plantas controle e 497
ng/planta nas plantas infestadas da cultivar Equador 72. Entretanto, ndo foram observadas
diferencas significativas nas emissdes quando as plantas controle e infestadas foram

comparadas dentro da mesma cultivar.



47

Gréfico 3 Emisséo de trans-beta-ocimeno por plantas controle e infestada dos dois
cultivares (Tukey p<0,05).
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a- ndo mostrou diferenca significativa entre os dois tratamentos, mais entre as duas cultivares.
b- ndo mostrou diferenca significativa entre os dois tratamentos.

4.1.2 Bioensaio de repeléncia usando os COVs dos dois cultivares.

Ao analisar os resultados dos bioensaios de repeléncia, verificou-se que ndo houve
diferenca significativa no comportamento das moscas-brancas frente ao controle com
hexano e os extratos das duas cultivares. Quando avaliado o comportamento frente ao
padrao de B-ocimeno, as moscas-brancas evitaram este composto, exibindo comportamento

de repeléncia (gréafico 4).
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Gréfico 4 Bioensaio de repeléncia da mosca-branca frente aos extratos de volateis das
cultivares BRS Jari, Equador 72 e padréo de p-Ocimeno (Scott-Knott p<0,05)
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A distancia 0 cm (repousando sobre a tela anti-afidica), distancia < 2 cm (repousando sobre as paredes do
cilindro a partir da tela até 2 cm) e distancia > 2 cm (do repouso sobre as paredes do cilindro a partir de 2 cm
ao fundo do cilindro). Letras diferentes apresentaram médias estatisticamente diferentes para uma mesma

distancia.

4.2  ldentificacdo dos compostos epicuticulares das lagartas da broca gigante

A andlise dos compostos epicuticulares das lagartas da broca gigante mostrou poucos

compostos e quase todos da mesma classe, sendo ésteres de cadeia longa 0s mais predominantes

seguidos de acidos carboxilicos, além de um alcool e um terpeno. Os compostos presentes nos

extratos das larvas da broca gigante e os seus indices de retencdo estéo listados na tabela 2.
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Tabela 2 Compostos encontrados nas epicuticulas das lagartas da broca gigante da

Cana-de-aguUcar.

Pico  KI& Compostos
1 1408 B-cariofileno
2 1692 Acetato de tridecila
3 1792 Acetato de tetradecila
4 1863 Acetato de pentadecila
5 1939 Acido hexadecanoico
6 1968 Acetato de (Z)-11-hexadecen-1-ila
7 1991 Acetato de hexadecila
8 2015 Bis-(2-etilhexil) metil-fosfonato
9 2155 (E)-9-hexadecenol
10 2163 Acetato de (Z)-7-octadecen-1-ila
11 2192 Acetato de octadecila
12 2363 Acido octadecanoico
13 2503 Linoleato de metila

KI2-indice de retencio de Kovats calculado

Entre os compostos encontrados nas epicuticulas das lagartas da broca gigante, os que
apresentaram uma menor intensidade foram o beta-cariofileno e os acidos carboxilicos.
Entretanto os compostos que apresentaram uma maior intensidade quando levadas em
comparacdo as médias das areas dos picos foram acetato de tetradecila, acetato de-(Z)-11-
hexadecen-1-ila, acetato de hexadecila, (E)-9-hexadecenol e acetato de (Z)-7-octadecen-1-ila.

A figura 16 apresenta o perfil cromatografico destes compostos.

Figura 16 Cromatograma dos compostos epicuticulares das lagartas da broca gigante extraidos com hexano.
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Compostos encontrados nas epicuticulas das lagartas da broca gigante. 1- acetato de tetradecila; 2- acetato de-(Z)-11-
hexadecen-1-ila; 3- acetato de hexadecila; 4- (E)-9-hexadecenol; 5- acetato de (Z)-7-octadecen-1-ila. (somente sdo
mostrados 0s picos com maiores intensidades).
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4.3  ldentificacdo dos compostos epicuticulares dos Adultos da broca gigante

Os compostos encontrados nas epicuticulas de machos e fémeas da broca gigante foram
muito similares, com a exce¢do de trés compostos que estdo presentes exclusivamente na
epicuticula do macho, quais sejam: acido n-hexadecanoico, 1-hexadecanol e o tetracosano (C-
24). Os demais compostos sdo n-alcanos que variam de C-23 a C-30. Os compostos diferem

apenas em suas quantidades em cada sexo, como apresentado na figura 17.

Figura 17 Compostos presentes nas epicuticulas de machos e fémeas da broca gigante.
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(A) Cromatograma dos compostos epicuticulares da fémea da broca gigante; (B) Cromatograma dos
compostos epicuticulares do macho da broca gigante. CG/MS dos compostos em coluna Nist-01.

Os machos da broca gigante apresentam uma maior quantidade de compostos
cuticulares em comparagdo com 0s compostos encontrados nas fémeas. A tabela 3 mostra 0s
compostos encontrados nas cuticulas de machos e fémeas de adultos da broca gigante da cana-

de-acucar.



Tabela 3 Compostos presentes na epicuticula de machos e fémeas da broca gigante.
Compostos cuticulares ~ Machos Fémeas KI2 KIP
Acido n-Hexadecanoico X 1938 1950

1-Hexadecanol X 2063 -
Tricosano X X 2299 2300
Tetracosano X 2400 2400
Pentacosano X X 2499 2500
Hexacosano X X 2599 2600
Heptacosano X X 2699 2700
Octacosano X X 2800 2800
Nonacosano X X 2899 2900
Triacontano X X 3000 3000
N&o identificado X X 2996
a- Indice de retengo Kovats calculado; b- indice de Kovats encontrado no pherobase; - Kl ndo foi

encontrado para a coluna usada.
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Apesar de pouca diferenca entre os compostos epicuticulares presentes em machos e

fémeas, eles se diferenciaram em sua intensidade. Os compostos presentes na epicuticula do

macho tem menor intensidade quando comparados com os das fémeas. O grafico 5 apresenta

essa diferenca na intensidade dos compostos presentes em machos e fémeas.

Gréfico 5
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Intensidade dos compostos presentes nas cuticulas de machos e fémeas da broca gigante.
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4.4  Atividade antimicrobiana dos compostos epicuticulares.

Os testes antimicrobianos realizados com os compostos epicuticulares das lagartas da
broca gigante apresentaram resultados positivos em duas das quatro concentracfes que foram

utilizadas.

Os resultados apresentados para o isolados “G” (ndo identificado) mostraram que os
epicuticulares das lagartas mostraram atividade inibitoria apenas para concentracdo de 10
mg/mL. Ja para o isolado “X” (Pectobacterium corotovorum) os compostos ndo apresentaram
nenhum tipo de atividade nas quatro concentra¢des usadas. No isolado “C” (Bacillus pumilus),
0s extratos ndo apresentaram nenhuma atividade nas quatro concentragdes. Entretanto para o
isolado “O” (Bacillus cereus), os compostos apresentaram uma atividade inibitoria na

concentracdo de 5 e 10 mg/mL, Como apresentados na tabela 4.

Tabela 4 Atividades inibitdria dos extratos epicuticulares das lagartas broca gigante

frente alguns endofiticos isolados de cana-de-agucar.

Concentragdes dos Extratos (mg/mL)

ISOLADOS 1,0 2,5 5,0 10,0
Bacillus cereus (O) - - + +
Bacillus pumilus (C) - - - -
Nao identificado (G) - - - +

Pectobacterium corotovorum (X)
(-) Néo apresentou atividade de inibicdo frente ao isolados, (+) Mostrou atividade inibicdo frente ao

isolados.

As figura 18 mostra os halos de inibi¢do apresentados pelos epicuticulares das lagartas

da broca gigante frente aos endofiticos isolados Bacillus cereus (O), e ndo-identificado (G).

Figura 18 Atividade antimicrobiana com o0s compostos epicuticulares de broca gigante sobre os
isolados endofiticos da cana-de-aglcar (G e O).

Os nﬂmeroé se referem as concentragdes (1; 2,5;5;10 mg/mL), A - isolado “G”
(ndo-identificado), B - isolado “O” (Bacillus cereus) e C nas duas placas refere-
se ao controle (Foto: Thyago Ribeiro, 2015).
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5  DISCUSSAO
5.1 COVs emitidos pelas duas cultivares de mandioca

As plantas sdo grandes trocadoras de gases, ndo somente de forma literal, na qual
grandes florestas sdo construidas a partir de gases provenientes do ar, mas também devido a
liberacéo de bouquets de COVs volta para o ar. Essa grande habilidade alimenta a expectativa
de que as plantas se comunicam atraves de sinais volateis (BALDWIN, 2002). O papel
ecologico dos volateis pode variar entre as diferentes espécies de plantas. Portanto, os COVs
podem ter uma atividade repelente e atuar como uma defesa direta dificultando os processos de
oviposicdo e dano por artropodes fitéfagos; podem atrair inimigos naturais, principalmente
guando ha o ataque e consequente dano ao tecido vegetal; e também podem sinalizar e alterar
fisiologicamente plantas adjacentes para se defenderem ou prepararem o seu sistema de alerta,
conhecido como efeito "priming". Por outro lado, os herbivoros podem também utilizar estes
sinais como pistas para localizar sua fonte alimentar, portanto apresentando assim um custo

ecologico.

O blend de volateis liberado pode ser bastante variavel e ser especifico para uma
determinada interacdo planta-herbivoro, estagio de desenvolvimento, idade da folha, tecido da
planta, espécie de planta (DICKE & VAN LOON, 2000) e inclusive entre diferentes variedades
dentro da mesma espécie (COSTA et al., 2011).

Compostos organicos volateis e seu papel ecoldgico ainda ndo foram descritos para a
espécie M. esculenta. Quando analisamos os COVs de duas cultivares (BRS Jari e Equador 72),
elas apresentaram alguns compostos em comum, no entanto a cultivar Equador 72 apresentou
um maior nimero de compostos liberados, todos em maior concentracdo e muitos compostos
exclusivos, quando comparados com a cultivar BRS Jari. A cultivar Equador 72 € um genotipo
pertencente ao banco de germoplasma do CIAT (Centro Internacional de Agricultura Tropical)
gue tem sido avaliado e considerado resistente a uma série de pragas. Alguns estudos mostram
gue a mosca-branca (Aleurotrachellus socialis) se alimentando nesse cultivar apresentou menor
oviposicdo, periodo de desenvolvimento mais longo, tamanho reduzido e maior mortalidade
guando comparada a genotipos suscetiveis (ARIAS, 1995). Alem disso, a cultivar mostrou-se
resistente ao percevejo-de-renda em campo (Dr. Eder Jorge de Oliveira - comunicagio pessoal).
A cultivar BRS Jari é uma cultivar desenvolvida pela Embrapa que apresenta altos teores de f3-
caroteno, no entanto, apresenta suscetibilidade a pragas. Ha varios relatos de que variedades

diferentes apresentaram misturas diferentes de COVs, como o milho (SHEEN et al., 2002) e 0



54

pimentdo (COSTA et al., 2011), sendo que neste a emissédo do composto 6-metil-5-hepten-2-
ona é um dos responsaveis pela ndo preferéncia da cultivar resistente. As variedades de
mandioca mostraram comportamento semelhante (DUDAREVA, 2006; PARE et al., 1999).

Ambas cultivares, no tratamento controle, apresentaram metabdlitos secundarios que
geralmente sdo liberados por plantas que estdo sendo atacadas por herbivoros, conhecidos como
volateis induzidos por ataque de herbivoro (HIPVs), tais como trans-beta-cariofileno, linalol e
trans-beta-ocimeno. Estes compostos sdo sintetizados pela via dos terpenoides, sendo muito
importantes para plantas nas suas estratégias de defesas contra herbivoros. Compostos como o
B-ocimeno e homoterpenos como (E, E)-4,8,12-trimetiltrideca-1,3,7,11-tetraeno (TMTT) e 0
sesquiterpeno ( E, E )-a-farneseno, foram emitidos apds algumas horas de infestacdo pelo
coledptero Leptinotarsa decemlineata em plantas de tomate. Esses HIPVs tém sido descritos
defendendo as plantas diretamente, repelindo, impedindo a oviposigéo e causando toxicidade
para o herbivoro, ou indiretamente, atraindo os inimigos naturais e ajudando as plantas ndo

sofrerem maiores danos (WAR et al., 2012).

Embora as duas cultivares emitam alguns HIPVs, a variedade Equador 72 apresentou
altos niveis de emissdo do trans-f-ocimeno nas plantas controle e infestadas. Além deste

composto esta, cultivar emitiu tambeém farnesol e cis-p-ocimeno.

O trans-B-ocimeno é um monoterpeno que foi liberado por plantas de feijdo fava,
(Phaseolus lunatus) infestadas com acaros (Tetranychus urticae). A liberacdo de trans-B-
ocimeno atraiu um inimigo natural predadores de acaros. Além disso, este composto tem sido
descrito como um possivel sinal na interacdo planta-planta, uma vez que estimulou as via de
sinalizacdo do acido jasménico e do etileno em plantas de feijdo fava sadias expostas ao
ocimeno (SHIMODA et al., 2012; ARIMURA et al., 2004). Plantas de tomate, quando
cultivadas juntamente com plantas de tabaco superexpressando f-ocimeno, também mostraram
uma indugdo na defesa direta e indireta contra afideos, reforcando o papel deste composto como
candidato para uso em uma estratégia de controle sustentavel de pragas agricolas (CASCONE
et al., 2015).

As plantas do cultivar BRS JARI que foram infestadas com o percevejo-de-renda nao
apresentaram aumento na emissdo do trans-B-ocimeno, enquanto as plantas infestadas da
cultivar Equador 72 mantiveram as emissdes praticamente constantes em compara¢do com
quantidades emitidas pelas plantas sadias. Porém, as plantas que sofreram a infestacdo

mostraram além dos compostos ja citados anteriormente, a presenca de um terpeno adicional,
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0 humuleno, que é um isémero do cariofileno, que também foi descrito como composto de

defesa emitido por plantas de milho, quando atacadas por herbivoros (ROBERT et al., 2012).

A quantidade de trans-p-ocimeno emitida por plantas controle e infestadas pela cultivar
Equador 72 ndo apresentou diferenca signifitiva. I1sso ocorre provavelmente por que tanto as
plantas controle quanto as plantas infestadas desta cultivar mantem as suas rotas biosintéticas
de defesas ativadas principalmente a rota dos terpendides, resultando assim em emissdes tao
elevadas em ambos tratamentos. Possivelmente a grande presenca de HIPVs nas plantas
controle da variedade Equador 72, aliada com essa elevada emissao de trans-f-ocimeno, seja a

chave para sua resisténcia frente a algumas pragas no campo.

5.2 Bioensaios de repeléncia dos COVs das duas variedades frente a mosca-branca

Ao analisar os resultados do bioensaio de repeléncia dos extratos das cultivares suscetivel
e resistente, verificou-se que nao houve diferenca significativa entre o controle com hexano e
0s extratos das duas cultivares. Quando testado o padrdo de p-ocimeno, as moscas-brancas
demonstraram um comportamento de repeléncia a este composto. A cultivar Equador 72 é
descrita como resistente a mosca-branca A. socialis. Arias (1995), ao descrever esta resisténcia,
mostra que a had uma série de alteracdes no desenvolvimento da mosca-branca testada, entre
elas a reducdo da oviposicdo e o retardamento do desenvolvimento. No entanto, 0 inseto
consegue se desenvolver na planta ndo evidenciando haver uma atividade de repeléncia. Além
disso, utilizamos um ensaio sem chance de escolha, o que pode ndo revelar realmente a
atividade biologica e a relevancia ecoldgica dos compostos que estdo em maiores concentracdes

e outros que sdo produzidos exclusivamente pela cultivar resistente.

Héa a necessidade de bioensaios adicionais com chance de escolha, tipo olfatbmetro em Y
ou de quatro bracos, comparando os extratos volateis das duas cultivares frente a atracdo ou
repeléncia da mosca-branca e o percevejo-de-renda. Um levantamento detalhado sobre as
populacdes de pragas e inimigos naturais em campo, bem como e a influéncia desses compostos
sobre o ciclo de vida e desenvolvimento desses insetos também pode auxiliar a desvendar a
atividade bioldgica e o significado ecolégico dos COVs da cultivar Equador 72, ja4 que o
composto B-ocimeno € produzido em grandes quantidades por essa cultivar e, nos bioensaios,
mostrou repelir a mosca-branca testada. O estudo da interacéo planta-planta é outro mecanismo

que deve ser levado em consideracdo em estudos futuros.
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5.3 Compostos epicuticulares das lagartas da Broca gigante

Os compostos encontrados nas lagartas da broca gigante apresentaram-se em sua grande
maioria como ésteres de cadeia longa, &cidos carboxilicos, alcoois e o terpeno beta-cariofileno.
Os compostos cuticulares de outras espécies de insetos podem conter componentes das
seguintes classes: hidrocarbonetos, acidos graxos, alcoois, cera de ésteres e triacilglicerdis,
podendo também apresentar em algumas espécies aldeidos, cetonas, ésteres e esterdis. A
composi¢do da cuticula em insetos pode variar dependendo do estagio de desenvolvimento,
sexo, idade, e posicdo hierarquica dentro da colbnia. Essas ceras cuticulares também podem
variar dentro de cada espécie em resposta as condi¢des ambientais, tais como a temperatura,
umidade e fontes de alimento disponiveis. A principal funcdo da epicuticula é a protecdo dos
insetos contra a dessecacdo, no entanto, tém papel preponderante em evitar infecgdes
microbianas, afetam a adsor¢do de produtos quimicos, como os inseticidas, desempenham um
papel importante na comunicacdo quimica dos insetos e também sdo aplicados na
quimiotaxonomia de insetos (GOLEBIOWSKI et al., 2011).

Nas lagartas de T. licus, os ésteres de cadeia longa estdo em nidmero bem maior do que
0S outros compostos, e se apresentam em maior concentra¢do. Portanto, sdo os principais
compostos presentes nas epicuticulas dessas lagartas. Em termos de porcentagem (considerando
a média das areas dos picos) os ésteres totalizaram 98,44% dos compostos presentes nas

epicuticulas das lagartas da broca gigante.

Esteres de cadeia longa tém sido descritos para alguns insetos e as porcentagens variam
nos diferentes instares e de espécie para espécie. Foram descritos nas cuticulas das larvas de
Attagenus megatoma (Coleoptera: Dermestidae) e em adultos de Bemisia tabaci, apresentando
um numero par de carbonos variando em nimero de carbonos de Csg a Ces. Eles também foram
encontrados em larvas de Pogonomyrmex barbatus, Calliphora vicina, Dendrolimus pini, e
larvas Galleria mellonella, adultos de Acanthoscelides obtectus e adultos e em ninfas
de Zygogramma exclamationis (BAKER et al., 1979; GOLEBIOWSKI et al., 2011).

A andlise dos compostos da broca gigante revelou a presenca do sesquiterpeno beta-
cariofileno. A origem deste terpeno entre 0s compostos epicuticulares das larvas pode ser a
planta hospedeira, ja que 0s insetos utilizados sdo provenientes do campo. Quando o inseto
ataca a planta, hé a liberagdo de compostos de defesa, entre eles os terpenoides. Particularmente,
a cana-de-agucar quando atacada por D. saccharalis, tanto no colmo quanto nas folhas, libera

altas concentracgdes de p-cariofileno (RIFFEL et al., 2013). Estudos adicionais sdo necessarios
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para verificar se plantas de cana-de-agucar produzem cariofileno também quando atacadas em
suas raizes, especialmente pela broca gigante. Além disso, 0s terpenos estdo entre os lipidios
presentes nas ceras cuticulares de folhas de plantas, e tém sido muitas vezes realatados como
semioquimicos, como por exemplo, o zingibereno. Zingibereno é um sesquiterpeno de
ocorréncia em espécies selvagens de tomate (Lycopersicon hirsutum). Em folhas de diferentes
variedades de batata (Solanum tuberosum) também encontram-se varios sesquiterpenos, entre
eles B-cariofileno, trans-p-farneseno, germacreno D, B-sesquifelandreno e germacreno D-4-ol
(SZAFRANEK et al.,1997). Possivelmente, quando as lagartas dos insetos atacam e fazem seus

tlneis ou galerias nas plantas, esses compostos ficam impregnados em sua superficie.

Os acidos hexadecandico (acido palmitico) e &cido octadecandico (&cido estearico)
encontrados na epicuticula da broca gigante, também foram descritos nas cuticulas de lagartas
de dois outros lepiddpteros D. pini e G. mellonella (GOLEBIOWSKI et al., 2008). A principal
funcdo dos compostos cuticulares de insetos é a protecdo do inseto contra perda de agua,
estando também envolvidos em varios tipos de comunicacdo quimica entre espécies. Além
disso, reduzem a penetracdo de inseticidas e toxinas, bem como fornecem protecédo contra o
ataque de microrganismos, insetos parasitas e predadores (GOLEBIOWSKI et al., 2011).

Essa mistura de compostos que formam as cuticulas dos insetos sdo muito importantes
principalmente para insetos associados ao solo, como é o caso das lagartas da broca gigante.
Estes insetos estdo constantemente em contato com uma ampla gama de microrganismos, logo
precisam de uma barreira de protecdo muito eficiente. Além do solo, quando estes entram em
contato com a planta, sdo desafiados novamente por uma grande quantidade de microrganismos
endofiticos. Os extratos dos compostos epicuticulares de broca gigante mostraram atividade
contra os isolados de Bacillus cereus e outro endofitico ndo-identificado, reforcando a
importancia destes compostos para o inseto.

Compostos cuticulares de abelhas pertencentes a diferentes espécies (Amegilla
bombiformis , Amegilla asserta, Exoneura nigrescens , Exoneura robusta, Exoneurella
tridentata e Trigona carbonaria) apresentaram atividade inibitoria frente a Staphylococcus
aureus. Compostos cuticulares encontrados em duas espécies de aranhas (santola e Ergandros
diaea), também mostraram atividade antifingica frente ao fungo Beauveria bassiana (STOW
etal., 2007; GONZALEZ-TOKMAN et al., 2014).

A broca gigante é uma praga associada ao solo que ainda ndo tem um controle eficiente,
pois devido a localizacdo da lagarta no solo e dentro da prépria planta, o acesso de qualquer

substancia a lagarta fica dificultado. Apesar disso, ha a aplicacdo de inseticidas e
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consequentemente sua presenga no solo. No entanto, ndo ha relatos de mortalidade desta broca
pelo inseticida. E possivel especular que a mistura de compostos encontrada nas cuticulas das
lagartas da broca gigante podem estar auxiliando na resisténcia ao uso de inseticidas que séo

jogados no campo e se acumulam no solo.

Os compostos epicuticulares encontrados nos adultos da broca gigante foram
praticamente n-alcanos com esqueletos de carbono de C-23 a C-30. S&o compostos descritos
com muita frequéncia como componente de cuticulas de muitas espécies de insetos. Existem
milhares de compostos cutilares descritos, entretanto, entre as principais classes encontradas
em insetos estdo os alcanos (BLOMQUIST, 2011).

Os n-alcanos em cuticulas geralmente variam em comprimento de cadeia de 21 a 33
carbonos. Hidrocarbonetos com menos de 20 atomos de carbono geralmente ocorrem como
feromonios e compostos defensivos intermediarios a feromonios, pois sua volatilidade torna-os
inadequados para comporem a cuticula. Os n-alcanos foram encontrados em quase todas as
espécies de insetos ja caracterizados, e podem variar de menos de um por cento dos
hidrocarbonetos, como verificado em adultos da mosca tsé-tsé, ou comporem para quase a
totalidade da fracéo de hidrocarboneto, como ocorre no besouro adulto de Tenebrio, (Eurychora
sp.) (BLOMQUIST, 2011).

Quando analisadas as diferengas entre 0s sexos de adultos de T. licus, tanto os compostos
epicuticulares dos machos quanto os das fémeas apresentaram praticamente a mesma
composicdo de n-alcanos. Além disso, 0s machos apresentaram exclusivamente em sua
constituicdo cuticular o tetracosano (C-24), acido n-Hexadecandico e o 1-hexadecanol. Alguns
desses alcanos também foram encontrados em D. saccharalis, que apresenta em seus compostos
cuticulares alguns n-alcanos que vdo de (C-23 a C-34). Estes compostos foram também
identificados em outro inseto, Lasioderma serricorne porém, com esqueletos de carbono de C-
25aC-27e(C-32aC-33 (GIROTTl etal., 2012; BAKER et al., 1979). Apesar de 0s
machos apresentarem um maior numero de compostos epicuticulares em relacéo as fémeas, 0s
compostos da fémea apresentaram-se sempre com maiores intensidades para a maioria dos seus

n-alcanos.

O é&cido 1-hexadecandico foi 0 Unico composto comum as fases larval e adulto. O acido
hexadecandico (&cido palmitico) foi descrito nas epicuticulas de D. pini e G. mellonella
(GOLEBIOWSKI et al., 2008), porém apenas no estagio larval. Sendo assim, este foi o Unico

composto que permaneceu apos as mudancas de fase de lagarta para adulto na broca-gigante.
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O composto 1-hexadecanol foi descrito em glandulas de formigas onde elas armazenam
seu veneno, agindo como barreira protetora e evitando a corrosdo desse tecido e dessa forma
protegendo as formigas (LOPES et al., 2015).

A atividade bioldgica e a relevancia comportamental e ecologica para compostos
epicuticulares de adultos é bastante descrita. Além da protecdo contra a dessecacdo, ele
desempenham um papel importante na comunicagdo quimica dos insetos, atuando como
semioquimicos (GOLEBIOWSKI et al., 2011), especialmente para comunicagdo em curtas
distancias. Em broca gigante, ndo h& ainda feroménio descrito, apesar de varios grupos
trabalharem intensamente tentando a identificacdo. NGs encontramos como constituintes da
epicuticula, compostos exclusivos e concentracdes bastante distintas entre machos e fémeas de
broca gigante. Estes compostos e as diferencas nas concentragdes podem influenciar na
comunicacgéo a curta distancia, inclusive para estimular o comportamento sexual. No entanto,
estas afirmacOes sdo apenas hipoteses e experimentos adicionais estdo sendo desenvolvidos

para testa-las.
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6 CONCLUSOES

- As cultivares BRS Jari e Equador 72 apresentam diferencas tanto quali quanto quantitativas
nos COVs emitidos.

- A cultivar Equador 72 apresentou entre seus COVs uma quantidade consideravel de terpenos
que relatadamente atuam na defesa de plantas contra ataque de herbivoros, tais como o beta-
ocimeno, beta-cariofileno, farnesol e linalol.

- As plantas da cultivar Equador 72 emitiram quantidades significativamente mais elevadas de
beta-ocimeno tanto nas plantas controle, quanto nas infestadas pelo percevejo-de-renda V.
illudens.

- Os extratos das duas cultivares e o padrdo p-ocimeno testados nos bioensaios de repeléncia
contra a mosca-branca, apenas o padrao sintético f-ocimeno mostrou atividade repelente.

- Os compostos epicuticulares das lagartas da broca gigante (T. licus) foram identificados,
apresentando-se uma grande quantidade de ésteres de cadeia longa totalizando 98,44% da
composicao da sua epicuticula.

- Os compostos epicuticulares de lagartas de broca gigante mostraram atividade inibitéria sob
o crescimento dos isolados endofiticos “G” (ndo-identificado) e o isolado “O” (Bacillus cereus).
- H& uma grande presenca de n-alcanos nas epicuticulas de machos e de fémeas de broca
gigante.

- Os extratos de machos apresentaram um maior nimero de compostos, além de apresentar
compostos exclusivos, como acido hexadecandico, tetracosano e 1-hexadecanol.

- Os compostos epicuticulares das fémeas foram mais intensos que os dos machos.
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