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RESUMO

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acucar e para a safra 2020/2021 essa
cultura deve atingir uma producao de 665,105 milhdes de toneladas. Um importante
fator restritivo para a expressao do potencial dessa cultura no Brasil é o ataque de
pragas e doengas sendo a praga mais importante a broca da cana (Diatraea
saccharalis). O objetivo do presente trabalho foi caracterizar quimicamente acessos
do complexo saccharum do banco de germoplasma da EMBRAPA, realizar bioensaios
de antibiose e de antixenose em acessos comparando-os com o acesso SP79 1011,
susceptivel a Diatraea saccharalis, adotado como padrdo susceptibilidade, identificar
0os COVs possivelmente responsaveis pelas diferencas observadas no bioensaio de
antixenose. Verificar diferencas metabdlicas das folhas dos acessos entre as plantas
do tratamento controle e entre as plantas do tratamento infestado. Verificar diferencas
metabolicas do colmo do acesso SP79 1011 entre os tratamentos controle com o
infestado. Os COVs foram analisados utilizando CG/EM e submetidos as analises
multivariadas. Os metabdlitos soluveis das folhas e do colmo foram analisados
utilizando RMN e submetidos a andlise estatisticas multivariadas. Foram identificados
12 COVS pertencentes as classes dos terpenos, hidrocarbonetos, alcoois, cetonas e
aldeidos. O bioensaio de antixenose mostrou que o acesso 1376 361 foi menos
preferido pela D. saccharalis quando comparado a SP79 1011. O acesso 1J76 414 foi
mais preferido por D. saccharalis quando comparado a SP79 1011. A metabolémica
das folhas possibilitou a identificacdo de diferentes metabdlitos sollveis. A
comparacao 1J76 361 e SP79 1011 revelou que metabdlitos como o acido galico e
acido clorogénico eram discriminantes para esses dois acessos. A partir da
metabolémica do colmo do acesso SP79 1011 dos tratamentos controle e infestado
foram identificados diferentes metabdlitos como alanina e aceto que eram
discriminantes para as plantas analisadas. Desse modo sugerimos que o0 acesso 1J76
361 pode ser usado por programas de melhoramento genético para obtencédo de
novas variedade resistentes ao D. saccharalis.

Palavras-chave: Metabdlitos, Cana-de-Acgucar, Herbivoria, Analise Multivariada



ABSTRACT

Brazil is the world's largest producer of sugarcane and for the 2020/2021 harvest this
crop should reach a production of 665.105 million tons. An important restrictive factor
for the expression of the potential of this crop in Brazil is the attack of pests and
diseases, the most important pest being the sugarcane borer (Diatraea saccharalis).
The objective of the present work was to chemically characterize accessions of the
saccharum complex from the EMBRAPA germplasm bank, to perform antibiosis and
antixenosis bioassays in accessions comparing them with the accession SP79 1011,
susceptible to Diatraea saccharalis, adopted as susceptibility standard, to identify the
VOCs possibly responsible for the differences observed in the antixenosis bioassay.
Check metabolic differences in the leaves of the accessions between the plants of the
control treatment and between the plants of the infested treatment. To verify metabolic
differences of the SP79 1011 access stalk between the control and the infested
treatments. The VOCs were analyzed using CG/MS and submitted to multivariate
analyses. Soluble metabolites from leaves and stem were analyzed using NMR and
submitted to multivariate statistical analysis. Twelve VOCs belonging to the classes of
terpenes, hydrocarbons, alcohols, ketones and aldehydes were identified. The
antixenosis bioassay showed that the 1376 361 accession was less preferred by D.
saccharalis when compared to SP79 1011. The IJ76 414 accession was more
preferred by D. saccharalis when compared to SP79 1011. Leaf metabolomics enabled
the identification of different metabolites soluble. Comparison of 1376 361 and SP79
1011 revealed that metabolites such as gallic acid and chlorogenic acid were
discriminating for these two accessions. From the metabolomics of the SP79 1011
accession stalk of the control and infested treatments, different metabolites such as
alanine and aceto were identified that were discriminating for the analyzed plants.
Thus, we suggest that the 1376 361 accession can be used by breeding programs to
obtain new varieties resistant to D. saccharalis.

Keywords: Metabolites, Sugarcane, Herbivory, Multivariate Analysis
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1 INTRODUCAO

Na agricultura atual & essencial a agcdo conjunta de estratégias que auxiliem na
melhoria de praticas de manejo que causem baixa degradacdo ambiental, diminuam
a entrada de fertilizantes exdgenos e contribuam para melhoria da fertilidade do solo.
Nesse sentido, o aumento da utilizagdo de medidas que auxiliem no controle de
pragas e doencas e aumentam a produtividade € uma importante ferramenta para
minimizar o uso de praticas prejudiciais ao meio ambiente (JAIN, [s.d.]; PEDRAZA,
2008; PEDRAZA et al., 2009).

As plantas estao sujeitas ao ataque diferentes pragas e com isso terem perdas
significativas devido a diminui¢cdo na suas produtividades (OERKE, 2006; OLIVEIRA
et al., 2014a). A cultura da cana-de-acucar ndo esta alheia a esta dinamica e assim,
sofre perdas na produtividade devido ao ataque de pragas (DINARDO-MIRANDA;
FRACASSO, 2013). Dentre as pragas mais importantes para essas cultura a Diatraea
sacharalis causa perdas da ordem de 1% na producdo de acucar para cada 1% de
entrenod infestado (DE S. ROSSATO JR et al., 2013)

Alguns gendétipos de cana-de-acucar demonstram resisténcia ao atague da
Diatraea saccharalis, porém, ndo se chegou a uma concluséo a respeito de quais 0s
componentes sao responsaveis por essa resisténcia (DINARDO-MIRANDA et al.,
2012a). Trabalhos anteriores demonstraram que o acido clorogénico produzido pela
cana pode alterar o desenvolvimento da D. saccharalis (SABINO et al., 2019b). Em
outros casos determinou-se transcritos relacionados a defesa em cultivares de cana-
de-acUcar resistentes ao ataque da D. saccharalis e determinou-se que genes
relacionados a biossintese de terpendides foram regulados positivamente (DE MELLO
et al., 2020).

O entendimento de respostas metabdlicas permite um planejamento mais
especifico e manejo de caracteristicas selecionadas, visando o desenvolvimento de
variedades com maior potencial econémico. Diante do exposto o objetivo do presente
trabalho é caracterizar quimicamente acessos quanto a resisténcia a pragas da ordem
Lepidoptera e identificar os metabdlitos responsaveis por essa atividade afim de

aplicacdo em Programas de Melhoramento Genético.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 A cana-de-agucar

A cana-de-agucar € uma cultura cultivada em mais de 100 paises (EVANS;
STREZOV; EVANS, 2010). No Brasil a safra 2020/2021 essa cultura deve atingir uma
producado de 665,105 milhdes de toneladas de cana-de-a¢ticar com um aumento que
representa 3,5% em comparacao ao total produzido na safra 2019/2020 (CONAB,
2020).

Uma cultivar comercial de cana-de-agUcar necessitara agregar um conjunto de
caracteristicas como: resisténcia ou tolerancia a doencas e pragas, acumulo elevado
de sacarose, tolerancia a seca, teor de fibra adequado, capacidade de brotac&o sobre
palhas, uniformidade de colmo, habito ereto de crescimento, rpido crescimento,
tolerancia a frio, entre outras. O estudo com diferentes cultivares realizado pelos
programas de melhoramento de cana-de-acucar vem desenvolvendo cultivares com
tolerancia ao estresse hidrico, maior resisténcia as pragas e doencas e melhor
adaptacdo a colheita mecanizada (CURSI et al., 2021; DINARDO-MIRANDA et al.,
2013).

No Brasil o cultivo da cana-de-agclUcar concentra-se na regido sudeste e
segundo a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), a safra 2019/2020 de
cana-de-acucar foi de 642,7 milhdes de toneladas havendo um aumento de 3,6% em
comparacao com a safra anterior, em que a intensidade na reducdo de area, em
praticamente todos os estados produtores, tem relacdo direta com a queda de
producdo. A regido Centro-Sul, responsavel por quase 92% da producdo nacional,
alcancou 589 milhdes de toneladas de cana-de-acucar sendo o estado de S&o Paulo
o maior produtor do pais com 42,6 milhdes de toneladas de cana-de-agucar. A regido
Nordeste nessa safra alcangou 52,8 milhdes de toneladas sendo responsavel por 8%
da safra brasileira. O estado de Alagoas continua sendo o maior produtor de cana-de-
acucar na regido Nordeste com 17,4 milhdes de toneladas (CONAB, 2018).

Um dos grandes desafios na producédo da cana-de-acucar € evitar ou reduzir
as perdas na producao, os fatores climaticos e perdas por pragas sdo 0s principais
agentes causadores de redugdo na produgcdo da cana-de-acUcar. De acordo com
(SRIKANTH; SUBRAMONIAN; PREMACHANDRAN, 2011) as perdas por pragas
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chegam a 10% na producédo mundial causando prejuizo econémico aos produtores,
diminuindo o rendimento na producdo da industria sucroalcooleira. Segundo
(OLIVEIRA et al., 2014a).

2.2 A cana-de-agUcar e sua variabilidade genética

A cana-de-acUcar € uma monocotileddnea que pertence a familia Poaceae,
como arroz, milho, trigo e sorgo e é considerada uma das culturas mais antigas do
mundo. E uma cultura originaria do Sudeste Asiatico, na regido da Nova Guiné
Indonésia se estendeu para Borneu, Samatra e india (MOORE; PATERSON; TEW,
2013). Introduzida no Brasil em 1502, adaptou-se bem ao clima e solo principalmente
da regido nordeste, a partir de entdo o plantio da graminea sé cresceu sendo cultivada
até os dias atuais.(DE MATOS; SANTOS; EICHLER, 2020).

O género Saccharum foi primeiramente descrito no livro Species Plantarum por
Carl Linnaeus (1753). Esse género € composto principalmente, pelas espécies S.
officinarum, S. spontaneum, S. robustum, S. sinense, S. Barberi, as quais séo
consideradas do velho mundo (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011). No Brasil,
inicialmente, foi introduzida a espécie Saccharum officinarum, conhecida como cana-
nobre, pelo alto teor de acucar (SCARPARI; BEAUCLAIR, 2008). Com 0 surgimento
de hibridos interespecificos, tolerantes, e com grande adaptacdo as diversas
condicBes ambientais, através do melhoramento genético, permitiu-se a consolidacéo
e expanséo da cultura pelo mundo (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011).

S. spontaneum € altamente polimoérfica, com estatura de planta variando de
pequenas plantas parecidas com gramineas sem caules a plantas com mais de 5 m
de altura com caules longos. As laminas das folhas variam em largura, desde muito
estreitas, restritas principalmente a nervura média, ou até uma largura de 4 cm. As
plantas apresentam plasticidade altamente adaptativa e sdo encontradas em
diferentes ambientes que tem contribuido para a melhoria do vigor da cana-de-agucar,
ontribuindo cdureza, perfilhamento, e resisténcia a estresses bidticos
(CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011; MOORE; PATERSON; TEW, 2013).

S. robustum é uma cana-de-acucar silvestre adaptada a amplas condi¢cbes
ambientais. Possui alto teor de fibras e caules vigorosos com 2,0—4,4 cm de diametro

e até 10 m de altura, mas, como S. officinarum, ndo possui rizomas. Os colmos sdo
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duros e com pouco suco, sdo pobres em aclcar e tém casca dura, caracteristica que
se aproveita para construir sebes (MOORE; PATERSON; TEW, 2013)

A espécie S. officinarum (2n = 80) ndo é conhecida no seu estado selvagem.
(POMPIDOR et al., 2021). E geralmente conhecido como a cana nobre porque é
robusto e produz suco doce abundante. Os colmos sdo grossos (normalmente com
mais de 3,5 cm de diametro) e macios devido ao baixo teor de fibras. As avaliacdes
desta espécie mostram laminas foliares longas e largas (1 m de comprimento X 5 cm
de largura) e um sistema radicular relativamente pequeno e raso. S. officinarum é
altamente exigente em condi¢des climaticas especificas, alta fertilidade do solo e
abastecimento de agua. Os acessos de S. officinarum sdo geralmente suscetiveis a
doencas como mosaico, gomose, queimadura das folhas, podridao da raiz e doenca,
mas tendem a ser resistentes ao carvao da cana-de-acucar. A variabilidade dessa
espécie contribui com caracteristicas de interesse agronémico como vigor, dureza,
perfilhamento, capacidade de rebrota de soqueira, resisténcia a estresse hidrico,
salinidade, doencas e pragas (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011).

A espécie S. robustum (2n = 60, 80) teve sua origem na Indonésia e Nova
Guiné. Essa espécie surgiu a partir da hibridizacdo natural de S. spontaneum com
outros géneros Erianthus, Sclerostachya e Miscanthus. A S. robustum possui colmos
ricos em fibras e pouca sacarose, sendo também suscetivel ao virus do mosaico da
cana-de acucar (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011).

2.3 Pragas da cana-de-acUcar

A cana-de-aclUcar € atacada por diversas pragas e sofre com prejuizos
econdmicos causados diretamente devido ao ataque do insetos-praga sobre a planta
e indiretamente devido a gastos com a aquisi¢cdo e aplicacao de inseticidas quimicos
e/ou bioldgicos para o controle desses organismos (OLIVEIRA et al., 2014b).

No Brasil aproximadamente 85 espécies de insetos podem causar danos sendo
algumas consideradas pragas importantes, tendo abrangéncia nacional ou regional
(MACEDO et al., 2015). Pragas podem causar sérios danos econdmicos para a cultura
da cana-de-acucar chegando a gerar uma perda média anual de 7,7% na producao
no Brasil (Oliveira et al., 2014).

Para essa cultura as pragas que mais se destacam sao aquelas da ordem

lepidoptera na qual a Diatraea saccharalis (Fabr. 1794) (lepdopter: Crambidae)
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(DINARDO-MIRANDA; FRACASSO; PERECIN, 2011; GALLO et al., 2002) é a mais

importante.

2.4 Diatraea saccharalis

A Diatraea saccharalis (Fabricius, 1794) (Lepidoptera: Crambidae); tem como
seu centro de origem a regido do Delta do rio Orinocos, Venezuela, perto de suas
plantas hospedeiras originais densamente povoadas, gramineas aquaticas e
semiaquaticas dos géneros Paspalum e Echinochloa (FRANCISCHINI et al., 2019);
pode ser encontrada na América do Sul, América Central, Caribe e sul dos EUA,
infestando uma variedade de plantas, incluindo cana-de-acgulcar, sorgo, milho, trigo,
arroz e uma variedade de ervas daninhas, como Johnsongrass (Sorghum halepense)
(GRIMI et al., 2018). No Brasil a broca Diatraea saccharalis (Fabr.) é a principal praga
da cana-de-acucar (DINARDO-MIRANDA; FRACASSO; PERECIN, 2011; SILVA-
BRANDAO et al., 2015).

A fémea realiza a postura nas folhas da cana com um nuimero de ovos pode
variar a cada postura, normalmente de 5 a 50 (GALLO et al., 2002) e que é
dependente da maturacao e idade da planta (STURZA et al., 2020), mas durante seu
ciclo de vida as fémeas podem colocar cerca de 200 a 600 ovos que possuem formato
oval achatado
e coloracao que varia de amarelo palha a marrom-escura, além do mais séo sensiveis
ao ressecamento (GALLO et al., 2002).

Figura 4-Diatraea saccharalis em diferentes fases

A) Ovos de D saccharalis; B) cana-de-agucar infestadas com D. saccharalis; C) Larva de D. saccharalis. Fonte

http://panorama.cnpms.embrapa.br.

A depender das condi¢des de temperatura a eclosdo pode ocorrer em até 10
dias e as lagartas recém-eclodidas alimentam-se inicialmente do parénquima foliar e
posteriormente da bainha (SANDOVAL; SENO, 2010).
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Em qualquer estagio de desenvolvimento a planta de cana-de-acucar pode ser
alvo das larvas de D. saccharalis que a penetrarem no interior do vegetal criam
galerias no caule devido ao seu modo de alimentagcdo. A incidéncia de fungos
fitopatogénicos como Colletotrichum falcatum , Fusarium moniliforme e Fusarium
subglutinans (GALLO et al.,, 2002), em decorréncia das aberturas deixadas pela
entrada da larva pode causar a podriddo vermelha e causar reducdo nos teores de
brix, teor aparente de sacarose (POL) e pureza; e aumento dos acUcares redutores e,
consequentemente, menor aglcar teoricamente recuperavel (ATR) (FERREIRA et al.,
2018) gerando perdas estimadas que podem chegar a 8,83 e 19,80% por 1% do
entrend perfurado para a primeira e segunda safras, respectivamente, na producao
de acucar. (DE S. ROSSATO et al., 2013).

Para o manejo de é&reas infestadas com D. saccharalis apesar de o controle
guimico ainda ser bastante utilizado (SILVA; FUNICHELLO; SOUZA, 2020) o controle
bioldégico, no qual o parasitoide de larvas, Cotesia flavipes (Cam.) é o principal
componente adotado (Dinardo-Miranda et al., 2014; Parra and Junior, 2019) é o mais
recomendavel. Além da C. flavipes alguns trabalhos mostram que outros métodos de
controle vém sendo recentemente usados (DAQUILA et al., 2021; GEREMIAS;
PARRA, 2014; MOLNAR et al., 2016), como por exemplo o trabalho de (DAQUILA et
al., 2021) que mostraram o uso de Bacillus thuringiensis (Bacillales: Bacillaceae) em
diferentes concentracdes foi capaz de reduzir a viabilidade de ovos de D. saccharalis,
além disso, esses mesmos autores demonstraram que o sistemas digestivos do
embribes de D. saccharalis foi gravemente danificado, sendo observadas
malformacdes, rupturas e luxacdes na regido cefalica e atrofia e do limen intestinal e
consequentemente morte embrionaria (DAQUILA et al., 2021).

Devido aos prejuizos ao meio ambiente causados pelo uso de inseticidas para
o controle quimico de pragas, o uso combinado de variedades de plantas resistentes
com o0 manejo integrado de pragas (MIP), através da utilizacdo do controle bioldgico,
deve ser preferencialmente adotado como uma estratégia sustentavel para o controle
de pragas (BARRATT et al., 2018; RAND; RICHMOND; DOUGHERTY, 2020).

2.5 Manejo integrado de pragas (MIP)

O manejo integrado de pragas (MIP) é conceituado como uma 'abordagem’ ou

‘estratégia’ holistica para combater pragas de plantas usando todos os métodos
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disponiveis, com aplicacdes minimas de pesticidas quimicos e tem como objetivo
manejar pragas mantendo suas populacfes abaixo de niveis economicamente
prejudiciais sem exatamente erradica-las. Para que seja considerado MIP mais de
uma acdo de manejo de pragas, como controle bioldgico, resisténcia de plantas
diversidade botanica inter e intra-especifica, deve ser considerada, volateis sintéticos
“biorracionais” os quais incluem os feromdnios de insetos e os compostos organicos
volateis de plantas (COVs) (STENBERG, 2017).

2.6 Controle bioldégico de pragas em cana-de-acucar

Os insetos herbivoros e o0 homem competem pelos alimentos produzidos na
agricultura (OERKE; DEHNE, 2004). Estes insetos sdo favorecidos pela adocdo
monoculturas em areas extensas e causam em perdas em safras como na cana-de-
acucar (Oliveira et al., 2014).

A cana de agucar é atacada por diversas pragas (MACEDO et al., 2015) sendo
a Diatraea saccharalis a mais importante e devido suas caracteristicas endofiticas de
desenvolvimento na fase de larva (GALLO et al., 2002) o uso de inseticidas contra D.
saccharalis, apesar de ser ainda bastante difundido (SILVA; FUNICHELLO; SOUZA,
2020), é ineficiente uma vez que a larva é encontrada dentro da planta (FARIAS et al.,
2013; SANDOVAL; SENOQ, 2010). Neste contexto a Uinica opcao viavel e eficiente para
controlar tal praga é o controle biol6gico (MOLNAR et al., 2016). No controle bioldgico
a densidade de pragas é reduzida pela liberacdo de inimigos naturais, principalmente
predadores, parasitdides (PARRA, 2014) e fungos entomopatogénicos (SHARMA et
al., 2020), como agentes de controle.

O controle biolégico vem sendo usado no Brasil Desde 1921 (Parra, 2014).
Posteriomente Cotesia flavipes Cameron (Hymenoptera: Braconidae) foi introduzida
para o controle de D. saccaralise e hoje esse parasitéide € usada em cerca de 3,5
milhdes de hectares plantados com cana-de-acglcar para o controle de D. saccharalis
(Parra & Junior, 2019).

Além da C. flavipes, parasitode de larvas de D. saccharalis, outros parasitoide
e predadores sdo usados por programas de controle biolégico, por exemplo:
Trichograma galloi, parasitdde de ovos de D. saccharalis (CAMAROZANO et al.,
2021), Metarhizium anisopliae para o controle de Mahanarva fimbriolata (Parra &
Junior, 2019).
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A aplicacao promissora de Bacillus thuringiensis para o controle de pragas da
ordem Lepidoptera vem sendo relatada como uma forma de controle biologico
aplicado a agricultura (BOUKEDI et al., 2016, 2017) tanto em laboratério (MACEDO
et al., 2012) quanto em campo (OVIEDO; GIRALDO, 2018), para o controle de larvas,
pupas, e ovos (MOLNAR et al., 2016; PEREIRA et al., 2015). Daquila et al., (2019)
demonstraram que B. thuringiensis sorovar Aizawai GC-91 apresentou toxicidade
contra larvas de D. saccharalis em todas as concentracdes testadas apés 120 horas
de exposicdo ao entomopatdégeno de modo que 100% das larvas foram mortas.

Daquila et al., (2021) estudaram o potencial entomopatogénico de Bacillus
thuringiensis sorovar Aizawai GC-91 (Bta) sobre a viabilidade dos ovos e
desenvolvimento embrionario de D. saccharalis demonstrando que as concentracdes
de 5, 10 e 20 g L -1 de Bta demonstraram a bioatividade mais forte, reduzindo a
viabilidade dos ovos de D. saccharalis em 28,69%, 33,91% e 34,98%,
respectivamente. Os autores ainda observaram que o sistema digestivo dos embrides
foi gravemente danificado.

No contexto da cana-de-acucar diversos trabalhos exemplificam o uso do
controle biolégico aplicado ao controle de pragas dessa cultura: Barbosa et al., (2019)
trabalharam com Tetrastischus howardi (Olliff) no controle da D. saccharalis para
definir o nimero de parasitdides a serem liberados e a dispersao desses parasitoides
em cultivos comerciais de cana-de-acUcar. Esses autores recomendaram que a
liberacdo de T. howardi deveria ocorrer em 125 pontos por hectare de cana-de-agucar
a uma taxa de 102 fémeas por pupa da praga visando obter distribuicdo homogénea
e parasitismo. O trabalho de (NADEEM; HAMED, 2011) mostraram que a liberacdo
de Trichogramma chilonis provocou diminui¢do dos danos causado por D. saccharalis.
(DA SILVA et al., 2014) testaram a atividade anti-herbivoria do inibidor de tripsina de
Adenanthera pavonina (ApTl) contra larvas de Diatraea saccharalis demonstrando
diminuicdo da atividade proteolitica no intestino médio de D. saccharalis. Além disso,
foi demonstrado também que o desenvolvimento de larvas de D. saccharalis foi

prejudicado em duas geracdes consecutivas (DA SILVA et al., 2014).

2.7 Resistencia de Plantas

A resisténcia de plantas ocorre devido a mecanismos de defesa que as plantas

desenvolveram para combater estresses abibticos e biéticos como o ataque de
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insetos pragas (KLIEBENSTEIN, 2018; REJEB; PASTOR; MAUCH-MANI, 2014;
ZUST; AGRAWAL, 2016) e € normalmente definida como a capacidade hereditaria
das plantas de escapar do ataque aos inimigos, parcial ou totalmente, minimizando
assim a quantidade de danos sofridos pela planta (STENBERG; MUOLA, 2017).

As plantas possuem distintos tipos de resisténcia para combater/compensar 0s
efeitos do ataque de herbivoros denominadas antibiose, antixenose e tolerancia. Essa
resisténcia pode afetar o comportamento e/ou a biologia os insetos (SMITH;
CLEMENT, 2012a). A planta pode apresentar uma ou mais dos trés tipos de
resistencia que podem atuar de modo combinado (PETERSON; VARELLA; HIGLEY,
2017; STOUT, 2014).

2.7.1 Antibiose

A antibiose € o resultado da acdo de metabdlitos vegetais nos processos
bioldgicos de insetos herbivoros. Este tipo de resistencia se caracteriza por exercer
efeitos adversos na fisiologia dos herbivoros quando o inseto se alimenta
normalmente da planta, causando assim efeitos diretos sobre a biologia do inseto e
alteracdes no seu crescimento, sobrevivéncia, fecundidade, mortalidade nas fases
iniciais como também reducdo de peso (PETERSON; VARELLA; HIGLEY, 2017,
SMITH; CLEMENT, 2012b; STOUT, 2014).

Diferentes culturas agricolas apresentam resisténcia do tipo antibiose (DE
CASTRO et al., 2015). Bentivenha et al., (2018) trabalharam com de soja Glycine max
(L.) uma planta que sofre com ataque do percevejo Piezodorus guildinii (Westwood)
(Hemiptera: Pentatomidae) uma praga de grande importancia por causar a maior
perda econdmica para essa cultura. Nesse trabalho os autores avaliaram, entre outras
caracteristicas, o desempenho, taxa de mortalidade e a postura de ovos de P. guildinii.
A partir de seus esses autores entao constataram gue a soja apresentava resisténcia
do tipo antibiose contra o ataque de P. guildinii. Cao et al., (2015) mostraram que
plantas de trigo apresentam resisténcia do tipo antibiose ao afideo do gréao, Sitobion
avenae. Esses autores sugeriram ainda que a presenca desse tipo de resisténcia nas
plantas de trigo avaliadas ocasionava maior tolerancia dessas plantas S. avenae.

Para (HOLTZ et al., 2010) plantas de eucalipto (Eucalyptus urophylla) afetaram
Podisus nigrispinus (Dallas) (Heteroptera: Pentatomidae) um predador usado no
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controle de diferentes pragas que atacam essa planta. Com relacdo a cultura do
tomate (DE OLIVEIRA et al., 2018) observaram que Tetranychus urticae Koch sofreu
efeitos deletérios na sua biologia devido a aumentos no periodo de incubagéo dos
ovos, na mortalidade total das ninfas além de diminuicdo da taxa de fecundidade.
(CANASSA et al., 2021) demonstraram que a duracdo média dos estagios de ninfas
Brevicoryne brassicae (Hemiptera: Aphididae) foram afetadas pelas plantas de couve
(Brassica oleracea). Além disso, essas plantas causaram maiores taxas de
mortalidade como também altera¢Bes na duragéo da fase reprodutiva B. brassicae.

Testes de antibiose nos quais foram avaliados taxa de sobrevivéncia das
ninfas, taxa de alimentacdo, taxa de eclosdo de ovos, taxa de crescimento
populacional, entre outros parametros, demonstraram que em gendtipos de arroz
apresentaram resisténcia contra Sogatella furcifera Horvath (Hemiptera: Delphacidae)
(HAIDER et al., 2021). O feijao (Phaseolus vulgaris L.) reduziu o nimero de adultos
emergidos a massa seca consumida e aumentaram o ciclo de vida de Zabrotes.
Subfasciatus demostrando resisténcia do tipo antibiose (JUNIOR et al., 2021). Para a
cultura do maracuja (DA SILVA et al., 2020) observaram que genaétipos dessa plantas
afetaram negativamente a longevidade e a fecundidade das fémeas, dos acaros
demonstrando resisténcia do tipo antibiose contra Tetranychus mexicanus. (GOLLA
et al., 2018) demonstraram que grédo-de-bico (Cicer arietinum), exibiu efeitos negativos
sobre a sobrevivéncia e os pesos das larvas de Helicoverpa armigera devido a
resisténcia do tipo antibiose contra essa praga.

Trabalhando com 13 genotipos de milho (BUENO et al., 2021) avaliaram a
existéncia de resisténcia do tipo antibiose nestas plantas contra Dichelops
melacanthus Dallas (Hemiptera: Pentatomidae) uma praga importante para a cultura
do milho. Esses autores demonstraram que o tempo de desenvolvimento de ninfas,
taxa de sobrevivéncia e viabilidade de ninfas (ninfas que conseguiram atingir a idade

adulta) foram afetadas negativamente por diferentes genétipos de milho.

2.7.2 Antixenose

Uma planta ou variedade apresenta resisténcia do tipo nao-preferéncia
(antixenose), quando ela é menos utilizada pelo inseto que outra em igualdade de

condicdes para alimentacdo, oviposicdo ou abrigo. O termo ndo-preferéncia exprime
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uma reacdo comportamental do inseto em relacdo a planta (PETERSON; VARELLA,;
HIGLEY, 2017).

Para apresentar resisténcia do tipo antixenose, € necessario que a planta
apresente um fator bioguimico, fisico ou biolégico que podem afetar negativamente o
comportamento da praga (por exemplo, no processo de colonizacéo, oviposicado e
alimentacdo).

A antixenose pode se originar de uma série de fatores como: caracteristicas
morfoldgicas, sendo que o comprimento e densidade dos tricomas uma das principais
caracteristicas (Silva et al. 2014), emissdo de compostos quimicos volateis
(BOUAGGA et al., 2018) ou ainda devido a presenca de compostos nao volateis como
acidos organicos (GOLLA et al., 2018) e proteinas antinutricionais (LOUIS et al.,
2015). Esse tipo de resisténcia podem reduzir ou inibir ataques de insetos as plantas
(SILVA et al., 2014) interferindo com processos de oviposicdo (PROFFIT et al., 2011),
comportamento alimentar (CANASSA et al., 2017).

A oviposicdo de insetos pode ser influenciada pela antixenose. Em testes de
escolha (bioensaio) para oviposicdo, observou-se que Tuta absoluta preferiram
ovipositar significativamente nas cultivares cvs. Santa Clara e Carmen em
comparacao com a cv. Aromata (resistente a alimentacao das larvas). Quando o teste
de escolha para oviposicdo foi efetuado considerando as cultivares Solanum
lycopersicum em comparagcdo com a espécie selvagem Solanum habrochaites
observou-se que Tuta absoluta preferiu as cultivares do tomateiro (PROFFIT et al.,
2011). Ao trabalhar com diferentes gendtipos de grao-de-bico (GOLLA et al., 2018)
observaram diferencas significativas na oviposicdo de fémeas de Helicoverpa
armigera entre 0os genotipos testados de modo que alguns gendtipos tiveram taxas
mais baixas de oviposicdo em comparacdo com 0s controles. Testes de multipla
escolha revelaram que em alguns gendtipos de couve (Brassica oleracea (L.) var.
acephala) Bemisia tabaci (Genn.) colocou um menor nimero médio de ovos indicando
gue essa cultura apresenta antixenose (DOMINGOS et al., 2018).

A antixenose influencia o comportamento alimentar de insetos. Ao comparar
diferentes genotipos de soja (CANASSA et al., 2017) observaram que em relacdo ao
comportamento alimentar de Piezodorus guildinii (Hemiptera: Pentatomidae), os
genotipos Pl 274454 (1,4), Pl 274 453 (0,60) e L 1-1-01 (0,90) se destacaram por
apresentarem as menores médias de picadas de percevejos, indicando a expresséo

de antixenose. Esses autores argumentaram ainda que houve uma menor tendéncia
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dos insetos se alimentarem das vagens de Pl 274 453 sugerindo maior nivel de
resisténcia em comparacao com Pl 274454) e L 01-0.

Esse tipo de resisténcia ocorre em diferentes culturas. Em um trabalho com
soja (CANASSA et al., 2017) demonstraram que essas plantas apresenta resisténcia
do tipo antixenose contra Dichelops melacanthus (Dallas) (Hemiptera: Pentatomidae).
Helicoverpa armigera € uma das pragas mais nocivas do grao-de-bico, Cicer arietinum
(GOLLA et al., 2018) demonstraram que H. armigera pode ser prejudicada devido a
presenca de resisténcia do tipo antixenose no gréo-de-bico. Pimentdo (Capsicum
annuum) apresentou antixenose contra percevejos mirideos predadores Nesidiocoris
tenuis (Reuter), Macrolophus pygmaeus (Rambur) (Hemiptera: Miridae) (BOUAGGA
et al., 2018).

Com objetivo de investigar os potenciais mecanismos de resisténcia a Bemisia
tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) (BALDIN; BENEDUZZI, 2010)
analisaram plantas de abdbora (Cucurbita pepo) e verificaram que essa cultura
apresenta antixenose uma vez que foram menos atraentes para B. tabaci.

Com relagéo a cultura do tomate (DE OLIVEIRA et al., 2018) trabalharam com
diferentes cultivares dessa planta que apresentam variacdes no teor de zingibereno
foliar (ZGB) e observaram gque Tetranychus urticae Koch mostrou uma alta preferéncia
por Solannum lycopersicum (cv. Redencdo) e o gendtipo RVTZ-09 (baixo teor de
zingibereno foliar (ZGB)), enquanto os acessos selvagens P1-177826. P1-177826, com
alto teor de ZBG, foram menos preferidos.

Em um trabalho com soja (CANASSA et al., 2017) demonstrou que essa
plantas apresenta resisténcia do tipo antixenose contra Dichelops melacanthus
(Dallas) (Hemiptera: Pentatomidae). Apds avaliar a existéncia de antixenose em 36
gendtipos de meldo (SHOOROOEI et al., 2013) demonstraram que as plantas duas
dos quatro acessos resistentes avaliados apresentaram resisténcia antixenoética ao
acaro rajado (Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae).

As plantas podem apresentar resisténcia do tipo antixenose devido a presenca
de fatores morfolégicos e / ou compostos quimicos (BOUAGGA et al., 2018). Como
mistura de COVs de plantas ndo danificadas pode variar de acordo com o genoétipo
das plantas e os insetos podem usar esses COVs para distinguir os hospedeiros mais
adequados. Schroder et al., (2015) em trabalho com diferentes culturas sendo trés
cultivares de milho (Zea mays L. (Poaceae)), trés de batata (Solanum tuberosum L.

(Solanaceae)), e trés de trigo (Triticum aestivum L. (Poaceae)) verificaram que
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Rhopalosiphum padi foi atraido pelos volateis emitidos pela cultivar de milho 6Q-121
e 0os COVs das outras oito cultivares restantes ndao atrairam ou repeliram R. padi.
(BUENO et al., 2021) ao trabalhar com desesseis gendtipos de milho sugeriram que
a existéncia de resisténcia do tipo antixenose em plantas nessas contra Dichelops
melacanthus Dallas (Hemiptera: Pentatomidae) se devia a influéncia de diferentes
COVs emitido pelos gendtipos, porém os autores nao confirmaram essa sugestao
(BUENO et al., 2021).

A andlise ndo direcionada dos volateis emitidos por plantas de pimentédo
proporcionou a identificacdo de 14 compostos emitidos diferencialmente entre plantas
perfuradas com mirid e intacta. Além disso, todos os compostos identificados
apresentaram emissdo significativamente aumentada em plantas atacadas por
Nesidiocoris tenuis (Reuter), Macrolophus pygmaeus (Rambur) quando comparados
com plantas intactas e essa liberacdo de VOCs pelo pimentdo perfurado repeliu
Frankliniella occidentalis e Bemisia tabaci (BOUAGGA et al., 2018).

2.7.3 Tolerancia

Na resisténcia do tipo tolerancia a planta deve ter a capacidade de resistir ou
se recuperar de um ataque de uma dada praga sem afetar o comportamento ou a
biologia do inseto. Além disso, para apresentar esse tipo de resisténcia, a planta deve
sofrer menos danos do que outras sob o mesmo nivel de infestacdo de insetos
(SMITH; CLEMENT, 2012a). Em situagbes agronOmicas, variedades de culturas
tolerantes sdo capazes de resistir a danos e produzir rendimentos aceitaveis
(PETERSON; VARELLA; HIGLEY, 2017).

2.8 Defesa de plantas

Para se defender de alguma ameaca, seja bidtica ou abidtica, as plantas
desenvolveram diferentes mecanismos. Organismos sesseis como as plantas
necessitam da do desenvolvimento de parcerias com outros organismos, COmo 0S
insetos predadores/inimigo natural de insetos caso esteja sendo atacado por insetos
herbivoros (WAR et al., 2012a) , ou ainda da biossintese de moléculas especializadas

que as auxiliem no combate ao possivel perigo (DUDAREVA et al., 2013).
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As plantas ao longo de seu desenvolvimento podem ser desafiadas por uma
série de estresses que podem ser de natureza bidtica ou abidtica (SUZUKI et al.,
2014). Fatores como salinidade, radiacdo UV-B, temperaturas extremas e seca sao
alguns tipos de estresses abidticos com o0s quais as plantas podem se deparar ao
longo do seu desenvolvimento (Cramer et al., 2011). De modo semelhante os
estresses biodticos podem ser desencadeados pelo ataque de insetos, microrganismos
como fungos, bactérias (LI et al., 2008).

Quando atacada por insetos, a planta pode se defender através do uso de
mecanismos morfolégicos os quais incluem por exemplo, tricomas e ceras ou ainda
através de defesas quimicas, que incluem por exemplo, alcaldides, glucosinolatos
(GS), inibidores de protease (IPs) (WAR et al., 2012a).

2.8.1 Defesa das plantas contra insetos herbivoros

As plantas representam uma rica fonte de nutrientes para muitos organismos,
incluindo bactérias, fungos, protozoarios, insetos e vertebrados. Embora ndo possuam
um sistema imunoldgico comparavel ao dos animais, as plantas desenvolveram um
conjunto impressionante de defesas estruturais, quimicas e bioquimicas projetadas
para detectar organismos invasores e deté-los antes que sejam capazes de causar
grandes danos (FREEMAN; BEATTIE, 2008).

O desenvolvimento de sistemas sofisticados para lidar com desafios
provocados por herbivoros nas plantas tem um custo, que pode ser tanto direto,
reduzindo recursos disponiveis para crescimento e reproducdo, ou indireto, reduzindo
o desempenho ecoldgico, por exemplo, a competitividade intraespecifica (KARBAN,
2011). Isso faz com que as plantas, quando atacadas por herbivoros, tenham o seu
desenvolvimento vegetativo e/ou reprodutivo impactado (ZUST; AGRAWAL, 2017). A
gravidade desse impacto depende do tecido atacado, da disponibilidade dos recursos
e da intensidade e constancia do dano (HANLEY et al., 2007).

As plantas podem ter seu desenvolvimento e producéo prejudicados pela
herbivoria de insetos (LEHNDAL; AGREN, 2015) por esse motivo uma ampla
variedade de estratégias defensivas foi desenvolvida por esses vegetais para
protecdo contra os insetos herbivoros (ERB, 2018; GONZALEZ-COLOMA et al.,
2011). Em seu arsenal as plantas contam com mecanismos constitutivos ou induzidos
(HAGENBUCHER et al., 2019; RASHID; CHUNG, 2017) que podem ter acao direta
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(VANDENBORRE; SMAGGHE; VAN DAMME, 2011) ou indireta (ALJBORY; CHEN,

Defesas

/\

Constitutivas Induzidas

O NVAN

Diretas Indiretas Diretas Indiretas

2018; GOLS, 2014). As defesas de plantas podem ser constitutivas (diretas e
indiretas) e induzidas (diretas e indiretas) (Figura 5).

Figura 5-Tipos de defesa de plantas

Adaptado de (MITHOFER; BOLAND, 2012)

2.8.2 Defesas constitutivas e Induzidas diretas e indiretas

As defesas constitutivas caracterizam-se por serem 0s niveis mais basico de
defesa das plantas podendo contar com estruturas morfolégicas, de protecao
mecanica, como espinhos ou tricomas, substancias indigestas, como celulose ou
taninos, ou compostos que sao toxicos para os herbivoros (VAN VELZEN; ETIENNE,
2015). Esse tipo de defesa configura um gasto energético mais elevado para a planta
quando comparado a implementacdo de defesas induzidas (KARBAN; BALDWIN,
1997).

Assim que um inseto herbivoro comeca a se alimentar de uma planta, varios
sinais de defesa sdo induzidos, levando a diferentes respostas de defesa. A

percepc¢éo de estresse como os eliciadores derivados da alimentacao de insetos ou
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oviposicado desencadeiam ativacdo de uma rede regulatoria complexa que medeia a
biossintese de metabdlitos secundarios, que sdo toxicos, antidigestivos ou repelentes
aos herbivoros. Os compostos que sao produzidos devido a ativacdo de defesas
induzidas (Figura 6) incluem, sdo por exemplo, inibidores da proteina tripsina (TPIs),
glicosinolatos (GSs) (BODENHAUSEN; REYMOND, 2007; FURSTENBERG-HAGG;
ZAGROBELNY; BAK, 2013a; WAR et al., 2012a).

Através de defesas diretas (Figura 6) as plantas prejudicam o desempenho
reprodutivo e nutricional do inseto agressor, ou ainda afetam a preferéncia pelas
plantas hospedeiras (War et al., 2012). O que caracteriza esse tipo de defesa € a
presenca de pelos, tricomas (Luo et al., 2010; Xing et al., 2017), espinhos e cuticulas
(Qi et al., 2018; Wink, 2018) ou ainda a producdo de substancias prejudicais aos
insetos, como terpendides, alcalbéides, antocianinas, fendis e quinonas que matam ou
retardam o desenvolvimento dos herbivoros.

As defesas diretas também atuam contra a oviposi¢ao de insetos. A oviposi¢ao
€ um dos primeiros sinais de perigo que a planta pode detectar através ndo s6 o
contato fisico dos ovos com a superficies da folha, mas também através da secrecdo
gue auxilia a adesao dos ovos a superficie da planta. Em resposta a esses estresses
as plantas podem mimetizar, por meio das glandulas foliares, ovos de alguns insetos
fazendo com que a oviposicdo por borboletas seja diminuida, pois as larvas dessa
espécie tém comportamento canibal (GILBERT, 1975). Plantas podem ainda necrosar
o tecido onde os ovos séo depositados, fazendo com que os ovos caiam da planta
fazendo com que o inseto ndo se desenvolva (BALBYSHEV; LORENZEN, 1997).
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Figura 6-Defesas constitutivas e induzidas de plantas

o

~ Volateis de folhas verdes

Volateis sistematicamente induzidos

Nematoides
enteropatogénicos

Adaptado de (TURLINGS; ERB, 2018).

As caracteristicas das defesas indiretas (Figura 6) contra os insetos incluem a
liberacdo de mistura de COVs que atraem os inimigos naturais dos herbivoros
(Kappers et al., 2011; Uefune et al., 2020). N&o so6 os volateis, mas também o aumento
no fornecimento de néctar extrafloral (Jones et al., 2017; Koptur et al., 2015) é
responsavel ela atracéo de inimigos naturais. Outro fato relacionado as caracteristicas

de defesa indiretas de plantas é o fornecimento de abrigo aos inimigos

naturais/predadores de insetos (Kaiser et al., 2017).
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Os mecanismos indiretos podem facilitar o modo com o qual os parasitoides de
ovos localizam seus hospedeiros devido a producdo de mistura de COVs especifica,
pela planta atacada, que pode ser usada por esses parasitoides (COLAZZA et al.,
2004). A localizagéo de insetos herbivoros também é facilitada pelo uso dos COVs
pelos seus predadores (AYA et al., 2017; RIFFEL et al., 2021).

As defesas das plantas séo o resultado de alteracbes metabdlicas que ocorrem
no vegetal devido a incidéncia de estresses bidticos e/ou abiéticos (AHAMMED et al.,
2020; KORTBEEK; VAN DER GRAGT; BLEEKER, 2019; KUMUDINI et al., 2018)

2.9 Metabdlitos primérios de plantas

O metabolismo primario (basal) inclui todos os compostos e processos que sdo
essenciais para o crescimento e desenvolvimento de um individuo e é caracterizado
por ser universalmente similar (SIMOES et al., 2016).

Através de uma intricada rede de reac¢fes catalisadas por enzimas as plantas
sdo capazes de produzir uma grande variedade de metabdlitos em quantidades que
vao além da quantidade produzida pela maioria dos outros organismos (FANG;
FERNIE; LUO, 2019). Essa rede € denominada de metabolismo e pode ser
subdividido em metabolismo primario, que abrange reacBes e vias ligadas ao
crescimento e desenvolvimento das plantas, e metabolismo secundério que cumpre
uma infinidade de func¢des estando mais envolvido na interacéo da planta com o meio
ambiente (SULPICE; MCKEOWN, 2015).

Dentre os metabdlitos envolvidos no metabolismo primario estéo carboidratos,
aminoacidos e nucleotideo envolvidos em processos como crescimento, fotossintese
e assimilacéo de nitrogénio (LUNA-RUIZ; NABHAN; AGUILAR-MELENDEZ, 2018).

Em condicbes ndo estressantes o metabolismo primario envolve reacdes que
se iniciam com a reducéo do CO:2 e oxida¢cdo da agua através da fotossintese. Nesse
processo a planta € capaz de usar energia da luz solar para produzir ATP, O2 e
NADPH nas membranas dos tilacoides do cloroplasto em uma etapa da fotossintese
de nominada de fase fotoquimica. Os produtos desta etapa sdo entdo consumidos na
etapa seguinte, denominada fase quimica, no estroma para a produgéo de acucares
em uma série de reacdes denominadas ciclo de Calvin-Benson, que se iniciam com a
incorporacdo do CO:2 a ribulose-5-bifosfato prosseguindo para a producdo de
compostos como amido e sacarose, que por sua vez podem ser armazenados ou

usados na producgdo de energia e biossintese de outros compostos do metabolismo
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primario, através da glicolise e do ciclo de Krebs, como também compostos do
metabolismos secundario. No ciclo de Calvin-Benson, o C reduzido na forma de
Eritrose -4-fosfato pode ser direcionado para a via da fenilpropandides ou ser oxidado
na glicolise que tem com produto o piruvato que € direcionado ao ciclo de Krebs. No
ciclo de Krebs o piruvato é entdo transformado em outros compostos atraves de
reacoes que liberam H* posteriormente usados na sintese de ATP na cadeia
transportadora de elétrons (TAIZ et al., 2017).

Os carboidratos desempenham um papel central no metabolismo celular e sao
um produto primario da fotossintese (LOJKOVA et al., 2020)Dos carboidratos
produzidos pela fotossintese quase 30% sao utilizados para a biossintese da parede
celular por cada célula. O esqueleto de carbono também precisa ser desviado para a
sintese de produtos quimicos de defesa (metabdlitos secundarios) a fim de impedir a
herbivoria (LAL, 2018).

Os acucares sao transportados na forma solUvel menos reativa, principalmente
como sacarose da fonte (local de sua sintese) para o local de sua utilizagdo, além
disso, outros carboidratos além da sacarose também s&o translocados, os quais
incluem rafinose, verbascose e estaquiose. O amido é a principal forma de
armazenamento de carboidratos. No entanto, ha casos em que a sacarose é
armazenada, como na cana-de-acUcar e na beterraba. Em algumas plantas, os
frutanos sdo a forma de armazenamento de carboidratos. Em membros da familia das
gramineas, o amido é armazenado nos graos (LAL, 2018)..

O nitrogénio é um elemento essencial para as plantas ja que encontrado na
maioria das macromoléculas, em muitos compostos secundarios e de sinalizacéao,
incluindo proteinas, acidos nucléicos, componentes da parede celular, hormonios e
vitaminas (KRAPP, 2015). O N absorvido pelas plantas apds a sua fixacéo,
principalmente na forma de nitrato ou amonio, € assimilado em aminoacidos atraves
de mecanismos que envolvem as acdes sequenciais da glutamina sintetase e da
glutamato sintase. A glutamina sintetase (GS) combina o aménio com o glutamato
para formar a glutamina. Uma vez assimilado em glutamina e glutamato, o nitrogénio
é incorporado a outros amino&cidos por meio de reacdes de transaminacao. (TAIZ et
al., 2017).

Tanto nitrogénio quanto os carboidratos podem ser usados para a producao de
metabdlitos secundarios (LI et al., 2020; ROHDE et al., 2004; SINGH, 2018).
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2.10 Metabélitos secundarios

O metabolismo secundario (especial) inclui todas as substancias e todos os
processos que envolvem as inter-relagfes do individuo com seu meio ambiente,
sendo os compostos produzidos dispensaveis para o crescimento e desenvolvimento
de um individuo isolado. Os produtos formados a partir desse metabolismo séo
indispensaveis para a existéncia e sobrevivéncia de uma espécie em seu ambiente,
onde ela interage com diversos outros organismos (SIMOES et al., 2016).

Os metabdlitos secundarios atuam como principal linha de defesa contra
insetos podendo ser constitutivos sendo armazenados como formas inativas ou
induzidos em resposta ao ataque do inseto ou micrébio (WAR et al., 2012a). Esses
metabdlitos geralmente pertencem a uma das trés grandes classes quimicas:
terpendides, fendlicos e alcaldides (LUNA-RUIZ; NABHAN; AGUILAR-MELENDEZ,
2018).

Os terpendides incluem uma série de fitoquimicos téxicos e néo téxicos
produzidos em diferentes 6rgdos da planta que inibem, repelem ou atraem outros
organismos vivos, como predadores (fitopatdgenos, herbivoros invertebrados,
vertebrados) e ndo predadores (dispersores, polinizadores, pragas inimigos) (LUNA-
RUIZ; NABHAN; AGUILAR-MELENDEZ, 2018).

Os fendlicos incluem uma série de compostos toxicos e ndo toxicos, como
flavonoides, isoflavonéides e monémeros fendélicos produzidos em diferentes 6rgaos
(raizes, caules, folhas, flores, frutos e sementes). Os fendlicos e seus derivados tém
diferentes funcdes na natureza (protecdo UV, antifingico, antibiético, inseticida e
outros) (LUNA-RUIZ; NABHAN; AGUILAR-MELENDEZ, 2018). Na defesa das plantas
contra insetos as um mecanismo de defesa usado pelo vegetal é oxidacao de fendis
catalisada por polifenol oxidase (PPO) e peroxidase (POD). A partir da oxidacao
desses dos fenodis quinonas sdo formadas e se ligam covalentemente as proteinas da
folha inibindo a digestao das proteinas nos herbivoros (Bhonwong et al. 2009; War et
al. 2012). Fendlicos como flavonoides podem exercem diversos papéis na planta que
vao desde o crescimento e desenvolvimento até no combate a estresse de natureza
abidtica e biotica e (SHAH; SMITH, 2020) incluindo protecdo a planta contra o ataque
insetos herbivoros (ZHANG et al., 2021).

Alcaloides sdo compostos que contém N e séo produzidos e agregados em

diferentes 6rgaos, como raizes, folhas, frutos e sementes. Estes compostos podem
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atuar como bactericidas, fungicidas, inseticidas e alelopaticos. Alcaldides podem ter
efeitos degradantes e digestivos em diferentes tecidos de predadores e patdgenos.
Os compostos cafeina, cocaina, morfina, nicotina, atrofina, além de capsaicina e
outros capsaicinéides (LUNA-RUIZ; NABHAN; AGUILAR-MELENDEZ, 2018).

O metabolismo das plantas da origem aos COVs, compostos que podem ser
usados por plantas para diferentes finalidades (DUDAREVA et al., 2006a). A
biossintese desses COVs depende de diferentes precursores (DUDAREVA et al.,
2013; PICHERSKY; RAGUSO, 2018) que podem ser adquiridos do metabolismo
primario e/ou secundario das plantas (MAFFEI; GERTSCH; APPENDINO, 2011,
PICHERSKY; NOEL; DUDAREVA, 2006; SUN et al., 2016).

As plantas sdo capazes de sintetizar diversos compostos secundarios que
podem atuar na sua defesa contra o ataque dos insetos herbivoros (DICKE;
BALDWIN, 2010). Esses compostos podem ser de diferentes classes como alcaléides,
flavondides, terpendides e esterdis e suas identificacdes tornam-se essenciais para
que se tenha um melhor entendimento do mecanismo de resisténcia apresentado por
essas plantas (BENTIVENHA et al., 2018).

No trabalho realizado por (BENTIVENHA et al., 2018) diferentes gendétipos de
Soja, apresentaram concentracdes distintas de compostos secundarios. Essa variacao
na concentracdo desses compostos ocorreu em plantas intactas e infestadas com
Piezodorus guildini.

Trabalhos anteriores demonstraram que compostos secundarios, como
flavondides foram responséaveis pela resisténcia apresentada atundo na resisténcia
de plantas de soja contra Piezodorus guildinii (Bentivenha et al., 2018). Em trabalho
com plantas de milho realizado no qual o objetivo foi avaliar se dietas contendo
flavonoides afetavam a biologia da lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (JE
Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), (SILVA et al., 2016) demonstraram que diferentes
concentracdes de rutina afetou negativamente a biologia de S. frugiperda ao prolongar
o tempo de desenvolvimento larval, reduzindo o peso das larvas e pupas e diminuindo
a viabilidade das pupas. Para (GOLLA et al., 2018) em trabalho com plantas cultivadas
e selvagens de gréo de bico (Cicer arietinum) a concentracdo dos compostos acido
malico e acido oxalico estava correlacionada com a sobrevivéncia e peso larval de
Helicoverpa armigera. Para (SANTOLAMAZZA-CARBONE et al., 2016) generalista
Mamestra brassicae (Lepidoptera, Noctuidae) e do especialista Pieris rapae

(Lepidoptera, Pieridae), foram afetados por seis genoétipos de Brassica oleracea var.
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acephala. Esses autores observaram que altos niveis glucosinolatos alifaticos
ofereceram as plantas maduras uma defesa do tipo antibiose significativa contra
ambos os lepidopteros (SANTOLAMAZZA-CARBONE et al., 2016).

Para avaliar a resisténcia de diferentes cultivares de trigo do pulgdo Sitobion
avenae (HAO et al., 2021) avaliaram cultivares resistentes (Xiaoyan 22) e susceptiveis
(XN979). Os autores observaram que S. avenae apresentou menor peso corporal e
fecundidade quando se alimentaram de Xiaoyan 22 e argumentaram que a maior
resisténcia de Xiaoyan 22 ocorre principalmente devido a reducgéo na seiva do floema
ingerida por afideos, ao invés da presenca de metabdlitos toxicos. (LOUIS et al., 2010)
avaliaram a composicdo de glucosinolatos com o intuito de determinar se alteracdes
nos niveis desses compostos influenciavam na antibiose de Arabidopsis thaliana
contra pulgao verde do péssego (Myzus persicae Silzer). Os autores concluiram que
os glucosinolatos ndo contribuem significativamente para a antibiose determinada por
MPL1.

2.11 Compostos organicos volateis de plantas

Os COVs sédo formados por diversos produtos naturais, oS quais se
caracterizam por serem liquidos lipofilicos e em temperatura ambiente possuem baixo
peso molecular e alta presséo de vapor em temperatura ambiente (BALDWIN, 2010;
PICAZO-ARAGONES; TERRAB; BALAO, 2020).

A disponibilidade de carbono, nitrogénio, enxofre e energia fornecida pelo
metabolismo primario, como blocos de construcdo, € crucial para que ocorra a
biossintese de COVs. Diferentes vias de biossintese resultam em uma ampla
variedade de COVs (MAFFEI; GERTSCH; APPENDINO, 2011). Estas vias fazem
parte do metabolismo secundario das plantas sédo derivadas de apenas algumas vias
metabdlicas primarias (DUDAREVA et al.,, 2013) de modo que esses blocos de
construcdo sdo de extrema importancia para os metabolitos secundarios, fato que
demonstra que o metabolismo primario e o secundario estdo conectados (CARETTO
et al., 2015; POTT,; OSORIO; VALLARINO, 2019)

Os COVs séo classificados como terpendides, fenilpropandides / benzenoides,
derivados de &cidos graxos e derivados de aminoacidos (DICKE; BALDWIN, 2010).

Os volateis das plantas sdo o resultado de muitas vias bioguimicas que levam a
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producdo de uma ampla gama de compostos volateis (MAFFEI;, GERTSCH,;
APPENDINO, 2011).

Os COVs sdo metabdlitos secundarios que sao produzidos normalmente pelas
plantas (PICAZO-ARAGONES; TERRAB; BALAO, 2020), porém, quando insetos
herbivoros induzem a producdo desses COVs, denominados HIPVs (volateis
induzidos por inseto herbivoro), eles podem atuar na defesa do vegetal atacado pela
atracdo dos inimigos naturais do inseto herbivoro ou impedimento de oviposicao,
configurando assim mecanismo de defesa indireto. Os HIPVs atuam ainda na
comunicacao entre plantas vizinhas ndo danificadas ou sinalizacédo dentro da planta
atacada (War et al. 2012). Os COVs que compdem os HIPVs incluem volateis de
folhas verdes (GLVs - aldeidos C 6, alcoois e seus ésteres), terpendides, aromaticos
e derivados volateis de aminoacidos. (DUDAREVA et al., 2006b; PENAFLOR;
BENTO, 2013).

Esses COVs podem ser emitido de flores e frutos de plantas podendo ser
constitutivos, atuando, por exemplo, na atragéo de polinizadores, disseminadores de
sementes, garantindo o sucesso reprodutivo da planta (CARVALHO; DOTTERL;
SCHLINDWEIN, 2014; DAS et al., 2013; PICHERSKY; GERSHENZON, 2002), ou
ainda, atuar contra insetos herbivoros pela repeléncia direta dessas ameacas
(SCHILMILLER; LAST; PICHERSKY, 2008), podendo também serem induzidos
devido a estresse biotico ou abiotico (SILVA et al., 2012; WAR et al., 2011) sendo
liberados acima e/ou abaixo do solo (BEZEMER; VANDAM, 2005; DE MORAES;
MESCHER; TUMLINSON, 2001; ERB et al., 2008; UNSICKER; KUNERT;
GERSHENZON, 2009) e preparar plantas para um futuro ataque (ENGELBERTH et
al., 2004).

Estes compostos podem mediar tanto a comunicacao entre plantas vizinhas de
possivel ataque herbivoro, influenciando as suas defesas diretas (BOUWMEESTER
etal., 2019; DE O. BORGES et al., 2018) e indiretas pela atragéo de inimigos naturais
dos herbivoros (MCCORMICK; UNSICKER; GERSHENZON, 2012). Essas
substancias quimicas podem ainda repelir insetos nocivos ou atrair predadores
benéficos que atacam as pragas destrutivas (FREEMAN; BEATTIE, 2008).

Alguns COVs sao emitidos a partir das plantas infestadas sendo apenas
resultado da ruptura mecéanica de células da planta, e ndo sédo especificas de

herbivoria, porém, quando uma planta é danificada por insetos herbivoros, muitos
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outros volateis sao liberados sendo estes indicadores especificos de herbivoros na
planta (PARE; TUMLINSON, 1999).

Todos esses modos de acado dos COVs foram demonstrados em trabalhos
anteriores. Por exemplo.: (IRMISCH et al., 2014) que ao trabalharem com plantas de
alamo, Populus trichocarpa, sdo capazes de emitir uma mistura de volateis
nitrogenados que atividade repelente contra lagartas generalista Lymantria dispar
Como defesas indiretas os COVs sao emitidos das plantas devido o ataque de insetos
como no caso do trabalho executado por (XIU et al., 2019) ao avaliar, em ensaios
olfatométricos em tubo Y, o comportamento do predador Harmonia axyridis frente a
acao de volateis emitidos por quatro diferentes espécies de pulgdes, Macrosiphoniella
artemisiae , Aphis gossypii, Sitobion avenae e Schizaphis graminum e Megoura viciae
em suas respectivas espécies hospedeiras Artemisia lavandulaefolia, Gossypium
hirsutum, Triticum aestivum e Vicia faba), puderam perceber que odores emitidos a
partir de plantas infestadas com afideo mostraram-se significativamente mais
atraentes do que os odores emitidos por pulgdes agindo isoladamente ou por plantas
ndo infestadas. Além disso os autores também determinaram que 0s compostos
acrilato de butila, a-pineno, 1,2-dietilbenzeno, p-dietilbenzeno e 3-Etilacetofenona
foram os responsaveis por essa atracdo. Um outro exemplo é o que ocorre no trabalho
desenvolvido por SHIOJIR e colaboradores (2010) o qual mostrou que o parasitéides
de larvas Cotesia vestalis, é atraida por uma mistura de quatro compostos (Z)-3-
hexenil acetato, a-pineno, sabineno e n-heptanal] presentes em mistura volatil emitida
por repolho (Pieris rapae).

Com relacéo a oviposicao o trabalho de (ALI; WRIGHT, 2021) demonstrou que
Trichogramma papilionis Nagarkatti (Hymenoptera: Trichogrammatidae) foram
atraidos por COVs provenientes de plantas infestadas com ovos de Helicoverpa zea.
Os autores observaram que compostos anisol e bis (2-etilhexil) ftalato (DEHP), usados
tanto em uma mistura (25 pL de anisol: 100 yL de DEHP) quanto individualmente em
experimentos com olfatometros em Y, era atrativa para T. papilionis.

COVs também podem atuar na preparacdo de plantas para que esses
organismos respondam mais fortemente a futuros ataques de insetos herbivoros
(HILKER et al., 2016).

2.11.1 COVs terpendides
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Os terpendides constituem a maior e mais diversa classe quimica, estrutural e
funcional de produtos quimicos dos organismos vivos (ZHOU; PICHERSKY, 2020).
Em plantas, diversos terpenos exibem diferentes fungdes, as giberelinas, por exemplo,
atuam como fitohorménios. Outros terpenos desempenham papéis nas interacdes
ecologicas das plantas que ocorrem devido a interferéncias biéticos e abioticos de seu
ambiente. Os monoterpenos volateis sdo atraentes de polinizadores e o0s
sesquiterpenos estdo presentes em aromas florais fazem parte do metabolismo
secundério (PICHERSKY; RAGUSO, 2018).

Terpenos podem ser encontrados em todas ou quase todas as plantas e
compartilham um elemento estrutural chave comum denominado de isopreno (C5)
(DUDAREVA et al., 2013). O grupo dos terpenddes é composto pelos monoterpenos
(C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20) e alguns homoterpenos (C11 e C16)
derivados de sesquiterpenos e diterpenos (ZHOU; PICHERSKY, 2020). Terpenos séo
encontrados em diferentes partes das plantas sendo os monoterpenos produzidos nas
folhas, enquanto sesquiterpenos sdo encontrados nas flores, nos tricomas glandulares
das folhas podem ainda ser encontrados monoterpenos e sesquiterpenos e sao
emitidos pela folhagem e raizes de plantas danificadas por herbivoros.

Sao produzidos devido a vias de biossintese que ocorrem em locais distintos
na célula (Figura 7), sendo uma no cloroplasto (via fosfato de metileritritol (MEP)
dando origem ao isopentenil difosfato (IPP) e outra (via do &cido mevalénico (MVA)
provavelmente dividida entre citosol, reticulo endoplasmatico e peroxissomo, seu
isémero dimetilalil difosfato (DMAPP) (DUDAREVA et al.,, 2013; MAFFEI, 2010;
MUHLEMANN; KLEMPIEN; DUDAREVA, 2014).

Uma etapa de condensacédo de trés moléculas de acetil-CoA leva a formacéao
do 3-hidroxi-3-metilglutarato-CoA, este metabdlito sofre reducdo para MVA seguido
de duas reacbes de fosforilagbes subsequentes e uma etapa de
descarboxilagédo/eliminagéo levando a formagéo do IPP como produto (MAFFEI, 2010)

Sa0 necessarias cinco etapas consecutivas para converter o MEP em IPP e
DMAPP. A via do MEP conta com o metabolismo primario para o fornecimento de
Piruvato e GAP, sendo este ultimo derivado tanto da glicélise quanto da via pentose
fosfato (PPP) (DUDAREVA et al., 2013)
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Figura 7-Representacdo esquematica da biossintese de COVs de terpendides
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Setas empilhadas representam vérias etapas biossintéticas. DMAPP, pirofosfato de dimetilalila; FPP, pirofosfato de farnesil; FPPS, FPP sintase; G3P, gliceraldeido-3-

fosfato; GGPP, pirofosfato de geranilgeranila; GGPPS, GGPP sintase; GPP, pirofosfato de geranila; GPPS, GPP sintase; IPP, pirofosfato de isopentenila; TPS, terpeno
sintase
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2.11.2 COVs fenilpropandides/benzendides

Os compostos denominados fenilpropandides e benzendides, sdo a segunda
maior classe de compostos encontrados em plantas. Estes COVs sao biossintetizados
a partir do aminoacido aromatico fenilalanina e este por sua vez é sintetizado por duas
vias alternativas (DUDAREVA et al.,, 2013) (Figura 7). Os intermediarios da via
glicolitica e da via das pentoses fosfato, fosfoenolpiruvato (PEP) e D-eritrose 4-fosfato
(E4P) respectivamente (MAEDA; DUDAREVA, 2012). Dependendo da estrutura de
seu esqueleto de carbono, esta classe € dividida em trés subclasses: fenilpropanoides
(com uma estrutura C 6-C 3 ), benzenoides (C 6-C 1 ) e compostos relacionados com
fenilpropandides (C 6-C2 ) (MUHLEMANN; KLEMPIEN; DUDAREVA, 2014).

Todos os COVs benzendides e fenilpropanoides sdo derivados da fenilalanina
que € sintetizada nos plastidios através das vias biossintéticas
chiguimato/fenilalanina. A fenilanina entdo pode seguir duas vias distintas para a
producéo destes COVs. Uma das vias € conhecida como via oxidativa onde o acido
cinamico, formado a partir de fenilanina devida a acdo de fenilanina aménia liase
(PAL), passa por uma série de racfes, as quais envolvem ativacdo, hidratacéo,
oxidacgéo e reducao, € convertido em cinamoil-CoA, 3-oxo-3-propil-CoA e finalmente
em benzoil-CoA que é entdo convertido aos COVs. A rota nao-oxidativa sdo
responsaveis pela formacao de acido benzoico a partir de benzaldeido pela acdo de
uma benzaldeido desidrogenase. O acido benzdico € entdo convertido ao volatil
metilbenzoato (DUDAREVA et al., 2013; MUHLEMANN; KLEMPIEN; DUDAREVA,
2014) (Figura 8).



Figura 8-Representagcdo esquematica da via biossintética dos COVs fenilpropandide / benzenoide
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AbreviacGes.: AAAT, aminoacido aminotransferase aromatico; BA, acido benzoico; BA-CoA, benzoil-CoA; BAlc, alcool benzilico; BAId, benzaldeido; BALDH, benzaldeido desidrogenase; BB,
benzilbenzoato; BEAT, acetil-CoA: alcool benzilico acetiltransferase; BPBT, benzoil-CoA: alcool benzilico / 2-feniletanol benzoiltransferase; BSMT, acido benzdico / acido salicilico carboxil
metiltransferase; CA, acido cinamico; CA-CoA, cinamoil-CoA; C4H, cinamato-4-hidroxilase; CNL, cinamoil-CoA ligase; Eug, eugenol; IEug, isoeugenol; KAT, tiolase 3-cetoacil-CoA; MB,
metilbenzoato; 303PP-CoA, 3-oxo-3-fenilpropionil-CoA; PAAS, fenilacetaldeido sintase; PAL, fenilalanina amdnia-liase; pCA, acido p-cumarico; PEB, feniletilbenzoato; PhA, fenilacetaldeido;

Phe, L-fenilalanina; PhEth, 2-feniletanol; PhPyr, acido fenilpirtvico.
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2.11.3 COVs Derivados de Acidos Graxos Volateis

A terceira classe de COVs é constituida pelos derivados de &acidos graxos. Estes
compostos sao derivados de linolénico e linoleico, acidos graxos insaturados C18 que
sdo substratos para uma grande variedade de outros compostos, incluindo
jasmonatos e volateis de folha verde (MUHLEMANN; KLEMPIEN; DUDAREVA, 2014).
A biossintese dos COVs derivados de acidos graxos € iniciada por uma oxigenacao
estereoespecifica dos precursores octadecandides, catalisada por uma lipoxigenase
(LOX) e leva a formacgéo de intermediarios 9- e 13-hidroperox. O intermediario 13-
hidroperoxi leva a formacao de acido jasmonico (AJ), que por sua vez € convertido em
jasmonato de metila (DUDAREVA et al., 2013).

2.11.4 COVs e a preparacdo das plantas para ataques futuros de herbivoros

O estado preparado (priming) é uma capacidade que as plantas desenvolveram
e que lhes permitem de se preparar para respostas a estresse induziveis aprimoradas.
Nesse contexto uma primeira experiéncia de estresse pode preparar a planta para
uma resposta melhorada a um estresse subsequente (CONRATH et al., 2006;
HILKER; SCHMULLING, 2019).

Uma série de fatores tais como a aplicacdo de fitohorménios (SYTAR et al.,
2019), estresse por metais pesados (WINTER et al., 2012) e outros (KIM; FELTON,
2013) podem desencadear o priming, porém, no contexto da interacao planta inseto
os primeiro desencadeadores do priming estudados foram os COVs (ENGELBERTH
et al., 2004).

Paudel et al., (2020) demonstraram que volateis liberados por Nicotiana
benthamiana danificadas por Heliothis virescens ou por Manduca sexta
proporcionaram emissao mais acentuada de COVs em plantas vizinhas da mesma
espécie ndo danificadas. O trabalho de Arimura et al., (2000) com plantas de feijao-
de-lima infestadas com &acaros (Tetranychus urticae) foi demonstrado que ndo apenas
a planta atacada, mas também as plantas vizinhas sdo afetadas, tornando-se mais
atraentes para os acaros predadores e acaros predadores (Phytoseiulus persimilis), e

Menos suscetiveis aos acaros ao acaro atacante. Ao trabalhar com plantas de repolho
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(Brassica oleracea L.) que foram previamente expostas a volateis de plantas induzidos

por herbivoros (HIPV) e
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subsequentemente induzidas através da alimentacdo por cinco lagartas Pieris
brassicae L. (PENG et al., 2011) mostraram que as plantas induzidas atrairam mais
parasitoides Cotesia glomerata L. do que plantas controle. Esses autores
argumentaram ainda que os volateis de plantas vizinhas foram responsaveis por
desencadear o priming nas plantas de repolho.

A producdo de COVs é resultado alteracdes metabdlicas que ocorrem nas
plantas (DUDAREVA et al., 2013). Essas alterac6es metabdlicas podem ser induzidas
pelo ataque de insetos e além de influenciar a producado dos COVs, tais alteracdes
também influenciam outros processos como alteracdo da fotossintese (COHEN;
LEACH, 2019) e a realocagdo de metabdlitos (NYKANEN; KORICHEVA, 2004)

2.12 Alteracbes metabdlicas em plantas causadas pela herbivoria de Insetos

O estresse bidtico em plantas pode desencadear diferentes respostas
metabdlicas e estas respostas podem ocorrer de modo individual para os diferentes
tipos de estresse ou combinada, para todos os estresses possiveis (Obata and Fernie,
2012). A coordenacéo de acdes defensivas contra o ataque de pragas resulta das
interacdes entre a planta e os elicitores derivados de insetos herbivoros, que sao
seguidos pela rapida ativacdo de sofisticadas cascatas de sinalizacdo de plantas
(ARIMURA; OZAWA; MAFFEI, 2011).

Os diferentes eventos de sinalizacdo que ocorrem na planta devido ao ataque
de insetos se iniciam devido ao reconhecimento de elicitores derivados dos insetos
(BONAVENTURE; VANDOORN; BALDWIN, 2011) que ao serem detectados pelos
vegetais desencadeiam eventos como mudancas nos potenciais de membrana
(ZEBELO; MAFFEI, 2015), alteracdes nas concentracdes intracelulares de caélcio
(KIEP et al., 2015) e de espécies reativas de oxigénio (KERCHEV et al., 2012). Essas
alteracdes levam a biossintese de acido jasmoénico e seus derivados (MAFFEI,
MITHOFER; BOLAND, 2007) que ao serem reconhecidos por receptores celulares
induzem a expresséao de genes relacionados com a defesa de plantas contra o ataque
de insetos (YANG et al., 2015).

2.13 Os elicitores derivados de insetos
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N&o sO o dano fisico provocado pela alimentacdo do inseto, mas também a
presenca de elicitores presentes nas secre¢des orais dos insetos sdo sinais usados
pelas plantas para detecgcéao de ataque, sendo tais sinais podem provocar mudancas
em sua fisiologia, ativando a emisséo induzida de compostos organicos volateis e vias
metabodlicas de defesa. Os herbivoros liberam regurgito no local da mordida e
compostos quimicos presentes no regurgito desempenham um papel na inducdo de
respostas defensivas das plantas. Estes elicitores presentes e secrecéo oral do inseto
(Figura 9) quando em contato com a planta provoca um aumento da producdo de
fitormonios e liberacdo de compostos volateis com funcéo de atrair inimigos naturais
do herbivoro (TUMLINSON; ENGELBERTH, 2008).

Figura 9-Estruturas de alguns elicitores de respostas de defesa em plantas
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Por outro lado, o simples toque do inseto na planta desencadeia respostas, pois
0 caminhar sobre as folhas tem a capacidade de ativa-las mecanicamente, por

estiramento, canais idbnicos na membrana celular seguida de uma rapida alteragcéo na
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concentracdo de Ca?* no citosol, sendo que este aumento na concentragdo provoca
a transducéo de sinal adicional na planta induzindo genes envolvidos na defesa ou no
crescimento (BRAAM; DAVIS, 1990).

Com relacdo a secrecdo oral os primeiros compostos ja isolados de regurgito
em amostras de larvas de lepidopteros foram os compostos N-(17-hidroxilinolenoil)-L-
glutamina conhecido como volicitina e outros derivados de acidos graxos
(SPITELLER; BOLAND, 2003). A volicitina N-(17-hidroxilinolenoil)-L-glutamina foi o
primeiro conjugado de acidos graxos e aminoacidos identificado partir da saliva da
lagarta Spodoptera exigua, e quando aplicado em plantas de milho causa a liberacao
dos mesmos volateis liberados apds o dano realizado por lagartas. Além de
lepidépteros, também foram isolados acidos graxos conjugados e aminoacidos da
secrecao oral de outros insetos como larvas de moscas das frutas e grilos que também
induzem a emissao de volateis (KESSLER; BALDWIN, 2002; MAFFEI; ARIMURA,;
MITHOFER, 2012).

Os elicitores conhecidos como caeliferinas, que sdo compostas de acidos
graxos hidroxi sulfatados saturados e monoinsaturados, nos quais o carbono é
funcionalizado com uma hidroxila sulfatada ou com uma carboxila ligada a uma glicina
através de uma ligacdo amida, foram encontrados na secrecédo oral do gafanhoto-sul-
americano Schistocerca americana Drury, 1773 (Orthoptera: Acrididae) (ALBORN et
al., 2007).

2.14 Alteracdes na fotossintese provocadas pela herbivoria de insetos

As alteracdes causadas pela herbivoria de insetos estdo relacionadas com
mudancas ocorridas no metabolismo primario da planta (HALITSCHKE; HAMILTON;
KESSLER, 2011) que incluem alteragéo na taxa de crescimento (HAAG et al., 2004;
ZUST; AGRAWAL, 2017), aumento ou diminuicdo da eficiéncia fotossintética
(BARRON-GAFFORD et al, 2012; COHEN; LEACH, 2019; HALITSCHKE;
HAMILTON; KESSLER, 2011; THOMSON et al., 2003) e remobilizacdo de recursos
de carbono e nitrogénio.

A fotossintese € um processo fundamentalmente importante na fisiologia das
plantas por meio do qual energia luminosa é convertida em energia quimica.
Normalmente a plantas sdo capazes utilizar a energia solar na conversao de CO:2 e
H20 em carboidratos, e oxigénio (TALAPATRA; TALAPATRA, 2015). O modo como
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as plantas adequam seu processo fotossintético devido ao atague de insetos é
variavel (KERCHEYV et al., 2012; VELIKOVA et al., 2010; ZHOU et al., 2015) de tal
modo que em alguns casos as plantas aumentam atividade fotossintética (NYKANEN;
KORICHEVA, 2004) e no caso mais geral a atividade fotossintética diminui
(HALITSCHKE; HAMILTON; KESSLER, 2011; VISAKORPI et al., 2018; ZHOU et al.,
2015) e tal fato pode ocorrer devido tanto a herbivoria por inseto (COHEN; LEACH,
2019) quanto herbivoria simulada (BANSAL et al., 2013).

Com a diminui¢cdo do processo fotossintético, a demanda por carbono e energia
se tornam criticos uma vez que ha a necessidade fornecer matéria prima para a
producdo de metabdlitos de defesa (ZHOU et al., 2015). Esse complemento de
matéria prima energética pode ser conseguido, dentre outras maneiras, através do
catabolismo carboidratos no proprio local de ataque (APPEL et al., 2014) através de
outros eventos como a realocacéo de nutrientes (GOMEZ et al., 2010; TAO; HUNTER,
2013) e isso torna o metabolismo primario responsavel pelo fornecimento de

precursores de metabolitos secundarios (BOLTON, 2009a).

2.15 A remobilizacdo de carboidratos e nitrogénio nas plantas devido a
herbivoria de insetos

Os carboidratos, como produtos da fotossintese, sdo a principal fonte de
energia para plantas (TAIZ et al., 2017) e tendem a ter alteracbes negativas na
concentracdo em plantas atacadas por insetos (NYKANEN; KORICHEVA, 2004). Os
carboidratos séo realocados apos a herbivoria (ZHOU et al., 2015) e o trabalho de
(YANG et al., 2019) indicou que a herbivoria foliar ativa a realocacdo de carbono
sistémico para aumentar o investimento de recursos para o metabolismo secundario
local. A realocacdo de metabdlitos ocorre por influéncia da herbivoria nas folhas e
consequentemente direciona o0 carbono desse de ataque para as raizes
(PERKOVICH; WARD, 2021). A herbivoria das folhas pode ainda direcionar a
realocacdo dos carboidratos das raizes para as folhas atacadas indicando que esses
metabdlitos estariam sendo usados para a biossintese de outros metabdlitos de
defesa aumentando assim a tolerancia das plantas ao ataque de insetos (MACHADO
et al., 2013; YANG et al., 2019).

Tanto as plantas quanto para insetos herbivoros que utilizam o N para sua
sobrevivéncia e crescimento (SCHOONHOVEN et al., 2005). O conteudo de N nas
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plantas pode influenciar o comportamento dos insetos (LI et al., 2016). Nas plantas o
N é encontrado principalmente na forma de aminoacidos (TAIZ et al.,, 2017),
compostos que S8o precursores para a maioria 0s metabolitos vegetais relacionados
a defesa de plantas (KILLINY; HIJAZ, 2016).

De acordo com a sugestdo dada por (ZHOU et al., 2015) o N2 pode ser
remobilizado para diferentes tecidos por influéncia da herbivoria. Como exemplo Li et
al., (2020) ao trabalhar com plantas de cha (Camellia sinensis) observaram que
aminoacidos podem ser realocados das raizes sistémicas para as folhas locais apés
a herbivoria de Ectrops oblique sobre as folhas. Os autores argumentaram ainda a
realocacdo sistémica de nitrogénio devido ao movimento dos aminoacidos
desempenhou um papel potencialmente importante para o investimento de recursos

na resisténcia da planta do cha contra a herbivoria foliar.

2.16 O processo de domesticacao e a influenciar na defesa de plantas contra a

herbivoria de insetos

A domesticacdo € um processo co-evolutivo demorado que ocorre quando as
plantas selvagens passam por processos de cultivo pelo homem, gerando mudancas
morfolégicas e fisiolégicas que fazem surgir novas espécies e / ou populacdes
diferenciadas que séo criticas para a sobrevivéncia humana (PURUGGANAN, 2019;
PURUGGANAN; FULLER, 2009).

A domesticagédo das plantas priorizou ganhos em rendimento, facilidade de
colheita, tempo de producéo, caracteristicas de germinacdo arquitetura da planta e
mudancas em caracteristicas de defesa (TAMRAT et al., 2020). Muitas culturas foram
selecionadas para reduzir a acidez, amargor, irritabilidade e toxicidade para, assim,
diminuir os requisitos de processamento e aumentar a palatabilidade, (DENHAM et
al., 2020).

Diversas caracteristicas das plantas que influenciam iterages tri-troficas
podem ter sido alteradas devido ao processo de domesticagcdo (CHEN et al., 2015; LI
et al., 2018). Essa caracteristicas incluem a perda de compostos especificos de
plantas cultivadas (KOLLNER et al., 2008) e auséncia de caracteristicas de atracdo
inimigos naturais de insetos herbivoros (TAMIRU; KHAN; BRUCE, 2015). Executando
experimento nos quais usaram vespas parasitdides Cotesia congregrata (Say)

(Hymenoptera: Braconidae) e plantas de tomate sendo seis espécies selvagens e oito
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variedade de racas locais (LI et al., 2018) mostraram que as vespas escolheram
plantas selvagens mais rapido do que as variedades locais e domesticadas estando
estas plantas danificadas ou ndo por Manduca sexta. Esses autores mostraram ainda
que que mariposas em oviposi¢do foram mais atraidas para oviposicao por cultivares
de tomate domesticado (LI et al., 2018). Além disso, esta bem documentado que
domesticacdo pode ter levado a reducdo da diversidade genética (PEREZ-
JARAMILLO et al.,, 2017) e modificado o modo como as plantas se defendem do
ataque de insetos herbivoros (PEREZ-JARAMILLO; MENDES; RAAIJMAKERS,
2016).

Caracteristica fisicas defensivas da planta contra o ataque de insetos como a
tenacidade da folha podem ser prejudicadas devido a domesticacdo. Em condi¢des
de casa de vegetacdo o trabalho de (BELLOTA; MEDINA; BERNAL, 2013)
demonstrou, pela comparacdo entre teosinto perene com o milho tradicional (raca
mexicana Tuxpefio), que a tenacidade das folhas de milho tradicional foram
prejudicadas devido a domesticacdo. Esses mesmos autores ainda verificaram que
Daubulus maidis preferiram milhos hibridos e tradicionais aos exemplares de teosinto
para oviposicao e que a tenacidade da folha foi negativamente correlacionada com a
preferéncia de D. maidis pelo hospedeiro.

Trabalhos mostraram o melhor desempenho de insetos herbivoros em plantas
cultivadas quando comparadas a plantas selvagens. Em variedades de milho o
trabalho de Szczepaniec et al.(2013) mostrou que Spodoptera frugiperda (Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) induziram a maior expressédo de genes de defesa em Zea
mays ssp. Parviglumis (tesinto) do que Zea mays ssp. mays L. (Poaceae) e as larvas
de S. frugiperda tiveram desenvolvimento prejudicado em plantas de Zea mays ssp.
Parviglumis (tesinto). Em outro exemplo, o trabalho com quatro tipos diferentes de
plantas de milho, teosinte (Balsas), variedades locais mexicanas, variedades locais
dos EUA e linhagens consanguineas dos EUA, efetuado por (FONTES-PUEBLA;
BERNAL, 2020).

Mostrou que Diabrotica virgifera virgifera (Le Conte) tiveram melhor
desempenho em plantas domesticadas do que em plantas ancestrais. Em uma
comparacao entre plantas de murtila ( Ugni molinae Turcz) silvestres e cultivadas foi
demonstrado que larvas de Chilesia rudis (Butler) (Lepidoptera: Arctiidae) foram mais
eficientes no consumo de plantas cultivadas quando ao consumo de plantas

domesticadas, apesar de interferéncias ambientais terem ocorrido neste trabalho
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(CHACON-FUENTES et al., 2017). Em trabalho com plantas de chayia (Cnidoscolus
aconitifolius) selavagens e domesticadas (SOLIS-MONTERO et al., 2020) observaram
que: riqueza de morfoespécies de herbivoros por planta, abundancia de herbivoros
por planta e a herbivoria foliar foram maiores em plantas cultivadas. Em um trabalho
de meta-andlise (FERNANDEZ et al., 2021) mostraram que no geral plantas cultivadas
Sao menos resistentes com a herbivoria por insetos quando comparadas a plantas
selvagens.

O processo de domesticacdo pode ocasionar uma diminuicdo na diversidade
qguimica e a perda de biodiversidade em variedades modernas de plantas (MUDGE;
MURCH; BROWN, 2018), prejudicando suas defesas quimicas (HERMS; MATTSON,
1992). Apesar de exemplos contrarios serem conhecidos (ROWEN; KAPLAN, 2016)
a domesticacdo geralmente resulta em uma reducdo nos metabdlitos secundarios
(MEYER; DUVAL; JENSEN, 2012), volateis e nao volateis, que atuam na defesa da
planta (DENHAM et al., 2020). Quando se trata do nUmero de volateis percebe-se que
a domesticacdo diminuiu o numero de volateis produzidos por plantas danificadas,
indicando que embora as safras possam estar produzindo mais GLVs e
sesquiterpenos, elas também perderam diversidade nos compostos sendo produzidos
(ROWEN; KAPLAN, 2016). Ao avaliar a variacdo em compostos fendlicos em
gendtipos de maca selvagens (Malus sieversii) e domesticados (Malus domestica)
mostram que macas silvestres tém maiores concentragdes fendlicas totais e uma
maior diversidade de metabdlitos do que macds domesticadas em casca, polpa e
sementes.

Ocorrendo constitutivamente e / ou de modo induzido as caracteristicas
defensivas das plantas podem ser diretas ou indiretas (KESSLER, 2015; YANG et al.,
2020), do tipo fisicas e quimicas (GONG; ZHANG, 2014; TURLEY; GODFREY;
JOHNSON, 2013). Caracteristicas de defesas como tricomas, espinhos e compostos
secundarios, entre outros sao defesas de plantas denominadas classicamente como
diretas e indiretas (ALJBORY; CHEN, 2018; GOLS, 2014). As defesas diretas sao
aguelas que atuam diretamente sobre a influéncia que esta causando estresse (WAR
et al.,, 2011). Os mecanismos de defesa direto e indiretos sdo alterados devido a
influéncia da domesticacéo sofrida por plantas sendo estes constitutivos (KESSLER,;
KALSKE, 2018; RODRIGUEZ-SAONA et al., 2019) ou induzidos (MOREIRA et al.,
2018). As defesas fisicas diretas, as quais incluiam resisténcia foliar, presenca de

tricomas nas bordas das folhas, foram maiores em plantas em plantas de chaya
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selvagens (Cnidoscolus aconitifolius) do que em plantas cultivadas. Além disso, a
resisténcia ao ataque de Helix aspersaem em plantas de chaya (Cnidoscolus
aconitifolius) foi maior em plantas selvagens do que em plantas cultivadas (SOLIS-
MONTERO et al., 2020). No trabalho de meta-analise efetuado por (FERNANDEZ et
al., 2021) foi demonstrado que as defesas diretas de plantas se apresentaram em
niveis mais elevados em plantas selvagens do que planas cultivadas.

As caracteristicas defensivas que incluem néctar extrafloral e compostos
organicos volateis, sdo conhecidas como defesas indiretas (WAR et al., 2011).
Defesas indiretas causam efeito indireto sobre influéncia que esta desencadeando
estresse. No contexto da interacdo planta inseto esse tipo de defesa, por exemplo,
atua na atracdo de inimigos naturais do inseto herbivoro recrutando esse inimigo
natural para que ele execute o combate da praga (TAN; LIU, 2014). O trabalho de
(SOLIS-MONTERO et al., 2020). mostrou que a abundancia de formigas, que exibiam
comportamento defensivo nas espécies estudadas, foi maior em plantas selvagens do
em plantas cultivadas. Por intermédio de meta-andlise (FERNANDEZ et al., 2021)
foram capazes de mostrar que houve diferencas significativas com relacéo as defesas
indiretas quando foram feitas comparacfes entre plantas cultivadas e selvagens.
Esses autores verificaram que as defesas indiretas era maiores em plantas cultivadas
(FERNANDEZ et al., 2021).

Tanto defesas induzidas quanto constitutivas s&o influenciadas pela
domesticacdo de plantas (MOREIRA et al., 2018). Defesas constitutivas poder ser
influenciadas pelo processo de domesticacdo de plantas (COPPOLA et al., 2017,
VITIELLO et al., 2021). Para as linhagens de plantas cultivadas, Brassica oleracea
var. Acephala e Brassica oleracea var. capitata, (MOREIRA et al., 2018) observaram
um efeito significativo da domesticacao na concentracéo de glicosinolatos nas folhas.
Esses autores mostraram que 0s niveis constitutivos de compostos glicosinolatos
alifaticos e glicosinolatos inddlicos foram significativamente mais baixos em B.
oleracea var. acephala e B. oleracea var. captata acephala do que em plantas de
repolho selvagem Brassica oleracea ssp. Oleracea. O trabalho de (PAUDEL et al.,
2019) com plantas de tomate cultivadas e selvagens demonstrou que as plantas
selvagens apresentaram niveis mais elevados de defesas quimicas constitutivas
(fendlicos totais). Além disso, com relacao as de defesas induzidas, (MOREIRA et al.,
2018) observaram ainda que tanto os niveis glucosinolatos inddlicos quanto de

glucosinolatos alifaticos, apresentaram um valor médio significativamente mais baixo
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para ambas as linhagens domesticadas em relacéo a linhagem selvagem. O trabalho
de (RODRIGUEZ-SAONA et al., 2011) no qual foram comparadas plantas selvagens
e domesticadas de cranberries (Cacccinium macrocarpon cv BHS98-23) mostrou que
defesas induzidas foram exibidas em niveis menos elevados em plantas
domesticadas. (TAMIRU et al., 2011) ao trabalhar com variedades tradicionais e
hibridos de milho observou que a emissédo de HIPVs devido a deposi¢cdo de ovos da
broca do caule Chilo partellus é capaz de atrair as vespas parasitdides tanto de ovos
Trichogramma bournieri Pintureau (Hymenoptera: Trichogrammatidae) quanto de
larvas Cotesia sesamiae Cameron (Hymenoptera: Braconidae) e esses mecanismos

se mostraram ausentes nas variedades comerciais de milho hibrido.

2.16.1 O processo de domesticacdo e os COVs de plantas

Os COVs podem ser liberados pela planta constitutivamente ou podem ser
induzidos apds o ataque de insetos e exercerem acao direta e/ou indireta na interacéo
inseto planta (PINTO-ZEVALLOS et al., 2013; VILLAMAR-TORRES et al., 2018).
Esses COVs que podem atuar na comunicacao das plantas (NINKOVIC; MARKOVIC;
RENSING, 2021) influenciando suas defesas seja pela influéncia na comunicacao
entre plantas vizinhas (COPPOLA et al., 2017; SUGIMOTO et al., 2014) seja pelo
recrutamento de inimigos naturais do inseto atacante (VITIELLO et al., 2021) . A
liberacdo de COVs pode ser influenciada por diferentes linhagens de plantas (DEGEN
et al., 2012; Ll et al., 2018) e a domesticacao pode ter um papel ainda mais relevante
na emissdo desse compostos volateis (GOLS et al., 2011). Coll-Araoz et al., (2020)
ao trabalharem com uma raca local de milho, “maizén” (SWM), e dois hibridos,
P1780YR (temperado), P30B39HR (tropical), analisaram os volateis liberados apos o
ataque de Dalbulus maidis por essas plantas e encontramos diferencas significativas
entre elas quanto a quantidade e qualidade dos compostos liberados. Com relagéo a
guantidade de volateis estes autores contataram que a quantidade produzida pela
raca tradicional de milho foi cerca de 6 vezes maior em comparacdo com a
guantidades de volateis induzidos nos exemplares de milho hibrido apés a herbivoria.
Nesse mesmo trabalho os autores mostraram que as fémeas de D. maidis foram
capazes discriminar os odores de mudas saudaveis e atacadas apenas na raca
tradicional (SWM), preferindo as plantas saudaveis, ndo sendo capazes de

discriminaram entre os hibridos saudaveis e atacados. Além disso, os autores
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descobriram ainda que a atracdo da vespa parasitoide Anagrus virlai (Hymenoptera:
Mymaridae) pelo seu hospedeiro foi maior nas plantas infestadas da raca tradicional
(SWM) do que nos hibridos (COLL-ARAQOZ et al., 2020).

Apbs sofrer herbivoria por ataque de inseto, plantas sdo capazes de recrutar
inimigos naturais da praga e esses predadores/parasitbéides ajudam a planta a
combater o ataque efetuado pelo inseto praga, fatos que caracterizam as interacées
tritroficas (TURLINGS; ERB, 2018), porém devido ao processo de domesticacao as
plantas tiveram sua capacidade de recrutar inimigos naturais dos herbivoros
prejudicadas (CHEN et al., 2015). Havia sido demonstrado anteriormente que ( E) -B-
cariofileno, um metabdlito envolvido em defesas indiretas de plantas contra o ataque
insetos herbivoros (HUANG et al., 2013), pode atrair inimigos naturais desses insetos,
sejam vespas parasitoides (VITIELLO et al., 2021) ou nematéides entomopatogénicos
subterraneos (RASMANN et al., 2005), acima e abaixo do solo respectivamente. Este
metabalito deixou de ser expresso em variedades de milho prejudicando mecanismos
de defesa indireta dessa cultura (KOLLNER et al., 2008).

2.16.20 processo de domesticacdo de plantas e a relacdo especializacéao

alimentar dos insetos

Com relacao a especializacao alimentar dos insetos sabe-se que normalmente,
os herbivoros generalistas tém melhor desempenho em plantas domesticadas em
comparacao com seus parentes selvagens devido a uma reducdo nos metabdlitos
secundarios (GAILLARD et al., 2018). Para espécie generalista Helicoverpa zea
trabalho com plantas de tomates cultivadas e selvagens, observou-se que estes
insetos apresentaram melhor desempenho em plantas cultivadas ndo danificadas
(PAUDEL et al., 2019). Ao avaliarem o desempenho de dois herbivoros generalistas
economicamente importantes - a lagarta-do-cartucho da beterraba (Spodoptera
exigua) e o pulgdo-do-pessegueiro verde alimentador do floema (Myzus persicae) -
em 29 espécies de cultivo e seus parentes selvagens descobriram que a
domesticacao reduziu a resisténcia a um herbivoro mastigador de folhas generalista
(TURCOTTE; TURLEY; JOHNSON, 2014). (GAILLARD et al., 2018) trabalharam com
plantas de milho domesticadas e selvagens. Esses autores usaram essas plantas na

alimentacao de pragas especialistas e generalistas para esta cultura e observaram
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gue tanto os insetos especialistas quanto os generalistas tiveram melhor desempenho
guando foram alimentados com plantas cultivadas.

O efeito da domesticacao pode ser distinto para insetos pertencentes a guildas
alimentares distintas. Como exemplo.: Ao avaliarem os efeitos da domesticacao de
mirtilos (Vaccinium corymbosum) sobre o desempenho de dois herbivoros
mastigadores (Sparganothis sulfureana (Clemens) e Lymantria dispar L.), € um
herbivoro perfurador-sugador (lllinoia azaleae (Mason)) (HERNANDEZ-CUMPLIDO et
al., 2018) observaram que Lymantria dispar, inseto mastigador, teve um melhor
desempenho (apresentaram: menor mortalidade, maior ganho de peso e maiores
percentuais de danos foliares) no mirtilo cultivado. O segundo inseto mastigador
Sparganothis sulfureana apresentou também maior ganho de peso em plantas
cultivadas. Nao houve diferencga significativa no desempenho do especialista Illinoia
azaleae sob influéncia de plantas cultivadas ou selvagens (HERNANDEZ-CUMPLIDO
et al., 2018).

2.17 Metabolémica e a interacdo planta-inseto

Em semelhanga com as outras ciéncias “Gmicas”, a metaboldbmica necessita de
um auxilio da bioinformatica para sistematizacéo e avaliacdo dos dados pois baseia-
se numa grande quantidade de informacao do individuo analisado. Metabolémica € o
estudo que visa analisar qualitativamente e quantitativamente o conjunto de
metabdlitos que podem ser produzidos ou modificados por um determinado
organismo. O metaboloma é um dos termos base da metabolémica, que € definido
como a identificacao parcial ou completa de pequenas moléculas presentes em um
organismo, sendo essas moléculas pertencentes as classes de metabdlitos primarios
e secundarios que podem ser biomarcadores de uma determinada caracteristica do
organismo envolvido no estudo (ALLWOOD; ELLIS; GOODACRE, 2008; SAITO;
DIXON; WILLMITZER, 2006)

O uso de metabolémica em estudos de interacdo inseto-planta tem se tornado
de suma importancia para a identificagdo e quantificacdo de metabolitos produzidos
em resposta ao ataque de herbivoros (KIM; VERPOORTE, 2010). Nesse sentido
metabalitos secundarios constituem numa fonte potencial para a geracéo de plantas
resistentes (HONG et al., 2016).
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Metabolitos tém um grande potencial como marcadores de desempenho de
plantas porque contém mais informacdes em certos cenarios e dao uma imagem mais
realista do desempenho real da planta do que o0s marcadores moleculares
(FERNANDEZ et al., 2016). Matrti et al., (2013) estudaram o metaboldoma de folhas e
raizes de milho apés 24 horas e 48 horas sob herbivoria de lagartas de Spodoptera
littoralis e os seus resultados mostraram que em ambas as partes da planta houve um
total de 32 metabdlitos em resposta ao estresse causado pelo inseto.

Em estudos de interacdo planta-patégeno, a metabolémica pode desvendar
rotas sequestradas por patégenos e prever mecanismos de resisténcia. Lopez-Gresa
e colaboradores (2010) identificaram diversos metabdlitos induzidos pelo tomateiro
quando este interagia com o patdogeno Pseudomonas syringae pv. Lee e
colaboradores (2016) trabalhando com patégeno Gymnosporangium asiaticum
verificaram quais as alteragcbes metabdlicas causadas pelo parasitismo deste
patdgeno com as plantas da familia Rosacea. LEISS e colaboradores (2009), através
do uso combinado de bioensaios in vitro e bioensaios in vivo com andlise
metabolémica por RMN, foram capazes de mostrar que o acido clorogénico e outos
fendlicos estavam envolvidos na resisténcia aos tripes das flores ocidentais no
crisdntemo.

Trabalhando com variedades de mudas de tomates resistentes e susceptiveis
a trips Mirnezhad et al. (2010) avaliaram a resisténcia destas variedades em resposta
a herbivoria. Nesse trabalho forma identificados acil-aclicares que sdo causadores
efeitos negativos em insetos como resposta das plantas resistentes.

Steinbrenner et al. (2011) caracterizaram a resposta metabdlica do tomate apés
24 horas sob herbivoria de duas espécies de lagartas, no qual analisaram por
espectrometria de massas amostras de folhas, raizes, caule e o topo das plantas
controle e das plantas danificadas identificando. Além disso, compostos fendlicos
como tirosina, fenilalanina e acido caféico e aminoacidos precursores de metabdlitos
de defesa foram identificados ap0s 24 horas sob herbivoria de duas espécies de
lagartas em tomates, por Steinbrenner et al. (2011).

2.17.1 Metabolémica em estudos com cana-de-acucar
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Nas plantas, a metabolémica tem sido aplicada para caracterizar variedades
geneticamente modificadas e identificar respostas relacionadas a estresses bioticos e
abidticos (Carreno-Quintero et al., 2013).

Em cana-de-agucar a metaboldmica tem sido utilizado em diferentes campos:
Na determinacéo perfis relacionados ao acumulo de sacarose. Bosch et al., (2003)
trabalhando com colmos maduros e imaturos foi capaz de identificar perfis
metabdlicos diferentes produzidos por esses dois tecidos. Glassop et al., (2007)
trabalhando amostras de colmos de diferentes idades de uma cultivar de cana-de-
acucar foi capaz de identificar diferencas no perfil metabdlico com relacdo a
acumulacéo de sacarose e quais 0s metabdlitos estavam correlacionados com essa
acumulacdo. Na avaliacdo de gendtipos com diferentes graus de suscetibilidade a
doenca da ferrugem alaranjada. Leme et al., 2014 trabalhando com cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada a um detector de arranjo de diodos (HPLC-DAD)
estudaram o metaboloma de duas diferentes cultivares de cana de acgucar (IAC 110
95-5000 e SP 89-1115) com diferentes suscetibilidades a doenca da ferrugem
alaranjada e foram capazes de determinar que o metabdlito luteolina-8-C-glucisideo
estava envolvido na resisténcia da cultivar IAC 95-5000 a essa doenca.

Na exploracdo da diversidade genética em cana de acgucar Coutinho et al.,
(2016) usando técnicas de RMN e HPLC identificaram diversos metabdlitos em folhas
de 13 diferentes gendtipos de cana, dentre os identificados estavam acucares, acidos
organicos e aminoacidos, metabdlitos que apresentam atividade contra o ataque de
insetos, incidéncia de doencas. Os autores argumentam que o seu trabalho pode ser
integrado a dados transcriptdmicos e proteémicos em estudos futuros para entender
como estresses bidticos e abidticos sdo regulados por metabdlitos ou para selecionar
genotipos potenciais para producdo de novos compostos além da sacarose. Em
trabalho com variedades transgénicas de cana de acucar Lira (2010) avaliou seu perfil
metabdlico e os comparou com os perfis das variedades controle por ressonancia
magneética nuclear RMN, HPLC, e concluiu que houve discriminacdo entre grupos
formados pelas plantas transgénicas e plantas do controle que ocorreu por conta de
diferencas nos niveis de plantas transgénicas houve um aumento dos niveis de
acucares, acidos organicos aminoécidos, flavonoides e fenilpropandides.

Sabino e colaboradores 2017 trabalhando com duas variedades de cana-de-
acucar (RB92579 e SP791011) sendo a SP791011 a mesma trabalhada no presente

trabalho realizou o metaboloma de das duas variedades de cana-de-agUcar atraves
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dos métodos de extracdo direto e indireto na resposta a herbivoria por Diatraea
saccharalis, utilizando espectroscopia de RMN, e processamento e estatistica dos
dados pelos métodos de andlise de componentes principais (PCA) e analise dos
minimos quadrados parciais-analise discriminante (OPLS-DA). Com relagdo a
variedade de cana-de-acucar SP 79 1011, aplicou-se o método de extracdo indireto
as folhas da planta nos tempos 24, 48 e 72 horas sob estresse induzido pelas lagartas
de Diatraea saccharalis apresentando no tempo 72 horas o maior ndmero de
metabdlitos de resposta a herbivoria, o que causou numa reducédo dos niveis de acido
cis e trans aconitico, acido formico, asparagina, alanina e no aumento dos niveis de
acido acético e acido clorogénico. Apesar de fornecerem perfis metabdlicos diferentes
em resposta a herbivoria, os metabdlitos elucidados sugerem a via metabdlica do
acido chiquimico devido ao aumento de tirosina, fenilalanina nas folhas da cana-de-
acucar da variedade RB92579, e aumento do &cido clorogénico nas folhas da cana-
de-acucar da variedade SP791011.

Albuquerque e colaboradores (2015) aplicaram a metabol6mica utilizando
espectroscopia de RMN para avaliar a influéncia da acdo conjunta de duas estirpes
de RPCPs (Gluconacetobacter diazotrophicus e Azospirillum sp) no metaboloma de
plantas de cana-de-acUcar da variedade SP 79-1011. Nesse trabalho foram
encontrados em concentracdo nas plantas inoculadas, carboidratos, compostos
aromaticos, aminoacidos e acidos organicos, jA em plantas do controle os compostos

foram em maior concentracéo foram aminoacido e intermediarios do ciclo de Krebs.

3 HIPOTESE

O impacto da domesticacdo das plantas no ataque de insetos e surgimento de
novas pragas tem sido objeto de recente discussado. Plantas sujeitas a selecao artificial
tém perdido caracteres de defesa, especialmente quando a selecdo € realizada
buscando-se aumento de produtividade e facilidade de colheita (PALMGREN et al.,
2015). Portanto, plantas selvagens ou variedades mais rusticas sdo uma promissora
fonte de caracteristicas que podem ser utilizadas para tornar as cultivares capazes de
suportar o ataque de insetos e inclusive outras condicbes de estresse (TAMIRU;
KHAN; BRUCE, 2015).
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4 JUSTIFICATIVA

A crescente demanda mundial para a producdo de energias renovaveis em
substituicdo aos combustiveis fosseis tem dado grande destaque a cana-de-agulcar
(Saccharum sp.), pois esta € atualmente considerada a cultura mais eficiente para a
producao de energia (MATSUOKA et al., 2014)

As pragas mais importantes da cultura séo as brocas da ordem Lepidoptera,
sendo a principal delas a Diatraea saccharalis, que, apesar do desenvolvimento e
atual utilizacdo de varios métodos de controle (pesticidas e controle bioldgico),
continua causando os principais problemas. As pragas dessa ordem causam prejuizos
diretos e indiretos para a cultura (KESSLER; BALDWIN, 2002). Estimando em
nameros, a broca da cana-de-acUcar € responsavel por perdas econémicas de até
20% em todo locais de cultivo no mundo. No Brasil, estudos realizados pelo Centro
de Tecnologia Canavieira (CTC) demonstram que ela ocorre em cerca de oito milhdes
de hectares causando um prejuizo de aproximadamente 370 (R$/ha/ano) totalizando
até 2,9 bilhdes de reais (CTC, 2013). A presenca simultanea do inseto em todos 0s
estagios de desenvolvimento durante a maior parte do ano e a localizacdo das larvas
e pupas dentro da planta tornam o seu controle bastante dificil. Diversos métodos tém
sido aplicados para contornar este problema, tais como o uso de inseticidas, controle
biolégico utilizando o parasitéide Cotesia flavipes e sistemas de manejo, no entanto a
resisténcia de plantas poderia ser uma das formas mais efetivas para o controle de
insetos. Para o desenvolvimento de variedades resistentes, € essencial identificar,
caracterizar e categorizar novas fontes de resisténcia.

Uma série de trabalhos vem sendo desenvolvidos para compreender as
respostas da cana-de-acUcar a herbivoria. A partir do projeto SUCEST (Banco de
ESTs de cana-de-acucar), e de outros trabalhos estudando a defesa em nivel de
transcricdo, grande quantidade de informagéo sobre genes ortdlogos de proteinas
envolvidas na resposta direta e indireta ao ataque de insetos herbivoros vem sendo
gerada. Apesar disso, ha poucos trabalhos que demonstram o mecanismo de resposta
direta e indireta na defesa de cana-de-acUcar. Resultados preliminares demonstram
que, sob herbivoria, plantas de cana-de-ac¢ucar emitem um terpeno volatil que exerce
forte atracdo ao inimigo natural Cotesia flavipes. Além disso, identificou-se que sob
herbivoria, plantas de cana-de-agucar aumentam a biossintese de alguns compostos

fendlicos na parte aérea e de benzoxazindides nas raizes, todos estes ja descritos
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como metabdlitos de defesa em outras espécies (Sabino, et al., 2019; Riffel et al.,
2021). A reintroducdo ou o aumento da expressdo destas caracteristicas poderia
potencialmente promover resisténcia em cana-de-acucar, reduzindo a utilizagdo e
dependéncia atual de insumos, principalmente inseticidas. Portanto o conjunto de
atividades a serem executadas se propdem a explorar a diversidade quimica existente
dentro da colecdo de acessos do complexo Saccharum com o intuito de encontrar
plantas que resguardem fontes de resisténcia quimica contra o ataque de insetos e
com isso fornecer subsidios para os programas de melhoramento genético de cana-
de-acucar para o desenvolvimento de cultivares resistentes a D. saccharalis e assim

gerar ganhos de produtividade com a diminuicdo do uso de insumos.

5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo geral

Caracterizar quimicamente acessos quanto a resisténcia a D. saccharalis e identificar
0S metabolitos responsaveis por essa resisténcia para aplicacdo em Programas de

Melhoramento Genético.

5.2 Objetivos especificos

Realizar bioensaios de antibiose com Diatraea saccharalis frente aos acessos SP79
1011, US 721319, 13 76414 e |J 76361.

Realizar bioensaios de antixenose com D. saccharalis frente aos acessos SP79 1011,
US 721319, 1J 76414 e 1J 76361.

Classificar acessos de cana-de-acucar quanto a susceptibilidade a D. saccharalis.
Entender a influéncia da infestacdo de D. saccharalis e da variedade no metabolismo
das folhas plantas.

Entender a influéncia da infestacdo de D. saccharalis no metabolismo do colmo do
acesso SP79 1011.

6 MATERIAL E METODOS

6.1 Material vegetal, obtencdo e manutencao das plantas.
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Todos 0s acessos usados nos experimentos sdo oriundos do Banco de
germoplasma da EMBRAPA Tabuleiros Costeiros- Aracaju - Sergipe. Ao todo foram
utilizados 12 acessos, descritos na tabela 1.

Tabela 1 Acessos caracterizados oriundos do banco ativo de germoplasma
(BAG) EMBRAPA.

Numero no BAG Género Espécie Variedade
27 Saccharum Sp SP 791011
94 Saccharum Robustum NG 57 024
95 Saccharum Hybrid US 67-22-2
109 Saccharum Robustum IJ 76-414
113 Miscanthus sp. Fiji_10

114 Miscanthus sp. Fiji_15

117 Erianthus Arundinaceus 1J76-358
120 Erianthus Arundinaceus 1J76-381
30 Sccharum Sp. Rb95 1541
122 Saccharum Officinarum 1J76-361
126 Saccharum Officinarum KHAJURIA
128 Saccharum Spontaneum US72_1319

O material vegetal foi propagado a partir de toletes de aproximadamente 5 cm
de comprimento contendo uma gema cada. ApOs 0 seccionamento, os toletes foram
plantados através de propagacdo de entrends, cultivadas em copos plasticos de 500
mL contendo substrato a base de fibra de coco (Bioplant Nova Ponte, Minas Gerais,
Brasil), com irrigacdo manual e mantido em casa de vegetacdo sob condi¢cdes de
temperatura 27 £2 °C e umidade relativa 70%. Para todos os experimentos as plantas
tinham entre 60 e 70 dias de cultivo.

Figura 10-Mudas de cana-de-agucar na casa de vegetacéo.
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(Foto: Oliveira, 2021)

6.2 Avaliacdo da divergéncia genética existente entre acessos do BAG por

meio de caracteristicas agrondmicas

O trabalho foi conduzido no campo experimental da Embrapa Tabuleiros
Costeiros (CPATC), localizado em Nossa Senhora das Dores, SE. Foram avaliados
12 acessos pertencentes ao Banco Ativo de Germoplasma do Complexo Saccharum
(BAGCana), mantido pelo CPATC, sendo dois gendtipos de cada uma das espécies
Erianthus arundinaceus, Miscanthus sp., Saccharum officinarum, S. robustum, e S.
spontaneum, além das variedades comerciais RB 951541 e SP 79-1011. O ensaio foi
instalado no delineamento de blocos ao acaso com trés repeticbes e parcelas
constituidas de trés linhas de quatro metros, espacadas em 1,5 m, sendo
considerando area util a linha central. O experimento foi conduzido com irrigacédo
suplementar e por ocasiao da colheita, realizada 12 meses apés o plantio, foram
avaliados os caracteres altura de plantas (AP), comprimento (CF) e largura (LF) da
folha +3, diametro de colmos (DC), numeros de folhas verdes (FV), secas (FS) e de
perfilhos por metro, area foliar de perfilho, indice de area foliar, producdo de massa
fresca (PMF) e seca (PMS). Na estimacéo de divergéncia entre acessos foi utilizada
a distancia de Mahalanobis. Para agrupamento dos genétipos foi empregado o
método de Tocher.
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6.3 Obtencao e manutencédo da D. Saccharalis

Os insetos foram obtidos junto a Fitoagro Controle Biolégico LTDA situada na
Rodovia Al 101 Norte, 507, Ipioca, Maceié — AL. Para todos os experimentos foram
utilizadas D. saccharalis de terceiro instar (12 dias ap6s a eclosdo). Para os bioensaios
com e sem chance de escolha foram utilizadas as lagartas as quais foram mantidas
no laboratdrio de pesquisa em recursos naturais ha UFAL em tubos de vidro com dieta
artificial em sala climatizada a 25+ 2°C e 70 £ 10 % UR, porém, pelo menos 24 horas
antes do experimento, as lagartas foram retiradas da alimentagcéo e foram mantidas
em recipientes de vidro contendo somente algoddo umedecido em agua destilada. A
privacao de alimentacao foi utilizada para garantir que as lagartas brocassem a cana

durante os experimentos.

6.4 Metabolomica do colmo da variedade SP 79 1011

Para os experimentos foram utilizadas 20 plantas de cana-de-ac¢Ucar variedade

SP 791011. Dez plantas dessa variedade foram submetidas a herbivoria com lagartas
de D. saccharalis pelo confinamento da lagarta ao colmo e outras dez plantas foram
usadas como controle. As plantas sob herbivoria foram infestadas com 3 larvas para
garantir a brocacdo. Ao menos 24 horas antes do experimento, as lagartas foram
retiradas da alimentac&o e foram mantidas em recipientes de vidro contendo somente
algodao umedecido em agua destilada. As lagartas utilizadas eram de terceiro instar.
Respeitou-se um periodo de 96 horas de experimento e ap0s o termino desse
periodo o colmo da cana foi entdo coletado para posterior analise metabolémica por
RMN. A coleta do colmo foi relizada utilizando-se tesoura higienizada com alcool 70%.
A higienizacao foi feita antes do corte das amostras de cada tratamento. Apds o corte
cada amostra foi acondicionada em papel aluminio e imediatamente congelada em
nitrogénio liquido. ApOs esse procedimento as amostras foram armazenadas em

ultrafreezer a -80°C até o uso.
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6.5 Bioensaio sem chance de escolha com acessos do BAG para o

estabelecimento do intervalo de tempo de avaliacdo adequado

Para o bioensaio com um intervalo de avaliacdo de 5 dias foram utilizadas 5
plantas, 1J76-381 Eriantus arundinaceus, NG 57-024 Saccharum robustum, 1J76-358
Eriantus arundinaceus, Fiji 10 Miscantus sp e Fiji 15 Miscantus sp. Para o bioensaio
com um intervalo de avaliagcdo de 10 dias foram utilizadas 5 plantas, Fiji 10 Miscantus
sp, Khajuria Saccharum officinarum, 76-414 Saccharum robustum, NG 57-024
Saccharum robustum e SP 79 1011 Saccharum sp. Para o bioensaio com um intervalo
de avaliacédo de 15 dias foram utilizadas 5 plantas, Fiji 10 Miscantus sp, US 67-22-2
Saccharum hibido, US 72 1319 Saccharum espontaneum, [J76-358 Eriantus
arundinaceus e 1J76-381 Eriantus arundinaceus. Devido a problemas com a
germinacao das plantas néo foi possivel trabalhar com todos os acessos ao mesmo
tempo em cada um dos periodos de avaliacao.

As lagartas de D. Saccharalis eram de terceiro instar e foram previamente
pesadas e posteriormente confinada ao colmo de cada planta durante os trés periodos
de avalicBes distintos (Figura 11) sendo colocada uma lagarta por planta. Ao menos
24 horas antes do experimento, as lagartas foram retiradas da alimentacdo e foram
mantidas em recipientes de vidro contendo somente algoddo umedecido em agua
destilada. Ao final do periodo do bioensaio as lagartas foram novamente pesadas afim
de avaliar o ganho de peso.

Figura 11-Confinamento da D. saccharalis no colmo das plantas (teste sem

chance de escolha)
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(Foto: Oliveira, 2021)

6.6 Bioensaio sem chance de escolha com os com intervalo de 10 dias e os 12

acessos do BAG para avaliacdo da performance larval

O bioensaio foi efetuado apds a verificacdo de que o periodo de avaliacdo de
10 dias era o ideal. Foram utilizadas 10 plantas de cada um dos 12 acessos
disponiveis e em cada uma dessas plantas uma lagarta foi confinada. As D.
Saccharalis eram de terceiro instar e foram previamente pesadas e posteriormente
confinadas ao colmo de cada plantas durante 10 dias sendo uma lagarta por planta.
Ao menos 24 horas antes do experimento, as lagartas foram retiradas da alimentacao
e foram mantidas em recipientes de vidro contendo somente algoddo umedecido em
agua destilada. Ao final do periodo do bioensaio as lagartas foram novamente
pesadas afim de avaliar o ganho de peso e as folhas de cada planta foram coletadas
e congeladas.
A coleta das folhas foi relizada utilizando-se tesoura higienizada com alcool 70%.
A higienizacao foi feita antes do corte das amostras de cada tratamento. Apos o corte
cada amostra foi acondicionada em papel aluminio e imediatamente congelada em
nitrogénio liquido. ApGs esse procedimento as amostras foram armazenadas em

ultrafreezer a -80°C até o uso para analise metabolémica por RMN.



63

6.7 Bioensaio com chance de escolha (Antixenose)

O comportamento de preferéncia da D. saccharalis pela planta hospedeira foi
investigado utilizando uma arena na qual havia a possibilidade de escolha entre dois
acessos. Um dos acessos usados foi SP79 1011, padrao de susceptibilidade, ao qual
os demais acesos foram confrontados. As comparacdes efetuadas foram SP79 1011
e 1376 361, SP79 1011 e 1J76 414 e SP79 1011 e US72 1319. A arena de consistiu
em uma estrutura de isopor em formato de cubo revestida com folhas de aluminio.
Duas aberturas circulares na base foram construidas para que as plantas fossem
cuidadosamente inseridas para evitando-se assim que fossem danificadas, de modo

que a base do colmo ficou na altura da base do cubo (Figura 12).

Figura 12-Arena com as plantas dos dois tratamentos para o bioensaio com

chance de escolha

(Foto: Oliveira, 2021)
As lagartas de D. saccharalis eram de terceiro intar foram liberadas no centro

da arena apenas uma lagarta por vez. Apés a avaliacdo da preferéncia de cada lagarta
avaliado a arena era higienizada com etanol 70%. A cada trés lagartas avaliadas as
plantas eram trocadas. O periodo de avaliacdo permitido para as escolhas foi de 10
minutos para cada lagarta. Quando ndo havia escolha, as lagartas eram retiradas da
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arena e era realizada higienizacdo da arena. Esse bioensaio foi realizado com um

total de vinte repeti¢des, utilizando-se assim vinte plantas de cada acesso.

6.8 Coleta dos compostos organicos volateis dos acessos.

As plantas utilizadas para coleta dos COVs apresentavam entre trinta a
sessenta e cinco dias de cultivo. Foram usadas plantas sem infestagdo para o
tratamento controle e plantas infestadas com trés lagartas de D. saccharalis, para o
tratamento infestado. Para as coletas dos COVs foi utilizado o adsorvente Porapak Q
(Etilvinilbenzeno-divinilbenzeno com o mesh 50/80 Supelco Inc., Bellefonte, PA 16823
Estados Unidos). As plantas foram acondicionadas dentro de camaras de vidro e seus
vasos foram cobertos com papel aluminio para o isolamento dos compostos
provenientes do solo como descrito por (STEWART-JONES; POPPY, 2006) com
adaptacdes (Figura 11). Ar filtrado com carvao ativo foi injetado através de uma bomba
em um fluxo de 600 mL/min, ao mesmo tempo que uma bomba de vacuo sugava o ar
passando através do “trap” a uma razao de 400 mL/min. As coletas foram realizadas
por um periodo de 48 horas e em trés repeticdes por tratamento. Ao término das
aeracOes, a dessorcdo dos compostos foi realizada utilizando 500 pL de hexano
bidestilado pelos traps contendo os volateis, e as amostras foram armazenadas a -20
CO até a andlise.

Figura 13-Coleta COVs dos acessos do BAG EMBRAPA
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(Foto: Oliveira, 2021)

6.9 Andlises dos compostos organicos voléateis (COVs)

As amostras obtidas através das aerac¢des 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-01 (100%
Dimetilpolisiloxano) com (30 m, d. 0,25 mm). As condi¢bes do método usado foram as
seguintes: injetor com a temperatura 200 °C no modo Splitless (sem divisédo de fluxo),
o hélio foi utilizado como géas de arraste. A coluna iniciando com 50 °C por 5 minutos,
seguido por gradiente de 8 °C/min até atingir 250 °C, que foi mantido por 5 minutos. A
fonte de ionizacao utilizada foi impacto eletrénico (El) 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 fragmentacéao registrados foram Scan de 35 m/z até 300 m/z.

A identificacdo dos compostos foram realizadas pela comparacdo de seus
tempos de retencao e seus indices de retencéo linear (LRIs) foram determinados e
calculados pela injecdo de uma solucdo padrédo saturada de n-alcanos (C7-C30) a
1.000 pg / mL em hexano de HPLC (Supelco , Bélgica), seguindo a definicao de (VAN
DEN DOOL, H., & DEC. KRATZ, 1963). Os espectros de massa de cada composto
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foram analisados e comparados com 0s espectros das bibliotecas comerciais (NIST
08s; NIST 27; NIST 147 e WILEY 229).

6.10 Extracdo dos metabdlitos solaveis do colmo

Os colmos coletados das plantas de cana-de-acUcar foram macerados em
nitrogénio liquido e liofilizados, sendo, a seguir armazenados em ultrafreezer -80 °C
até o processo de extracdo. Para extracdo dos metabdlitos presentes no colmo
transferiu-se 50 mg do material macerado para um tubo tipo eppendorf de 2 mL, e, em
seguida adicionou-se 995 puL de metanol-d4 e 5 pyL de tampao fosfato em agua
deuterada pH = 6.0 contendo 0.01% de sal de sédio do acido trimetilsililpropiénico
(TSP). Este material foi mantido em ultrassom por 20 minutos sendo a seguir
centrifugado por 15 minutos a 12000 rpm. O sobrenadante foi coletado para as

andlises de ressonancia magnética nuclear (RMN).

6.11 Andlises por ressonancia magnética nuclear (RMN) das folhas dos acessos
obtidos do bioensaio de antibiose, do extrato do colmo do acesso SP79
1011 e estatistica multivariada

Para analise das folhas, dentre os doze acessos utilizados em nosso estudo,
foram escolhidos quatro para realizagédo do estudo metabolémico: os acessos US72
1319, 1376 414, 1376 361 e o padrdo de susceptibilidade SP 79 1011 (susceptivel a D.
saccharalis no campo). Para coleta do material foram utilizadas plantas sem
infestacdo (tratamento controle) e plantas com infestacdo (tratamento infestado), a
infestacédo foi realizada utilizando trés lagartas por planta. De modo semelhante para
o colmo foram utilizadas plantas sem infestacao (tratamento controle) e plantas com
infestacéo (tratamento infestado), a infestacado foi realizada utilizando trés lagartas por
planta.

Ao menos 24 horas antes do experimento, as lagartas foram retiradas da
alimentacdo e foram mantidas em recipientes de vidro contendo somente algodao
umedecido em agua destilada. As lagartas eram de terceiro instar e foram confinadas

as plantas em gaiolas e por um periodo de 48 horas para 0s acessos dos quais as
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folhas foram coletadas e de 120 horas para o0 acesso SP79 1011 do qual o colmo foi
coletado.

O tecido das plantas (folhas o colmo) foram coletadas utilizando-se tesoura
desinfectada ap6s o uso em cada uma das plantas com etanol 70% e imediatamente
congelados com nitrogénio liquido. Posteriormente o tecido era armazenado em
freezer a temperatura de -80°C até a execucédo do processo de maceracdo. O tecido
foi macerado usando nitrogénio liquido e liofilizadas, sendo posteriormente novamente
armazenado em freezer a temperatura de -80 °C, até o processo de extracao.

A extracao foi realizada de acordo com a metodologia desenvolvida por (KIM;
CHOI; VERPOORTE, 2010) adaptada para este estudo a partir de resultados obtidos
de comparacgdes entre diferentes métodos de extragéo realizados por Sabino, (2017).
Foram rransferidos 50 mg do tecido liofilizado (folha ou colmo) para um tubo tipo
eppendorf de 2 mL e, em seguida adicionou-se 500 puL de metanol — d4 (Cambridge
Isotope Laboratories) e 500 uL de tampao fosfato em agua deuterada pH = 6.0
contendo 0.01% de sal de sodio do acido trimetilsilil propiénico (TSP) (Cambridge
Isotope Laboratories). Em seguida, o material foi submetido a ultrassom por 20
minutos, centrifugado por 15 minutos a 5000 rpm e coletado o sobrenadante para a
analise de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) (KIM; CHOI; VERPOORTE, 2010;
SABINO, 2017).

Para os metabdlitos sollveis das folhas os espectros de RMN foram analisados
a 20 °C em espectrometro Bruker AVANCE operando a 600 MHz na frequéncia do
hidrogénio. O MeOD-d4 foi usado para o chaveamento do campo magnético (“lock”).
As sequéncias de pulsos de pré-saturacdo NOESYGPPR, ZGPR e ZGCPPR foram
usadas para otimizacao das analises metabol6mica e cada espectro de RMN-1H foi
realizado com 64 pulsos (10min e 26 s), o tempo de aquisicdo = 2,72 s, largura
espectral = 16 ppm, tamanho do fid = 32K, largura de pulso (P1) de 30° (10,5 us) e
atraso de relaxamento (delay-dl) de 2 s. O experimento J-resolvido foi adquirido com
32 pulsos por 8192 x 128 pontos, largura espectral = 5.208 KHz e 60 Hz acoplamento
spin-spin e atraso de relaxamento= 1,5 s. O experimento COSY 1H-1H foi realizado
com 32 pulsos por 2048 x 512 pontos, largura espectral = 13 ppm em ambas as
dimensdes com o d1 = 1,5 s. O experimento TOCSY 1H-1H foi realizado com 32
pulsos por 2048 x 512 pontos, largura espectral = 13 ppm em ambas as dimensdes
comodl=1,5s e tempo de mistura (d8) = 500 ms. Os experimentos HMBC 1H-13C
e HSQC EDITADO 1H-13C foram realizados com 64 pulsos por 4,096 x 512 pontos,
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largura espectral = 5208 KHz para 22,149 KHz 1H e do 13C com d1 = 1,5 s. Os
espectros foram processados com o emprego do software TopSpin versédo 2.1
(Bruker), com uma linha de alargamento (Ib) = 0,3 Hz e correcao da fase, correcao da
linha de base e calibracdo pelo padréo interno (TSP) com sinal em 0,0 ppm. A
identificacdo dos metabdlitos foi realizada com o auxilio do programa Chenomx,
analise STOCSY (foi utilizado o programa MATLAB) e o site Human Metabolome Data
Base (HMDB).

Para os metabolitos soluveis do colmo os espectros foram obtidos a 25°C em
espectrometro Bruker AVANCE operando a 400 MHz na frequéncia do hidrogénio.
Cada espectro de RMN-'H consistiu-se em 128 pulsos (10 min e 26 s) com tempo de
aquisicao de 5 s, largura do pulso de 90° = 9,75 ps, atraso (delay) de relaxamento
(RD) de 2 segundos. Foi utilizada a técnica de supresséao do sinal da 4gua para reduzir
a razdo sinal ruido. Os decaimentos livres de inducdo (FID) passaram por
transformadas de Fourier com um line broadening (LB) = 0,3 Hz. O espectro de J-
resolvido foi adquirido com 32 pulsos por 128 incrementos em 8K pontos de dados,
com comprimento espectral de 5,208 KHz e 60 Hz em acoplamento spin-spin com RD
=1,5s. O espectro COSY H-'H foi obtido com 32 pulsos por 512 incrementos em 2K
pontos de dados, com comprimento espectral de 5,208 KHz em ambas as dimensdes
com RD = 1,5s. Os espectros HMBC H-13C e HSQC !H-13C foram adquiridos com 64
pulsos por 512 incrementos em 4K pontos de dados, com comprimento espectral de
5,208 KHz para o 'H e 22,149 KHz para o 13C com RD = 1,5s. Os espectros resultantes
foram calibrados com o TSP como padréo interno em 0,0 ppm, usando o programa
TopSpin RMN (versdo 2.1, Bruker). Os espectros de RMN-'H otimizados foram
reduzidos (6 0,3-10,0 ppm) e divididos em regides de largura (bucket = 0,0004 ppm),
normalizados e alinhados através do programa MATLAB verséo 2014a. Para os dois
casos (folhas e colmo) as regides de & 4,7-5,0 e 3,24-3,33 & foram excluidas da

analise por causa dos sinais residuais de agua e de metanol.

6.12 Analises estatisticas

Para a analise estatistica dos COVs das folhas da cana-de-acucar foi utilizado
delineamento inteiramente casualizado. Apos a identificacdo utilizou-se as areas dos

compostos pra a realizacdo de analise de variancia multivariada (MANOVA) com
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intuito de se avaliar possiveis diferenca entre suas concentracdes relativas para 0s
diferentes acessos, para tal analise se utilizou o software JAMOVI (NAVARRO;
FOXCROFT, 2019), As médias das areas dos COVs identificados também foram
utilizados para realizar Anédlise de Componentes Principais (PCA) e Andlise de
agrupamento hierarquico (HCA) utilizando o software PAST statistical (HAMMER,;
HARPER; RYAN, 2001). Os boxplots foram feitos utilizando-se também as médias das
areas dos compostos identificados pela utilizacado da plataforma MetaboAnalyst 5.0.

Para elucidar diferencga significativa nos bioensaios com e sem chance de
escolha foram realizados os testes de qui-quadrado e o teste de Scott-knott
respectivamente com (P<0,05), utilizando o programa GENES (CRUZ, 2013).

As andlises estatisticas para os dados obtidos da analise por RMN dos extratos
do colmo efetuadas foram: PCA e OPLS-DA usando o software SIMCA-P (verséo
14.0, Umetrics, Umed, Suécia) com escalonamento baseado no método de Unica
variancia (UV). A identificacdo dos metabdlitos foi realizada com o auxilio do programa
Chenomx, andlise STOCSY (através do programa MATLAB), Plant Metabolome Data
Base (PMDB) e o Human Metabolome Data Base (HMDB).

Os espectros de RMN-1H otimizados foram reduzidos (6 0,3-10,0 ppm) e
divididos em regides de largura (bucket = 0,0005 ppm), normalizados e alinhados
através do programa MATLAB verséo 2014a. As regides de 6 4,7-5,0 ppm e 0 3,24-
3,33 ppm foram excluidas da analise por causa dos sinais residuais de agua e do
metanol. As andlises de componentes principais (PCA) e andlises discriminantes
ortogonal por minimos quadrados parciais (OPLS-DA) foram realizadas com o
emprego do software SIMCA-P (versdo 14.0, Umetrics, Umed, Suécia) com
escalonamento baseado no método de Unica variancia (UV). Andlise de variancia
(ANOVA) e o teste t pareado foram elaborados no programa excel e os boxplots foram
realizados através do programa R-studio.

Para os extratos das folhas efetuadas os espectros de RMN-1H otimizados
foram reduzidos (6 0,3-10,0 ppm) e divididos em regides de largura (bucket = 0,0005
ppm), normalizados e alinhados através do programa R. As regides de 6 4,7-5,0 ppm
e 0 3,24- 3,33 ppm foram excluidas da andlise por causa dos sinais residuais de agua
e do metanol. As analises de componentes principais (PCA) e analises discriminantes
ortogonal por minimos quadrados parciais (OPLS-DA) foram realizadas com o
emprego do software SIMCA-P (versdo 14.0, Umetrics, Umed, Suécia) com

escalonamento baseado no método de Unica variancia (UV). Analise de variancia
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(ANOVA) o teste t pareado foram elaborados e os boxplots foram obtidos através da

plataforma MetaboAnalyst 5.0.
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7 RESULTADOS E DISCUCAO

7.1 Bioensaio de antibiose

No bioensaio de antibiose foi avaliado a influéncia do material genético do
complexo Saccharum sobre interagdo planta-inseto entre lagartas de D.
saccharalis e diferentes acessos de cana-de-acucar pertencentes ao BAG da
EMBRAPA, a fim de identificar um possivel efeito na defesa da planta contra o
ataque desse inseto herbivoro.

Inicialmente o bioensaio foi efetuado com lagartas no terceiro instar, as
quais permaneceram confinadas durante quinze dias. Foram realizados os
bioensaios com cinco genétipos do BAG do complexo Saccharum. Ao final do
periodo de testes efetuou-se andlise estatistica a fim de observar se havia
diferenca significativa no ganho de peso das lagartas.

Quando analisadas as médias de ganho de peso, observou-se que nao
ocorreram diferencas significativas para as médias percentuais de ganho de
peso (Figura 14).

Figura 14-Ganho de peso médio de D. saccharalis submetidas a
bioensaio sem chance de escolha com diferentes acessos do complexo

saccharum durante quinze dias.
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As avaliacOes efetuadas no bioensaio sem chance escolha mostraram
gue nado houve diferenca significativa no ao ganho de peso das lagartas de D.
saccharalis em relacéo ao peso inicial, guando estas se alimentaram de plantas
dos diferentes acessos.

Do mesmo modo que aos quinze dias, aos dez dias de bioensaio do foram
usadas lagartas no terceiro instar, as quais permaneceram confinadas nas
plantas durante todo o periodo de avaliacdo (Figura 15). Os bioensaios foram
realizados com seis genotipos do BAG do complexo Saccharum. Ao final do
periodo de testes efetuou-se andlise estatistica a fim de observar se havia
diferenca significativa no ganho de peso das lagartas.

Quando analisadas as médias de ganho de peso, observou-se também
que os testes estatisticos aplicados ndo demonstraram diferenca estatistica
significativa.

Figura 15-Porcentagem de ganho de peso de D. saccharalis submetidas a

bioensaio sem chance de escolha com diferentes acessos do complexo

saccharum durante dez dias.
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Finalmente efetuou-se o0 bioensaio com cinco dias de avali¢ao.

Inicialmente o bioensaio foi efetuado com lagartas no terceiro instar, as quais
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permaneceram confinadas durante o periodo estipulado. Foram realizados os
bioensaios com cinco genoétipos do BAG do complexo Saccharum. Ao final do
periodo de testes efetuou-se andlise estatistica a fim de observar se havia
diferenca significativa no ganho de peso das em relacdo ao peso inicial das
lagartas.

Quando analisadas as médias de ganho de peso (Figura 16), observa-se
que do mesmo modo que nas avaliacbes anteriores os testes aplicados néo
demonstraram diferenca estatistica significativa.

Figura 16-Porcentagem de ganho de peso de D. saccharalis submetidas a

bioensaio sem chance de escolha com diferentes acessos do complexo

saccharum durante cinco dias.
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Quando foram usados os periodos de avaliacdes de cinco e quinze dias
ocorreram diversos eventos de fugas de D.sacharalis do confinamento das
gaiolas. Além disso, algumas mortes também foram observadas nesses
periodos de avaliacdo. Por outro lado, o periodo de avaliacdo de dez dias foi
aguele no qual se observou o menor nimero de eventos de morte e fugas de D.
saccharalis devido ao confinamento usado no bioenssaio. Desse modo,

consideramos que a seguranca para obtencdo de resultados mais satisfatérios
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em um novo bioensaio, utilizando todos os acessos disponiveis, seria maior
usando o intervalo de tempo de dez dias para as avaliagcdes.

Apos estabelecimento do periodo dez dias como o ideal para o bioensaio
foram entdo usados todos os doze acessos disponiveis para a realizagdo do
bioensaio sem chance de escolha (Figura 17).

Figura 17-Ganho de peso médio de D. saccharalis em bioensaio sem

chance escolha com acessos do complexo saccharum (periodo de avaliacdo de

dez dias). Teste Scott-Knot (comparacdes a 5%)
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Letras iguais = médias ndo apresentam diferenga significativa;
Letras diferentes = médias apresentam diferenca significativa.

A figura s6 mostra o resultado para nove dos doze acessos avaliados no
bioensaio de modo que os trés acessos que ficaram de fora da avaliacdo
estatistica proporcionaram eventos de fuga e morte para a D. saccharalis e isso
fez com que esses acessos nao fossem considerados para a andlise estatistica.
Além disso, o fato do acesso 1373 414, dentre os trés excluidos da analise
estatistica, ter proporcionado o maior numero de fugas e mortes para D.
sacchalis foi usado como critério para a escolha desse acesso para as analises
de antixenose, de COVs e metabolomica.

Os outros trés acessos escolhidos para participarem das analises

posteriores junto com o acesso 1J76 414 foram SP79 1011 (padrdo de



74

susceptibilidade) 1176 361 o acesso que proporcionou 0 ganho de peso a D.
saccharalis significativamente maior do que aquele dado por SP79 1011 e US72
1319, acesso que proporcionou o ganho de peso da D. saccharalis
estatiticamente igual aquele dado por SP79 1011, destacados na cor preta na
figura 17.

Diferentes culturas agricolas apresentam resisténcia do tipo antibiose (DE
CASTRO et al., 2015). como soja (Bentivenha et al., 2018). trigo (Cao et al.,
2015)

eucalipto (HOLTZ et al., 2010), tomate (DE OLIVEIRA et al., 2018), couve
(CANASSA et al., 2021) arroz (HAIDER et al., 2021), feijdo (JUNIOR et al., 2021).
maracuja (DA SILVA et al., 2020), grao-de-bico (GOLLA et al., 2018), milho
(BUENO et al, 2021). Em um avaliacdo da resisténcia de cultivares
convencionais de milho a Spodoptera frugiperda (DE MORAES et al., 2018)
demonstraram que algumas dessas cultivares apresentam antibiose a S.
frugiperda.

No presente trabalho o acesso 1376 361 causou o0 menor ganho de peso
nas lagartas D. saccharalis e menor preferéncia quando comparado com SP79
1011 indicando resisténcia do tipo antibiose e antixenose a broca da cana-de-
acucar. Estes resultados sdo semelhantes ao encontrados por (BUENO et al.,
2021) com genotipos de trigo que demostrararam resisténcia do tipo antibiose e
atixenose contra Dichelops. melacanthus. Corroborando com os resultados do
presente trabalho em cana-de-acucar testes de antibiose revelaram que o0s
parametros da historia de vida, como a duracdo do periodo reprodutivo e a
fecundidade de espécies de afideos, foram afetados negativamente por algumas
cultivares (AKBAR et al., 2010). Plantas de cana-de-acucar também afetaram o
desenvolvimento, a sobrevivéncia, o ganho de peso de D. saccharalis (TOMAZ
et al., 2018). O estudo realizado por (WHITE et al., 2011) demonstrou que dois
clones de cana-de-acucar usados em seu estudo causaram baixos valores de
emergéncia de adultos e baixos pesos larvais para a praga Diatraea saccharalis
(F.). Assim os autores sugeriram que 0s clones apresentavam resisténcias do
tipo antibiose como mecanismo de resisténcia D. saccharalis. (Dinardo-Miranda
et al., 2012) trabalharam com diferentes cultivares de cana-de-aglcar
objetivando avaliar o efeito de dez cultivares no desenvolvimento larval de

Diatraea saccharalis. Esses autores observaram que algumas da cultivares
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avaliadas foram mais desfavoraveis para entrada e desenvolvimento de larvas
apresentando resisténcia a praga. (AKBAR et al.,, 2010) ao trabalhar com
diferentes cultivares de cana-de-acucar demonstraram que o0s pulgdes
Melanaphis sacchari (Zehntner), e Sipha flava (Forbes) (Hemiptera: Aphididae)
tiveram duracao do periodo reprodutivo e a fecundidade afetadas negativamente
guando se alimentaram com duas das cultivares avaliadas. (TOMAZ et al., 2018)
avaliaram o desenvolvimento, a sobrevivéncia, o ganho de peso de D.
saccharalis submetidas a alimentacdo com variedades de cana-de-agUcar e
constataram que esse inseto teve esses parametros afetados negativamente por
algumas das variedades analisadas.

Os diferentes acessos avaliados no presente estudo apresentaram
variabilidade com relacdo a influéncia no ganho de peso de D. saccharalis tais
resultados podem estar relacionados ao fato de alguns acessos apresentarem
resisténcia do tipo antibiose e outros ndo, como observado em alguns casos
relatados anteriormente como os de (GOLLA et al., 2018) que estudaram os
mecanismos de resisténcia do tipo antibiose em diferentes épocas de cultivo em
diferentes acessos do grédo-de-bico (cultivados e selvagens), pela avaliacédo
sobrevivéncia e os pesos das larvas de Helicoverpa armigera e demonstraram
gue os parentes selvagens dessa planta exibiram altos niveis de antibiose.

Contratando com os resultados do presente trabalho (AGUIRRE et al.,
2013) mostraram que algumas plantas de Brachiaria spp, nao apresentaram
resisténcia do tipo antibiose em adultos de cigarrinhas que se alimentam de
folhagem. Para o sorgo sacarino, (BARCELOS et al., 2018) a partir dos
resultados de seu trabalho observaram que as plantas ndo apresentaram
antibiose contra D. saccharalis e ndo recomendam utilizar as cultivares avaliadas
em um sistema de producéo de gréos.

No presente estudo utilizou-se como inseto modelo a D. saccharalis, um
inseto da ordem Lepidoptera, e procurou-se avaliar o ganho de peso percentual
desse inseto alimentado com diferentes acessos de cana-de-agucar. A partir da
figura 17 observa-se que o acesso 1J76 361 proporcionou menor ganho de peso
para D saccharalis quando comparado ao ganho de peso obtido pela D.
saccharalis alimentada com SP79 1011. Provavelmente este resultado se deve
ao fato do acesso 1J76 361 apresentar resisténcia do tipo antibiose contra essa

praga. Resultados semelhantes aos apresentados no presente estudo
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demostraram que a cultura da cana-de-acuUcar, alguns trabalhos tem
demonstrado resisténcia antibidtica contra pragas da ordem Lepidoptera
(BERNAL; SETAMOU, 2003) inclusive contra a Diatraea saccharalis (WHITE et
al., 2011). Em plantas de milho a lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda
(Lepidoptera: Noctuidae) teve sua a biologia afetada (SILVA et al., 2016). Em
trabalho com genotipos de Brassica oleracea var. acephala (SANTOLAMAZZA-
CARBONE et al., 2016) mostraram que Mamestra brassicae (Lepidoptera,
Noctuidae) Pieris rapae (Lepidoptera, Pieridae), foram afetados devido a
antibiose.

Outros trabalhos demostraram resultados que sdo contrastantes com 0s
do presente estudo. Para o sorgo sacarino, por exemplo, (BARCELOS et al.,
2018) observaram que a Diatraea saccharalis (F.) (Lepidoptera: Crambidae),
apesar completou seu desenvolvimento em todas as cultivares por eles
avaliadas. Trabalhando com planta de gréo de bico (Cicer arietinum) (GOLLA et
al.,, 2018) mostraram que Helicoverpa armigera (Hubner) (Lepidoptera:
Noctuidae) teve sua sobrevivéncia afetada negativamente devido a antibiose das

plantas.

7.2 Bioensaio de antixenose

No bioensaio de antixenose avaliamos a preferencia da D. saccharalis A
diferentes acessos de cana-de-acucar. Foram feitas analises pareadas utilizando
como padréo o acesso SP79 1011. Os pares avaliados individualmente sendo
compostos pelos acessos : SP 791011 x 1J 76414 ; SP 791011 x US 721319 e
SP 791011 x 1J 76 361 (Figura 18).

Figura 18-Avaliacdo da preferéncia da Diatraea saccharalis entre acesos
em estudo. Pares avaliados: SP 791011 x |1J 76414; SP 791011 x US 721319 e SP
791011 x IJ 76 361. Teste X*>= 4,0; P < 0,05, Teste X?=1,0; P > 0,05 Teste X?>= 4,0;
P < 0,05
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Nesse bioensao foi observado variabilidade com relacéo a preferéncia de
D. Saccharalis pelos diferentes acessos trabalhados e em algumas das
comparacdes avaliadas ocorreram diferenca significativa com relacéo
preferéncia das lagartas.

A partir da figura 18 percebe-se que a D. saccharalis foi significativamente
mais atraida pelo acesso SP79 1011 (padrao de susceptibilidade) quando esse
foi comparado ao acesso 1J76 361. Para a comparacédo entre SP79 1011 e US72
1319 nédo ocorreu diferenga significativa. Diferenca significativa também foi
observada na preferéncia de D. saccharalis pelo acesso 1J76 414 em
comparagao com SP79 1011.

Diversas culturas apresentam a antixenose como um mecanismo de
resisténcia (CANASSA et al.,, 2017). Em culturas como Zhang et al., (2015)
observaram que plantas de Caragana brachypoda demonstraram repeléncia ao
herbivoro Chlorophorus caragana. Milho (Bueno et al., 2021), tomate (de Oliveira
et al., 2018), cana-de-acucar (FARTEK et al., 2012) ja demonstraram resisténcia
do tipo antixenose. (BUENO et al., 2021) avaliaram a existéncia de resisténcia
do tipo antixenose em plantas de milho contra Dichelops melacanthus e
demonstraram que 3 dos 16 genotipos foram menos preferidos por D.

melacanthus em relacdo aos demais gendtipos de milho. Le Roux et al., (2014)
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caracterizaram a resistencia batatas selvagens e determinaram que essa cultura
apresenta resisténcia do tipo antixenose com o0s pulgbes De acordo com
(BALDIN; BENEDUZZI, 2010) variedades de abobora diferiram
significativamente em sua atratividade para adultos de Bemisia tabaci. Ja
(CANASSA et al., 2017) mostraram que acessos de soja de maturacgéo tardia
foram menos atraentes para percevejos.

No presente trabalho quatro acessos de cana-de-acucar foram avaliados
com o intuito de se determinar possiveis fontes de resisténcia do tipo antixenose
contra a broca da cana Diatraea saccharalis. Quando se comparou 0S acessos
SP79 1011 (padrdo de susceptibilidade) com o acesso 1J76 361 percebeu-se
gue a D. saccharalis foi significativamente mais atraida pelo acesso SP79 1011
(padrdo de susceptibilidade). De modo contrario, quando se comparaou 0S
acessos SP 79 1011 e US 76414 foi possivel observar que a D. saccharalis
preferiu em média o0 acesso US 76414.

Corroborando com os resultados do presente trabalho, com relacdo a
comparacao entre 1376 361 e SP79 1011 em um estudo com duas cultivares de
cana-de-agucar sendo uma resistente e outra susceptivel (FARTEK et al., 2012)
verificaram que a cultivar resistente apresentou caracteristicas antixenoticas
contra Melanaphis sacchari em ensaios de campo e de laboratério.

A D. saccharalis é uma praga da rodem Lepidoptera e o intuito do presente
trabalho foi verificar possiveis fontes de resisténcias a essa praga. Desse modo,
reforcando ainda mais os achado do presente trabalho, com relagdo a pragas
dessa ordem, a resisténcia do tipo antixenose também foi observada em
cultivares de cana-de-acgUcar contra a broca-do-caule, Chilo sacchariphagus
(Bojer) (Lepidoptera: Pyralidae) (NIBOUCHE; TIBERE, 2010). Entre dez
cultivares de cana-de-acUcar avaliadas (Dinardo-Miranda et al., 2012)
observaram que ao menos duas destas foram as menos preferidas por D.
saccharalis. Os resultados de (Sturza et al., 2020) mostraram que cana-de-
acucar apresenta antixenose contra a oviposicado de D. saccharalis (Fabricius)
(Lepidoptera: Crambidae).

Com relagdo a comparagao entre 1J76 414 e SP79 1011, alguns
resultados da literatura, ainda que para outras culturas que ndo a cana-de-
acucar, apresentaram resultados semelhantes. O trabalho de (SILVA et al.,

2014), por exemplo, demonstrou que para alguns dos acessos de soja néo
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houve diferencas na atratividade, porém, outros acessos foram menos atrativos
para adultos de Piezodorus guildinii quando comparados ao padrdo (Coodetec
208). Ao trabalhar diferentes cultivares de tomateiro e uma espécie de tomateiro
selvagem (PROFFIT et al.,, 2011) observaram que Tuta absoluta (Meyrick)
(Lepidoptera, Gelechiidae) preferiram as cultivares em relacdo a espécie
selvagem. de Oliveira et al., (2018) observaram que plantas selvagens de tomate
apresentam variacdes e foram menos preferidas do que plantas cultivadas.

O acesso |J 76414 foi avaliado no bioensaio de antibiose e uma vez que
esse acesso causou eventos de fuga e morte a D. saccharalis os dados obtidos
nao entraram na analise estatistica. Como esses eventos poderiam estar
ocorrendo por conta de algum traco de resisténcia esse acesso foi entédo
escolhido para participar das avaliagdes para resisténcia do tipo antixenose, para
andlise de metabalitos volateis e de metabdlitos sollveis.

A partir do bioensaio de antixenose do presente trabalho percebeu-se que
D. saccharalis demonstrou maior preferéncia por 1J 76414 em comparacao com
SP79 1011. A mistura de COVs emitida por 1J 76414 continha apenas 1-
Docosanol e Decanal e pelo menos um desses COVs demonstrou ser atrativo
para alguns insetos praga (BENGTSSON et al., 2006; KNUDSEN; NORLI;
TASIN, 2017) poderia estar influenciando o comportamento de D. saccharalis
observado nesse bioensaio.

A comparacao entre US72 1319, no presente trabalho, mostrou que n&o
houve diferenca significativa com relacéo a preferéncia de D. saccharalis para
nenhum dos dois acessos. Trabalhos anteriores mostraram tendéncias
semelhantes a essas. Por exemplo, ao avaliar a resisténcia de seis cultivares
comerciais de batata contra pulgdo verde do pessegueiro (Myzus persicae
Sulzer) (MOTTAGHINIA et al.,, 2011) observaram que no experimento de
antixenose ndo ocorreu nenhuma diferenca significativa na preferéncia do afideo
pelas cultivares analisadas. Com base em um indice de atratividade (SILVA et
al., 2014) mostraram que os acessos IAC 17 e IAC 23 foram classificados como
neutros, com taxas de atratividade a para Piezodorus guildinii (Westwood)
(Hemiptera: Pentatomidae) semelhantes as do padrdo. Mottaghinia et al., (2011)
observaram que no experimento de antixenose nédo ocorreu henhuma diferenca

significativa na preferéncia do afideo pelas cultivares analisadas.
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As plantas podem apresentar resisténcia do tipo antixenose devido a
presenca de fatores morfoldgicos e / ou compostos quimicos (BOUAGGA et al.,
2018). Para os resultados do presente trabalho diferencas quantitativas e
qualitativas mostrada nas misturas de COVs, que continha alcanos, GLV, e
terpenos, emitidas pelo acessos do presente trabalho poderiam explicar a
atracdo diferencial de D. saccharalis mediada por essas plantas como também
foi observado no trabalho realizado por (BIRKETT et al., 2006) no qual foi
demonstrado que a mistura de COVs emita por plantas milho, sorgo, e dois
capins selvagens, Pennisetum purpureum e Tamba Hyparrhenia (Steud.) Stapf)
podiam influenciar o comportamento de Busseola fusca. Além disso, atratividade
de inimigos naturais é afetada devido a antixenose de plantas. Ou na mistura de
COVs liberada por plantas de pimentdo atacadas por Nesidiocoris tenuis
(Reuter), Macrolophus pygmaeus (Rambur) que atraiu a mosca-branca
parasitéide Encarsia formosa (BOUAGGA et al., 2018). Assim provavelmente a
mistura de COVs emitida pelos acessos esteja influenciando o comportamento
de D. saccharalis no entanto, para confirmar essas hipoteses, novos estudos

devem ser realizados.

7.3 Perfis de COVs dos acessos do tratamento controle

Analisamos diferentes acessos do BAG da EMBRAPA com o intuito de
tentar identificar diferencas na emissdo de possiveis COVs biomarcadores de
resisténcia na cultura da cana-de-acucar. Realizamos analise de componentes
volateis em um grupo composto de quatro acessos apenas para o tratamento
controle. O grupo era composto pelos acessos SP 79 1011 (padrdo de
suceptibilidade), susceptivel ao ataque de D. saccharalis, US 721319, |J 76414
e 1J 76361. O periodo de extracdo dos COVs foi de 48 horas, esse tempo foi
escolhido, pois observamos que em tal periodo as plantas eram capazes de
liberar compostos em maiores quantidades e diversidade.

Diferentes classes quimicas de metabdlitos compunham a mistura de
COVs liberada pelas plantas e posteriormente analisada. Essas classes eram
alcanos (de cadeia linear e ramificados), aldeidos, alcoois, entre outras classes

de compostos. Além disso, 0s acessos apresentaram perfis cromatograficos
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distintos, variando tanto em namero como e identidade de COVs emitidos. O
acesso |J 76361 emitiu o0 maior numero de COVs, sendo 9 no total seguido pelo
acesso SP 79 1011 que emitiu 7 COVs. Em contraste a esses numeros 0s
acessos US 721319 e |1J 76414 emitiram apenas 2 COVs cada como mostrado
na tabela 2.

Tabela 2-Composto organicos voléateis identificados na mistura emitida

pelos quatro acessos do tratamento controle

Tempos de Retencéo

Compostos (IR) SP UsS 1J 1J
791011 721319 76414 76361
1 D-Limoneno 1011 13.575 0,00 0,00 0,00
2 Nonanal 1068 14.959 14.938 0,00 14.933
3 Decanal 1162 17.07 17.041 17.077 17.039
Tetradecano 1356 20.935 0,00 0,00 20.908
Pentadecano 1446 22.553 0,00 0,00 0,00
1,1'-oxybis-octano 1589 24.93 0,00 0,00 24.901
7 3,7,11,15-Tetrametil-2- 1791 27.972 0,00 0,00 0,00
hexadecen-1-ol
8 1-Docosanol 1959 0,00 0,00 30.289 0,00
9 2-etil-1-Hexanol 1003 0,00 0,00 0,00 13.38
10 Y-Cadineno 1460 0,00 0,00 0,00 22.795
11 a-Cadineno 1481 0,00 0,00 0,00 23.153
12 Docosano 1716 0,00 0,00 0,00 26.887

Os COVs foram identificados com base no espectro de fragmentagdo e comparacéo de indice de retencéo

linear. O tempo de retengéo igual zero significa auséncia do COV na mistura emitida pelo acesso.
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Entre estes COVs estavam alcanos, aldeidos, alcoois e terpenos, classes
guimicas anteriormente citadas como parte da mistura de volateis emitida por
plantas saudaveis e/ou que sofreram algum tipo de estresse de origem biotica
ou abidtica. Em plantas de sorgo, por exemplo, diferentes COVs foram
identificados a partir da mistura volatil emitida tanta em plantas intactas quanto
em plantas infestadas por Melanaphis sacchari (PARK et al., 2020). Os COVs
podem ser usados no controle biolégico de pragas (TURLINGS; ERB, 2018) e
como pistas quimicas esses compostos podem ser usados por diversos
predadores/parasitdides de pragas e esses inimigos naturais usam os COVs
para a identificacdo de plantas infestadas, Em cana-de-acgucar, por exemplo,
nematoides utilizam os COVs emitidos pelas raizes de plantas infestadas por
Mahanarva fimbriolata como pistas (TONELLI et al., 2016). Em outro caso o
parasitoide larval Cotesia flavipes Cameron (Hymenoptera: Braconidae)
utilizaram os volateis emitidos por plantas de cana-de-acucar infestadas por D.
saccharalis como guia para identificar plantas atacadas por esses herbivoro e
utiliza-lo para sua reproducdo, atuando no controle natural (TONELLI et al.,
2016).

COVs sao metabdlitos emitidos constitutivamente (DEGENHARDT et al.,
2010) em diversidade e quantidades diferentes podendo atuar na defesa de
plantas contra uma série de estresses de ordem bidtica e abibtica. Esses
compostos sao liberados em grandes quantidades por meio de trocas gasosas
e medeiam as interacOes tritroficas entre plantas, insetos herbivoros e seus
predadores/parasitoides (TURLINGS; ERB, 2018). A atracdo causada por COVs
sobre predadores/parasitéides foi demonstrada em cana de acUcar, infestada
por D. saccharalis, que ao emitir o E-cariofileno atraiu Cotesi flavips inimigo
natural dessa praga (RIFFEL et al., 2021). A interacao entre diferentes partes de
uma planta atacada e a comunicacdo entre plantas vizinhas também séo
mediadas por esses COVs (BALDWIN, 2010).

Os COVs identificados no presente trabalho foram classificados em
diferentes grupos tais como, alcanos, aldeidos e alcoois volateis de folhas verdes
envolvendo a via de biossintese de acidos graxos/ lipoxigenase, terpenos (via

isoprendide) e MeSA (via do acido chiquimico).
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7.4 Anédlise de componentes principais com base nas areas dos COVs

Com o intuito de observar agrupamentos naturais entre 0S acessos
formados a partir das misturas de COVs, dados de areas dos volateis emitidos
pelos quatro acessos do tratamento controle foram submetidos a uma PCA. A
analise de componentes principais € principalmente usada quando o intuito da
analise € observar agrupamentos intrinsecos de amostras, usando para isso, a
projecdo dos dados originais multidimensionais em diferentes componentes
principais (PCs), dadas pela combinacao linear entre as variaveis do conjunto de
dados e seus autovalores (GRANATO et al., 2018).

A analise de PCA explicou 92,37% da variacao total da emissédo de COVs
entre os acessos do presente estudo, sugerindo que cada tipo de acesso emite
diferentes misturas de COV. A andlise do grafico de escores (Figura 19) revela
separacao entre as amostras devido a formacéo de agrupamentos oriundos dos
diferentes perfis de COVs emitidos pelos quatro acessos. Com base nessas
observacdes os acessos foram divididos trés grupos distintos. O acesso IJ 76361
compde o primeiro dos trés grupos, o acesso SP79 1011 compdes o segundo
grupo e os acessos US 1319 e IJ 76 414 compdem o terceiro grupo. O primeiro
componente, explica 56,50% da variancia, separando principalmente o primeiro
grupo formado acesso 1J 76361 (circulo azul) dos outros dois grupos de acessos.

O segundo componente explica 35,87 % da variacao e é responsavel por
demonstrar a separacdo entre o grupo formados pelos acessos SP79 1011
(circulo vermelho) do grupo formado pelos acessos US 1319 e IJ 76 414 (circulo
verde).

A andlise do grafico de loading plot (cargas) revelou quais sao 0s
compostos responsaveis pela separacdo entre as amostras (Figura 120). Os
compostos mais relevantes para o primeiro componente (PC1) foram os COVs
alfa-cadineno, gama-cadineno, docosano e 2-etil-1-exanol contribuindo para a
formacdo do grupo composto pelo acesso 1J76 361. Além desses, o0
monoterpeno limoneno, os aldeidos nonanal e decanal, os alcanos tetradecano
e penatadecano, 3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol e 1,1-oxybis-octano
também foram relevantes para o primeiro componente (PC1) todos contribuindo
para a formacdo do grupo composto pelo acesso SP79 1011. Ainda para o
primeiro componente o 1-docosanol foi 0 COV responsavel pelo agrupamento
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entre 0s acessos 1319 e 1J76 414. Todos esses COVs foram responsaveis pelos
agrupamentos, observado em PC1, que separaram os acessos SP79 1011 e
IJ76 361, grupos 1 e 2 respectivamente (porcéo positiva do eixo X), do grupo
formado pelos acessos US72 1319 e 1376 414, grupo 3 (por¢cao negativa do eixo
X) (Figura 20).

No segundo componente (PC2) foi possivel observar separacdo entre o
acesso 1J76 361 e SP79 1011 (grupos 1 e 2 respectivamente). Os COVs alfa-
cadineno, gama-cadineno, docosano, 1,1-oxybis-octano e 2-etil-1-exanol
contribuiram para a formacéo do grupo composto pelo acesso 1376 361 (por¢éo
positiva dos eixos Y). Ja os COVs limoneno, os aldeidos nonanal e decanal, os
alcanos tetradecano e penatadecano e além desses os COVs 3,7,11,15-
Tetrametil-2-hexadecen-1-ol e 1,1-oxybis-octano contribuiram para a formacao
do grupo composto pelo acesso SP79 1011 (porcao negativo do eixo Y) (Figura
20).

7.5 Andlise de agrupamento hierarquico

Analise de Agrupamento Hierarquico (HCA) é um método de agrupamento
que explora a organizagcdo de amostras em grupos e entre grupos que
representam uma hierarquia. O resultado do HCA é geralmente apresentado em
um dendrograma, um grafico que mostra a organizacdo das amostras e suas
relacbes em forma de arvore (GRANATO et al., 2018).

Como complemento para os resultados obtidos pela PCA um
dendrograma HCA foi produzido pelo método Ward utilizando como medida de
dissimilaridade a distancia Euclidiana (Figura 21) a partir da média das areas dos
COVs emitidos pelos quatro acessos de cana-de-acucar, mostrados na Tabela
1. Os resultados mostrados por esse grafico confirmam a formacao de trés
grupos de acessos separando 0s quatro acessos em trés diferentes grupos. O
grupo 1 foi formado pelos acessos SP79 1011 9 (circulo vermelho), o grupo 2
pelo acesso 1J76 361 (circulo azul) e o grupo 3 formado pelos acessos US72
1319 e 1376 414 (circulo verde).



Figura 19-Grafico de scores das amostras obtido por PCA, mostrando agrupamento dos acessos do tratamento controle,

o qual levou a formacao de quatro grupos. Grupo 1 (circulo vermelho); Grupo 2 (circulo verde); Grupo 3 (circulo azul)
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Figura 21-Dendrograma mostrando o agrupamento de quatro acessos de cana-de-agUcar de acordo com as areas dos 87
COVs no tratamento controle.
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Os resultados do presente trabalho para a analise de componentes principais
(PCA) baseada em COVs emitidos constitutivamente por diferentes acessos de cana-
de-acUcar do tratamento controle demonstram uma clara separa¢ao entre 0S acessos
trabalhados. A partir dessa analise ao menos trés grupos foram formados sendo um
deles composto por dois dos quatro acessos. O grupo 1 era composto pelo acesso
SP79 1011, o grupo 2 pelo acesso 1J760361 e o grupo 3 pelos acessos 1J76 414 e
US72 13109.

A mistura de COVs emitido por plantas de cana-de-agucar ja havia sido usada
para a distincdo entre plantas intactas e sob infestacdo em trabalho realizado por
(PENAFLOR et al., 2017). Silva et al., (2021) foram capazes de diferenciar entre seis
variedades de cana-de-acUcar a partir da andlise de volateis oriundos do caldo
extraido o colmo dessas plantas.

Para outras culturas resultados semelhantes aos do presente trabalho també
foram observados. RIBEIRO (2020) ao trabalhar com plantas de mandioca (Manihot
esculenta) foi capaz de distinguir entre variedades a partir da mistura de volateis
emitidas por aquelas plantas. Esses autores mostraram distingéo entre as variedades
tanto para plantas intactas quanto para infestadas. Ao composi¢des de volateis de
aroma de 13 variedades de tangerina (GOLDENBERG et al., 2016), usando analise
de agrupamento hierarquico e PCA, foram capazes de distinguir entre variedades e
argumentaram que tais diferencas ocorriam devido aos niveis diferentes de limoneno
e outros terpenos.

Contrastando com os resultados do presente trabalho Jacob et al., (2021)
trabalharam com diferentes acessos de cana-de-acUcar de Eriantus arundinaceus
com o intuito de verificar diferencas entre esses acessos com base nas suas misturas
de volateis. Além disso, esses autores ainda verificaram quais desses COVs eram
capazes de provocar resposta olfativas e comportamentais de Chilo sacchariphagus
(Bojer) (Lepidoptera: Crambidae). Como resultado desse trabalho os autores
mostraram que os COVs dos acessos nao eram suficientes para discriminar entre os
acessos de E. arundinaceus e cana-de-agucar, contrastando com nossos resultados.
Por outro lado, nesse mesmo trabalho os autores mostraram que foi possivel
discriminar entre os acessos de E. arundinaceus com base nas suas misturas de
COVs.
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No presente trabalho encontramos diferentes COVs na mistura emitida pelos
acessos e esses compostos pertenciam a diferentes classes organicas tais como:
hidrocarbonetos de cadeia linear, aldeidos, alcoois terpenos. Diferentes classes de
compostos organicos volateis podem ocorrer na mistura de COVs emitida
constitutivamente por um determinada cultura (LEPPIK; TAMMARU; FREROT, 2014).
Além disso, mistura de COVs de plantas ndo danificadas pode variar de acordo com
0 genodtipo das plantas e os insetos podem usar esses COVs para distinguir os
hospedeiros mais adequados (PROFFIT et al., 2011).

Hidrocarbonetos foram encontrados em diferentes culturas (SCHRODER et al.,
2015) como em tomate (NASELLI et al., 2017), em volateis de maca, (BENGTSSON
et al., 2001), em folhas de mandioca (RIBEIRO, 2015) trigo (WADOOD et al., 2020).

Estes COVs também séo encontrados em raizes de plantas (LAWO et al., 2011).

Alcanos

No presente trabalho foram encontrados os alcanos tetradecano, pentadecano
e docosano. O trabalho de (YANG, DONG, et al., 2019) demonstrou que alcanos de
cadeia linear foram emitidos por plantas intactas de Rosa chinensis Jacq.

O pentadecano foi emitido em maior concentracdo em plantas de batata (batata
Ipomoea) infestada por larvas de Spodoptera litura quando comparadas a plantas
intactas (Meents et al., 2019). Ao trabalhar com plantas de cinco espécies de
Caragana (Zhang et al., 2015) verificaram que o pentadecano foi um dos n-alcanos
emitidos por duas das espécies de caragana. Nesse trabalho a atratividade das
plantas para Chlorophorus caragana foi verificada com olfatometro de tubo em Y por
e 0s autores observaram gque em duas das cinco espécies, Caragana brachypoda e
Caragana ordosica. o herbivoro Ch. caragana foi repelido preferindo ar filtrado. Os
autores mostraram ainda que um dos componentes responsaveis por essa repeléncia
era o pentadecano (Zhang et al., 2015).

Docosano pode ser encontrado em Rosa hybrida L. (Aradjo et al., 2020), nas
folhas do tomateiro (Solanum lycopersicum Mill.) (Fernandes et al., 2012), em
pimentdo (Capsicum annum) (Shivaramu et al., 2017). Pentadecano, tetradecano e
docosano assim como outros hidrocarbonetos de cadeia longa podem ser usados

como agentes de controle biolégico (kairomonios) para controle de pragas devido sua
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acado na atracao de inimigos naturais dessas pragas (MURALI-BASKARAN et al.,
2018).

Alcoois e Aldeidos

Nos resultados do presente trabalho foram encontrados o alcool 2-etil-1-exanol
e o aldeido nonanal, voléateis de folhas verdes além do decanal.

Os volateis de folhas verdes (GLV) sdo compostos j& foram encontrados em na
mistura volatil emitidas por plantas (SCHRODER et al., 2015). A biossintese desses
compostos pode ocorrer devido a ferimento mecéanico causados a plantas ou ataque
de herbivoros pela ativagdo da via da oxilipina. GLVs desencadeiam a expressao de
genes relacionados a defesa, maximizando as defesas indiretas das plantas além de
atrair inimigos naturais dos herbivoros (FURSTENBERG-HAGG; ZAGROBELNY;
BAK, 2013b).

Essa classe de COVs compreende os derivados de &cidos graxos poli-
insaturados (acidos linoleico e linolénico), dependem de acetil-CoA plastidial gerado
a partir de piruvato da glicolise, para que sejam convertidos, ao final da via, em
aldeidos e alcoois. Para a biossintese desses COVs o0s acidos graxos poli-insaturados
entram na via da lipoxigenase (LOX) sdo oxigenados estereoespecificamente
formando dois intermediarios o 9-hidroperoxi e 13-hidroperoxi e esses intermediarios,
por sua vez, sdo metabolizados por meio dos dois ramos da via das oxilipinas
composta de dois ramos distintos. Os acidos graxos poli-insaturados sofrem a acéo
de lipases e sao liberados no cloroplasto. Em uma etapa seguinte os acidos (linolénico
e linoléico), liberados devido a acao de lipases (ap0s estresse, por exemplo), tornam-
se substratos para enzimas C13 e C9-lipoxigenases (13-LOX). Essas enzimas
catalisam reacfes que levam a producao de 13-hidroxiperoxi e 9-hidroxiperoxi. Estes
compostos convertidos a uma série de outros composto. Devido a a¢do de aleno 6xido
sintase e aleno 6xido ciclase o 13-hidroxiperoxi pode ser convertido a acido jasmonico.
A acao da hidroperoxido-liase converte 13-hidroxiperoxilinolénico em aldeidos C6 e
C9. Os aldeidos produzidos por essa via posteriormente podem ser reduzidos a
alcoois por acdo da enzima alcool desidrogenases (ADH). O 9-hidroxiperoxilinolénico
e convertido em nonanal devido a acédo das enzimas .Esses aldeidos e alcoois C 6 /
C 9 saturados e insaturados sao conhecidos como volateis de folhas compostos que

podem ajudar na defesa das plantas contra organismos patogénicos insetos
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herbivoros, além de serem usados na comunicacéo entre planta (DUDAREVA et al.,
2013; GOSSET et al., 2009; UL HASSAN; ZAINAL; ISMAIL, 2015).

Nonanal e decanal eram integrantes da mistura volatil emitida por Caragana
brachypoda e Caragana ordosica reponsavel por repelir Chlorophorus caragana
brachypoda (ZHANG et al., 2015). Esses compostos foram também encontrados na
mistura de volateis emitida por plantas de fava (Vicia faba var. Nintoku Issun) intactas
e infestadas com Acyrthosiphon pisum e Aphis craccivora (TAKEMOTO;
TAKABAYASHI, 2015). O nonanal faz parte dos volateis de folhas verde (UL
HASSAN; ZAINAL; ISMAIL, 2015). De acordo com (GOSSET et al., 2009) esse COV
foi emitido por plantas de batata (Solanum tuberosum L. cv. Désirée) infestadas com
0 besouro da batata do Colorado (Leptinotarsa decemlineata Say), um herbivoro
mastigador, ou com o pulgdo verde do péssego ( Myzus persicaeSulzer) um inseto
sugador/perfurador. Nesse trabalho os autores argumentam que ocorreram variagdes
na concentracdo do nonanal emitido pelas plantas devido aos diferentes tratamentos.
As plantas infestadas com 0s besouros apresentaram a maior concentracdo desse
COV seguidas das plantas infestadas com os pulgdes. Além disso, corroborando com
0s resultados apresentados no presente estudo, esses mesmos autores mostraram
gue plantas intactas também emitiram o nonanal, porém, entre os diferentes tipos de
tratamentos usados (plantas intactas e com diferentes infestacfes) as plantas as
plantas intactas foram as que apresentaram a menor concentracdo desse composto
(GOSSET et al., 2009). O nonanal pode fazer parte de misturas volateis que atraem
parasitéides/predadores de herbivoros (YU et al., 2010). Em um trabalho com feijéo-
caupi, (Vigna unguiculata L.) (SOBHY; BRUCE; TURLINGS, 2018) mostraram que o
nonanal era integrante de uma mistura de COVs, emitida por essas plantas,
responsavel por atrair os parasitéides Cotesia marginiventris (Cresson), Microplitis
rufiventris (Kok.) (Hymenoptera: Braconidae). Nesse mesmo trabalho os autores
mostraram que uma série de outros compostos faziam parte da mistura atrativa para
0s parasitoides dentre os quais o decanal também estava presente (Sobhy et al.,
2018). Em experimentos usando olfatometros de tubo emY (YANG et al., 2016)
demonstraram que o nonanal foi individualmente atarativo para o parasitdide Cotesia
plutellae quando usado em uma m a concentragéo de 100 pL / mL. Esses autores
mostraram ainda que quando uma mistura que continha nonanal como um dos seus
constituintes era oferecida o parasitoide a atratividade era mis acentuada do que

guando era oferecodo qualquer composto individual (YANG et al., 2016).
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O 2-etil-1lexanol estava presente na mistura de COVs emitida por plantas de
arroz tratadas com silicio e infestadas por Cnaphalocrocis medinalis. Além disso, a
mistura de COVs emita por essas plantas foi mais atrativa para o parasitdide Trathala
flavoorbitalis e Microplitis mediator Haliday (LIU et al., 2017).

Terpenos

No presente trabalho os terpenos limoneno, Y-cadineno e a-cadineno também
foram encontrados na mistura de COVs emitida pelos acessos. Estes compostos sao
monoterpenos formados pela unido de duas unidades de isoprenos Cs, formando
compostos com dez unidades de carbono (DUDAREVA et al., 2013).

Os terpenos sdo emitidos por diversas espécies de planta diferentes
(SCHRODER et al., 2015). Compostos desse tipo constituem uma classe de
metabdlitos grande e estruturalmente diversificada que podem desempenhar papéis
significativos na defesa e desenvolvimento em inUmeras espécies de plantas (BLOCK
et al., 2019). Os terpenos podem indicar a presenca de outros insetos herbivoros em
uma planta, atuar na atrac&o de inimigos naturais desses insetos herbivoros ou ainda
repelir esses insetos herbivoros (FURSTENBERG-HAGG; ZAGROBELNY; BAK,
2013b). Esses COVs sao emitidos por plantas saudaveis para realizacdo de funcdes
vitais, como proteger as plantas dos estresses biéticos e abibticos; ou séo tratados
como moléculas de sinalizacdo, como na atracdo de polinizadores entre outras
funcdes (SINGH; SHARMA, 2015), podendo ainda serem emitidos devido a
oviposicao de insetos herbivoros (ANASTASAKI et al., 2015).

No trabalho com plantas de tomateiro realizado por (DE BACKER et al., 2015)
verificou-se que plantas intactas e infestados por Tuta absoluta s&o capazes de liberar
COVs terpenicos e que a quantidade de monoterpeno liberada foi mais elevada em
plantas infestadas. O trabalho realizado por (LEPPIK; TAMMARU; FREROT, 2014)
demonstrou que plantas de milho intactas liberam uma mistura de COVs composta,
dentre outros volateis, por limoneno, alfa-cadineno e gama-cadineno.

O limoneno foi um dos terpenos encontrados em plantas de batata, porém esse
composto ndo apresentou qualquer efeito sobre o comportamento de Rhopalosiphum
padi (SCHRODER et al., 2015). Em plantas de tomate tratadas com salicilato de
metila Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera: Aleyrodidae) fortemente repelida e tal

repeléncia ocorreu devido a atuagdo de limonéno (SHI et al.,, 2016). O limoneno,
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decanal e nonanal foram encontrados em plantas de feijao (Phaseolus vulgaris) e em
cana-de-acucar (QUINTANA-RODRIGUEZ et al., 2015; SILVA FILHO, 2014). O
compostos 3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol foi encontrado em diversas plantas
(KALE, 2015; ZAYED; SAMLING, 2016).

O trabalho realizado por (SUN et al., 2017) com diferente linhagens de arroz
transgénico mostrou que Rhopalosiphum padi (Linnaeus) preferiu infestar as
linhagens de arroz tps 46-Ri que ndo apresentavam em suas misturas volateis o
limoneno e (E) -B-farneseno (EPf). Em experimentos realizados em condi¢cdes de
estufa mostrou-se que limoneno emitido a partir de dispensadores artificiais repeliu a
mosca-branca Trialeurodes vaporariorum Westwood) em todos os estagios do ciclo
de vida testatados. Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) teve crescimento
significativamente menor, alta mortalidade quando alimentadas com dietas contendo
limoneno (SINGH et al., 2014). Esse composto foi também encontrado na mistura de
volateis emitida por plantas de fava (Vicia faba var. Nintoku Issun) intactas e infestadas
com Acyrthosiphon pisum e Aphis craccivora (TAKEMOTO; TAKABAYASHI, 2015).
Esses mesmos autores demonstraram que a-Cadineno estava presente na mistura de
compostos emita pelas plantas infestadas (TAKEMOTO; TAKABAYASHI, 2015).

O 3,7,11,15-Tetrametil-2-hexadecen-1-ol (fitol) foi identificado em extrato de
plantas Annona muricata (SHIBULA; VELAVAN, 2015) e nos constituintes volateis de
Gynandriris Sisyrinchium (AL-QUDAH; MUHAIDAT; TRAWENH, 2012) e pode atuar
como um compostos de defesa em plantas de arroz infestadas por Nilaparvata lugens.

7.6 Variagdo nos niveis dos COVs emitidos

Os dados de &reas dos COVs foram submetidos a uma analise de variancia
multivariada (MANOVA) e de forma mais geral, observou-se que ndo houve diferenca
significativa nos padrbes quantitativos de emissdes de volateis entre os quatro
acessos testados aos pares (MANOVA, P > 0,05), porém, sabe-se que tanto a
guantidade quanto a qualidade de volateis emitidos por uma determinada planta pode
variar (SHI et al., 2016) tal variagdo pode ocorrer constitutivamente (LEPPIK;
TAMMARU; FREROT, 2014) ou devido a outros fatores (LORETO; SCHNITZLER,
2010), como a herbivoria por insetos (DEGEN et al., 2004).

A partir dos resultados do presente trabalho pode-se perceber que o niumero e

a identidade dos COVS da mistura variaram entre as misturas de COVs emitidas pelos
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acessos. Tal constatacao esta de acordo com dados da literatura que mostraram que
diferencas qualitativas e quantitativas na composi¢cdo da mistura de volateis podem
ser observadas em cultivares diferentes de uma mesma espécie (DA COSTA et al.,
2011), por exemplo em cana-de-acucar (TAVARES, 2016), milho (SCHNEE et al.,
2002). A emissao de diferentes COVs entre as cultivares da mesma espécie podem
estar associados a resisténcia ou a uma maior atracdo aos insetos herbivoros, esses
compostos emitidos podem ser de classes diferentes e quando sé&o de classes iguais
podem ser emitidos em quantidades diferentes.



Figura 22-Boxplot das concentracOes relativas dos metabodlitos volateis liberados pelos quatro acessos de
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7.7 Influéncia dos COVs sobre a preferéncia de D. sacharalis

Quando analisamos os COVs presente na mistura emitida por cada um dos
acessos (Figura 22) percebemos que a identidade dos compostos presentes nas
misturas emitias pelos acessos séo variaveis. Como compostos quimicos de plantas
podem influenciar resisténcia do tipo antixenose (BOUAGGA et al., 2018) os COVs
encontrados no presente trabalha provavelmente estdo influenciando o
comportamento de D. saccharalis mostrado a partir dos resultados do bioensaio de
antixenose.

Quando se comparou os acessos 1J76 361 e SP79 1011 percebeu-se que a D.
saccharalis preferiu o padrdo de susceptibilidade. Tais observacfes podem ser
explicada devido a diferencas na mistura COV pelos respectivos acessos. A presenca
de COVs na mistura emitida por 1376 361, tais como alfa-cadineno, gama-cadineno e
2-ethyl-1-Hexanol (BANOZIC et al., 2021; SHIVARAMU et al., 2017) na mistura de
COVs de 1J76 361 poderiam explicar os resultados observados no bioensaio de
anixenose. Esse acesso foi 0 que emitiu 0 maior nimero de volateis em sua mistura,
oito no total, (Figura 18).

O acesso 1376414 emitiu a menor quantidade de COVs em sua mistura, dois
no total quando comparado ao acesso SP79 101 que emitiu sete no total. O acesso
SP79 1011 foi usado como padrao de susceptibilidade no presente estudo sendo o
menos preferido pela D.saccharalis no bioensaio de antixenose quando comparado
ao acesso 1J76 414, como mostrado anteriormente (Figura 18), além de ter sido
segundo acesso que emitiu 0 maior nimero de volateis em sua mistura.

Corroborando com os resultados do presente trabalho estudos anteriores
mostram que os insetos herbivoros podem perceber a mistura de COVs emitido pelas
plantas e serem influenciados por esses compostos e que as propor¢des entre 0s
COVs que compdem uma mistura tem uma influéncia maior no comportamento de
insetos do que presenca ou auséncia desses compostos individuais (BRUCE;
PICKETT, 2011; SHIVARAMU et al., 2017). Além disso, quando usados
individualmente os COVs podem desencadear comportamentos opostos aqueles
observados quando esses compostos estdo presentes em uma dada mistura
(WEBSTER et al., 2010).
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Um estudo realizado por (MOLNAR et al., 2015) investigou quais volateis de
milho poderiam desempenham um papel na localizacdo de plantas hospedeiras em
fémeas Ostrinia nubilalis Hubner (Lepidoptera: Crambidae). Seus resultados
confirmaram que as fémeas adultas O. nubilalis, foram atraidas por uma mistura de
dois compostos na proporgcédo encontrada no milho em um experimento usando tanel
de vento. A partir de andlise realizada por GC-EAD e GC / MS esses autores
mostraram que o nonanal e o decanal eram detectados de forma consistente pela
antena da fémea O. nubilalis e que uma mistura desses dois compostos na propor¢ao
encontrada no milho era altamente atrativa para esses insetos nos ensaios em tunel
de vento.

No estudo realizado por (SHIVARAMU et al.,, 2017) a parti de ensaios em
olfatometros de mdltipla escolha (quatro bracos) esses autores avaliaram a
atratividade de volateis liberados Capsicum annum (pimentdo) no comportamento da
sua praga, fémeas adultas de Scirtothrips dorsalis. Esses autores constataram que 0
docosano foi um dos compostos liberados pela planta que demonstrou ser atrativo
para Scirtothrips dorsalis.

7.8 Analises multivariadados dados de RMN de extratos de folhas dos acessos

Metabdlitos de diferentes classes foram identificados como discriminantes a
partir da comparacao entre os acessos. As comparacdes foram restritas as plantas de
um determinado tratamento, ou seja, plantas do controle foram comparadas entre elas
e plantas infestadas foram comparadas entre elas. Analises OPLS-DA foram
construidas a partir de dados obtidas das analises de RMN-H! e permitiram tais
comparacdes. Os acessos US 721319, |1J 76414 e 1J76 361 foram comparados a um
padrdo, o acesso SP79 1011 (susceptivel a D. saccharalis). As comparac¢des foram
efetuadas de modo pareado e os pares usados foram US 721319 e SP79 10110, IJ
76414 e SP79 10110 e por fim 1J76 361 e SP79 10110. Assim, de agora em diante
guando for citado que um determinado metabdlito teve niveis mais ou menos elevados
essas variagcdes serdo sempre com relacdo ao acesso SP79 10110 tanto para as
comparacdes entre os acessos do tratamento controle quanto para os acessos do

tratamento infestado.
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7.9 Analises multivariadados dados de RMN de extratos de folhas dos acessos

do grupo controle

O espectro de RMN-1H dos extratos de plantas geralmente é dividido em 4
regides caracteristicas de deslocamentos quimicos: aminoacidos (0.5 — 2 ppm),
acidos organicos (2 — 3 ppm), acucares (3 — 5 ppm) e compostos aromaticos (6 — 8
ppm). A Figura 23 mostra a comparacéao entre os espectros de RMN-'H dos acessos
do grupo controle composto pelos acessos IJ 76361 (Vermelho), 1J 76414 (Roxo), US
721319 (Verde) e do acesso SP 791011 (Preto). A analise desses espectros utilizando
somente o experimento de hidrogénio unidimensional € muito complexa devido a
sobreposicao de sinais de dezenas de metabdlitos e tal fato dificulta a identificacdo
desses metabdlitos. Desse modo, para a identificacdo dos metabdlitos discriminantes
dos acessos do controle foram executadas analises de dados de ressonancia
magnética nuclear em duas dimensdes.

Figura 23-Comparacdo dos espectros de RMN-'H de extrato de folhas dos
acessos (Controle) com as regides caracteristicas de algumas classes de metabdlitos
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7.10 Andlise de componentes principais dos extratos da folhas dos acesso do

controle.

Antes de efetuarmos as comparacoes utilizando OPLS-DA, para visualizar as
tendéncias gerais de agrupamento entre os acessos dos grupos controle, foram
realizadas a andlise de componentes principais (PCA) (do inglés Principal Component
Analysis) e a analise discriminante por minimos quadrados parciais (PLS-DA). Tais
técnicas foram aplicados aos dados de RMN obtidos de extratos das folhas das
plantas.

A PCA para identificacdo de outliers e tendéncias de agrupamentos, foi
aplicada em uma matriz de dados formada a partir dos dados espectroscopicos
oriundos da analise de extratos das folhas dos acessos do grupo controle composta
de amostras nas linhas e variaveis nas colunas como tambem uma matriz de dados
formada a partir dos dados espectroscépicos oriundos da andlise de extratos das
folhas dos acessos do grupo infestado. O conjunto de variaveis foi pré-processado
usando o método de escalonamento de Pareto para reduzir a importancia de valores
altos das variaveis e preservar parcialmente a estrutura dos dados (WORLEY;
POWERS, 2013). Posteriormente os dados foram submetidos a andlise de
componentes principais. Esse procedimento tornou possivel reducdo a
dimensionalidade do conjunto de dados com perda minima de informacfes além de
possibilitar a visualizacdo de tendencias de agrupamento, de modo a permitir uma
melhor interpretacéo desses dados.

Os componentes principais 1 e 2 representaram 40,4 e 15,8%,
respectivamente, da variabilidade do conjunto de dados e juntos representaram 56,2%
da variabilidade total para as amostras do grupo controle. O gréfico bidimensional de
escores (pontuacao) (Figura 24) demonstra a formacéo de agrupamentos a partir dos
4 acessos do grupo controle. Os pontos relativamente agrupados indicam que 0s
metabolomas das amostras foram semelhantes, porém foi possivel, a partir da PCA,
observar a formacgéo de agrupamentos ocorrendo entre os acessos de SP79 1011
(C1) e US 721319 (C4) (pontos vermelhos e amarelos respectivamente) indicando que
0Ss metabolomas desses dois acessos sao semelhantes entre si. Além disso, foi
possivel observar a formacao de agrupamento de pontos entre os acessos de 1J 76414

(C8) e IJ 76361 (C9) indicando que o metaboloma desses acessos sao semelhantes
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entre si, porém diferentes dos metabolomas dos acessos C1 e C4. Os pontos de
dados foram separados de acordo com a ponderacdo das variaveis (features).
Variaveis correlacionadas positivamente tém aproximadamente o mesmo valor de
ponderacdo e, portanto, aparecem proximas umas das outras, enquanto variaveis
correlacionadas negativamente aparecem diagonalmente opostas uma a outra.

Os cinco primeiros componentes principais (PC1 a PC5) foram calculados com
base na variacdo dos metabdlitos oriundos dos acessos do grupo controle
demonstrando que essas cinco primeiras componentes foram responsaveis por
explicar 79,6 % da variancia dos dados (Figura 25).

O modelo apresentou coeficientes de variagdo observada (R?=0,78) e variacdo
prevista (Q? = 0,66) que estavam dentro dos limites (R?2 0,7 e Q2 0,4) considerados
aceitaveis para a qualidade de tendéncia em sistemas bioldgicos (VEERASAMY et al.,
2011).

Figura 24-Escores oriundos de PCA realizada a partir dos espectros de RMN-1H

de extratos de folhas dos acessos do grupo controle
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Figura 25-Valor individual dos cinco primeiros componentes principais (azul), e
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7.11 Andlise discriminante por minimos quadrados parciais PLS-DA dos

extratos das folhas dos acesso do controle

Para tentar capturar variagdes nos dados nao observadas a partir da PCA o
modelo PLS-DA foi conduzido entre os acessos C1, C4, C8 e C9. O gréfico de escores
da PLS-DA, (Figura 26), mostrou uma discriminacao significativa entre esses quatro
acessos com base no modelo de escalonamento de Pareto.

A validacdo cruzada total foi utilizada para a validacdo do modelo fornecendo
os valores R? = 0,79136 e Q? = 0,68281. Os parametros estatisticos R? e Q?, sdo
apresentados na figura 21. R? reflete a quantidade de variabilidade da condicdo dos
acessos explicada pelo modelo foi de 0,79136 e Q2 a habilidade preditiva do modelo
foi de 0,68281. Nesse caso o modelo foi considerado aceitavel ja que R2> Q% e a
diferenca entre os dois coeficientes foi menor que 0,3. Além disso, (Q > 0.5 indica um
bom poder preditivo) (VEERASAMY et al., 2011).
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A anadlise de permutacdo também foi usada para validacdo do modelo. Nesse
tipo de andlise inicialmente os valores de R? e Q? sdo usados para verificar a exatidao
do modelo. A matriz de resposta é entdo permutada aleatoriamente, um dado nimero
de vezes, mantendo-se a matriz de dados X fixa sdo estimados a partir da matriz de
dados original. A analise de permutacdo envolveu 400 permutacdes da variavel de
classe e o grafico (Figura 27) demonstra os valores de R? e Q? em relacdo ao
coeficiente de correlacdo entre a resposta real e a resposta da permutacdo demonstra
e como a posicao relativa da exatiddo do modelo com as classes originais € diferente
em comparacdo com aquelas obtidas com as classes permutadas, o valor de p foi
menor do que 0,1% indicando que a exatiddo do modelo de PLS-DA permutado
raramente seria melhor do que para o modelo ajustado com os dados originais. Logo,
como os valores de R? e Q? obtidos a partir das permutacdes (R? = 0,497, Q2~-1,06)
Sao menores que os originais o modelo é valido.

Figura 26-Escores oriundo de PLS-DA realizada a partir dos espectros de RMN-

1H de extratos de folhas dos acessos do grupo controle
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Figura 27-Estatisticas do teste de permutac&o com 400 permutacdes com o valor
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observado para a exatiddo do modelo de predi¢cdo com p < 0,001

7.12 Andlise de agrupamento hierarquico (HCA)

Para tentar capturar tendencias de agrupamento de modo a complementar os
resultados obtidos a partir da PCA efetuou-se a analise de agrupamento hierarquico
(HCA). O HCA é um processo hierarquico no qual, em cada passo a matriz de dados
€ diminuida em uma dimenséo, pela reunido de pares semelhantes, até a reunido de
todos os pontos em um Unico grupo. O HCA exibe os dados em um espaco
bidimensional de dando énfase aos seus agrupamentos e padrdoes naturais. A
distancia entre os pontos (amostras ou variaveis) reflete a similaridade de suas
propriedades, sendo util para determinar a semelhanca entre amostras (PANERO et
al., 2009).

A analise de agrupamento hierarquico produziu o dendrograma HCA usando o
método Ward usando como métrica a distancia euclidiana (Figura 28) ilustrou a
formacao de quatro principais grupos de amostras dividindo esses grupos em dois

subgrupos, mostrando que 1J76 361 (C9) e 1J76 414 (C8) estdo mais proximos entre
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si formando um grupo o qual esta mais afastado do grupo formado por SP79 1011
(C1), US72 1319 (C4) mais préximos entre si.
Figura 28-Dendrograma obtido para as 4 PCs com o método de Ward de

agrupamento
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7.13 Perfil metabdlico dos extratos de folhas dos acessos do grupo controle

A identificacdo dos metabdlitos foi realizada pela andlise dos dados de RMN,
com base na inspecéao direta dos espectros comparando-se com dados da literatura
(HMDB, 2020), software Chenomix®, para confirmacdo dos metabolitos foi utilizado
uma combinacéo dos experimentos J-resolvido, COSY (acoplamento homonuclear *H
- 'H), HSQC (acoplamento heteronuclear 'H — 3C J!) e HMBC (acoplamento
heteronuclear *H-13C J23) que sdo importantes para a confirmacdo dos metabdlitos.

A Tabela 3 mostra todos os metabdlitos encontrados nos acessos SP79 1011
(C1), US72 1319 (C4), IJ 76414 (C8) e I1J 76361 (C9) identificados através dos S-line
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gerado a partir da OPLS-DA utilizando o software SIMCA, no qual os compostos com

maior poder discriminante estdo nas extremidades do grafico.

Tabela 3-Metabdlitos sollveis de extratos de folhas de acessos do grupo

controle
NUmero Metabdlito o (ppm) Multipicidade J (Hz)
1 Glicina 3.56 S
2 Betaina 3,26 S
3 Dimetilglicina 2.93;2.71 s
4 Acido Galico 7.03 S
5 Maltose 5.40; d, d, mt 3.8
3.84;3.41
Acetato 1.94 S
7 Acido E- 3.57;6.63 s,s
aconitico
a-Glicose 5.18
9 Glicose-6- 3.97,5.18 d,d 7.2,3.8
fosfato
10 Valina 3.59,1.01, d,d,d,d,m, 12,7,7
1.06, 1.18,
1.22,
11 Colina 2.21 S
12 a-Alanina 1.48,3.74 dm H-37.3
Tirosina 6.89,7.15 d,d 8.2,1.8
13 Acido 7.62,7.17, d,d,dd,d, m, (H-7’,16),
Clorogénico 7.06,6.37, d,m (H-14),
5.31, 3.8, (H-2, 2,1), (H-8,
2.01 16), (H-5), (H-
3), (H-4), (H-6,
H-2)
14 D-Xilose 459, 3.51, d,dd,t, dd 7.9, (9.8, 4),
3.44, 3.95, (9.7 (x2)), (4.3,

2.5),




106

15 Sacarose 541,4.18, d, d, t, t, s, (H-1,3.8), (H-3,
4.04, 3.74, dd, 8.8), 8.4 (x2),
3.66, 3.52 9.5 (x2), (10,

3.8)

16 Etanol 1.19 t 7 (X2)

17 Piruvato 2.35 S

18 Ac. 2.44 S

Succinico
19 Fumarato 6.71 S

7.14 Andlise multivariada de extratos de folhas dos acessos SP79 1011 (C1) e
US72 1319 (C4) controles

A OPLS-DA é um método estatistico supervisionado que tem como objetivo a
identificacdo dos biomarcadores relacionados ao estudo. Neste trabalho, foram
realizados modelos de OPLS-DA analisando os acessos dois a dois comparando o
acesso SP79 1011 individualmente com cada um dos outros diferentes acessos. A
figura 29 demonstra o gréafico de escore da OPLS-DA a partir da comparacéao entre os
acessos SP 791011 (C1) e US72 1319 (C4). A partir do grafico de escore da OPLS-
DA pode-se observar as duas primeiras componentes (ou variaveis latentes)
demonstrando que o modelo OPLS-DA foi capaz de discriminar os grupos estudados.

Figura 29-A) Escores da OPLS-DA dos acessos do grupo controle SP 791011 (C1)
e US72 1319 (C4)
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B)-Grafico S-line mostrado os metabdlitos discriminantes dos acessos SP

791011 (C1) e US72 1319 (C4)

US 721319 (C4)
M1.abs(p(corn)[1]

Betaina
A / Dimetilglicina
: pa
100 * 0,8
o-Alanina

plctn)[1]

] Tin\'osina\ \ \ e
-50 4 Fumarato xi
1 Acido Gilico D:Xtlose Acetato |

{Acido Clorogénico e
] 8 ~——— Glicina
-100 T T T T T T T T T T T T T T T T T T - 0,2
8 ST Y 9 5 3 8 F ¥ @ @ © 3 N N 2 @9 F o
oo ~ r~ (X3 =3 - ) <t < -— o o o o e = = -— (=3
N~ © W S o ¥ o9 W ™M © O N~ |\ MmN N wmoom
©C N N~ O v MmN N - - - o
Var ID (Primary)
0

R2X[1] = 0,16

SP79 1011 (C1)

A Figura 30 apresenta o comportamento dos niveis dos metabdlitos
discriminantes nas folhas dos acessos SP79 1011 (C1) e US72 1319 (C4) por meio
do grafico boxplot construido através das integrais das areas dos sinais de RMN
processados no software MetaboAnalist. Estes metabdlitos apresentaram variancia

significativa (ANOVA) com valor de p < 0,05.
Figura 30-Boxplot das concentracfes relativas dos metabdlitos discriminantes

presentes nos extratos de folhas dos SP79 1011 (C1) e US72 1319 (C4) controle. (Teste

t, p <0,05).
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Ao analisar os graficos boxplots observou-se aumento nos niveis dos
metabdlitos tirosina, acetato, acido clorogénico, acido galico e D-xilose e uma
tendencia de diminuicdo nos niveis de alanina, glicina, betaina e dimetilglicina para o
acesso SP79 1011 (C1).

O método de validacdo cruzada leave-one-out foi usado para a comparagao
entre SP79 1011 (C1) e US72 1319 (C4) a partir do modelo OPLS-DA e forneceu os
valores R? = 0.996; Q2 = 0.946 (Figura 31). No caso geral, a qualidade preditiva de um

modelo é considerada aceitavel quando R? > Q? e a diferenca entre os dois

coeficientes € menor que 0,3. Diferencas maiores entre R? e Q? indicariam que o
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modelo sofreu manipulacdo (VEERASAMY et al., 2011), mas, uma diferenca <0,3 foi
observada no presente estudo.

Figura 31-Grafico com valores cumulativos de R2 e Q2 para cada componente
obtidos para o modelo OPLS-DA ap0s a validagao cruzada (LOOCV).
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7.15 Andlise multivariada de extratos de folhas dos acessos SP79 1011 (C1) e 1J
76414 (C8) controles

Os acessos C1 SP79 1011 e os acessos |J 76414 (C8), também foram
comparadas através da OPLS-DA para verificar quais os metabdlitos contribuiam para
a discriminacao entre estes dois grupos. Os grupos foram formados pelos acessos
SP79 1011 (C1) (pontos em vermelho) e acessos |J 76414 C8 (pontos em verde)
(Figura 32a) e os metabdlitos discriminantes foram identificados a partir do grafico S-
line (Figura 32b).

A figura 33 apresenta o comportamento dos niveis dos metabdlitos
discriminantes nas folhas dos acessos C1 e C4 por meio do grafico boxplot construido
através das integrais das areas dos sinais de RMN processados no software

MetaboAnalyst. Estes metabdlitos apresentaram variancia significativa (ANOVA) com
valor de p < 0,05.
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Figura 32-Escores da OPLS-DA dos acessos do grupo controle SP 791011 (C1) e

1J 76414 (C8)
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B)-Grafico S-line mostrado os metabdlitos discriminantes dos acessos SP79
1011 (C1) e IJ 76414 (C8)
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Ao analisar os graficos boxplots (Figura 33) observou-se aumento nos niveis

dos metabdlitos acetato, acido succinico e sacarose, piruvato, acido E-aconitico e
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colina apresentaram uma tendencia de diminuicdo nos seus niveis para o0 acesso 1J
76414 (C8). O comportamento dos niveis dos metabdlitos discriminantes nas folhas
dos acessos C1 e C8 foi analisado por meio do gréfico boxplot construido através das
integrais das areas dos sinais de RMN processados no software MetaboAnalist. Estes
metabalitos apresentaram variancia significativa (ANOVA) com valor de p < 0,05

Figura 33-Boxplot das concentracdes relativas dos metabdlitos discriminantes
presentes nos extratos de folhas dos SP 791011 (C1) e 1J 76414 (C8) controle. (Teste t,
p < 0,05).
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Para a comparacédo entre SP79 1011 (C1) e 1J 76414 (C8) o modelo OPLS-DA
também foi verificado pelo método de validacdo cruzada leave-one-out, que forneceu
os valores R? = 0,992 e Q2 = 0,925 (Figura 34). No caso geral, a qualidade preditiva
de um modelo é considerada aceitavel quando R? > Q? e a diferenca entre os dois
coeficientes é menor que 0,3. Diferencas maiores entre R? e Q? indicariam que o
modelo sofreu manipulagcdo (VEERASAMY et al., 2011), mas uma diferenga <0,06 foi
observada no presente estudo .

Figura 34-Grafico com valores cumulativos de R2 e Q2 para cada compoente

obtidos para o modelo OPLS-DA apés a validacéo cruzada.
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7.16 Andlise multivariada de extratos de folhas dos acessos SP79 1011 (C1) e 1J
76414 (C9) controles

Para os acessos do grupo SP79 1011 (C1) e os acessos do grupo 1J 76414
(C9), também foram comparadas, para verificar quais 0os metabdlitos que eram
discriminantes para estes dois grupos. Os grupos foram formados por pelos acessos
C1 (pontos em verde) e acessos C9 (pontos em amarelo) (Figura 35a) e a identificacéo
dos metabdlitos discriminantes foi efetuada a partir do grafico S-line (Figura 35b).

A figura 36 apresenta o comportamento dos niveis dos metabdlitos
discriminantes nas folhas dos acessos C1 e C9 por meio do gréafico boxplot construido
através das integrais das areas dos sinais de RMN processados no software
MetaboAnalist. Estes metabdlitos apresentaram variancia significativa (ANOVA) com
valor de p < 0,05. Ao analisar os graficos boxplots observou-se aumento nos niveis
dos metabdlitos acido clorogénico, sacarose, glicina colina e acido galico para 1J
76361 C9. Valina e acido E-aconitico apresentaram uma tendencia de diminuicao nos
seus niveis para esse mesmo acesso.
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Figura 35 A)-Escores da OPLS-DA dos acessos do grupo controle SP 791011 (C1)

e 1J 76361 (C9)
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B)-Gréfico S-line mostrado os metabdlitos discriminantes dos acessosSP79

1011 (C1) e 1376 361 (C9)
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Figura 36-Boxplot das concentracdes relativas dos metabdlitos discriminantes
presentes nos extratos de folhas dos SP79 1011 (C1) e 1376 361 (C9) controle. (Teste t,
p <0,05)
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Para a comparacéo entre SP79 1011 e C9 o modelo OPLS-DA a validagao
cruzada leave-one-out forneceu os valores R? = 0,996 e Q2 = 0,946 (Figura 37). O
modelo teve boa qualidade preditiva jA que R? > Q? e a diferenca entre os dois
coeficientes € menor que 0,05. Diferencas maiores entre R2 e Q2 indicariam que o
modelo sofreu manipulacdo (VEERASAMY et al., 2011).

Figura 37-Grafico com valores cumulativos de R2 e Q2 para cada componente
obtidos para o modelo OPLS-DA apés a validacéo cruzada (LOOCV)
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7.17 Analise multivariada dos metabolitos dos acessos do tratamento infestado

A figura 38 mostra a comparacéo entre os espectros de RMN-H dos acessos
do tratamento infestado composto pelos acessos 1376 361 (Vermelho), 1376 414
(Roxo), US72 1319 (Verde) e do acesso SP79 1011 (Preto). A andlise desses
espectros utilizando somente o experimento de hidrogénio unidimensional é muito
complexa devido a sobreposicdo de sinais de dezenas de metabdlitos e tal fato
dificulta a identificacdo desses metabdlitos. Desse modo, para a identificacdo dos
metabolitos discriminantes dos acessos do tratamento infestado, semelhante aos
acessos do tratamento controle, foram executadas analises de dados de ressonéncia
magnética nuclear em duas dimensdes.

Figura 38-Comparacdo dos espectros de RMN-'H de extrato de folhas dos
acessos (Infestados) com as regifes caracteristicas de algumas classes de metabdlitos
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7.18 Andlise de componentes principais de extratos das folhas dos acessos do
tratamento infestado

De modo semelhante ao usado para os acessos do tratamento controle, antes
de efetuarmos as comparacdes utilizando OPLS-DA, para visualizar as tendéncias
gerais de agrupamento entre 0s acessos do tratamento infestado, foram realizadas a
analise PCA e PLS-DA. Tais técnicas foram aplicados aos dados de RMN obtidos de
extratos das folhas das plantas.

Para as amostras do grupo infestado analise de componentes principais
explicou 43,1% da variancia total dos dados através das componentes 1 e 2. Os dados
estatisticos de diagndstico usados para a validacdo do modelo PCA usados foram R?
=0,856, coeficiente que indica a percentagem da variabilidade dos dados somando-
se as duas componentes principais, e Q? =0,598 que mostra o poder preditivo do
modelo uma vez que Q > 0.5 indicando um bom poder preditivo. Os escores da PCA
(Figura 39) foram formados por 4 grupos diferentes, sendo cada grupo composto por

amostras de um dado acesso infestado mostrados abaixo em cores diferentes.
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Figura 39-Escores oriundos de PCA realizada a partir dos espectros de RMN-1H
de extratos de folhas dos acessos do grupo infestado
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Os cinco primeiros componentes principais (PC1 a PC5) calculados com base
na variacdo dos metabolitos oriundos dos acessos do grupo controle demonstraram
gue as cinco primeiras componentes foram responsaveis por explicar 72,1 % da

variancia dos dados (Figura 40)
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Figura 40-Valor individual dos cinco primeiros componentes principais (azul), e

o valor acumulado dos cinco primeiros componentes principais (verde)
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O modelo apresentou coeficientes de variacdo observada e variagcdo que

estavam dentro dos limites (R? 2 0,7 e Q? 2 0,4) considerados aceitaveis para a
qualidade de tendéncia em sistemas biologicos (VEERASAMY et al., 2011).

7.19 Andlise discriminante por minimos quadrados parciais PSL-DA de extratos

das folhas dos acessos do tratamento infestado

Do mesmo modo que para as amostras do grupo controle, para tentar capturar

variagdes nos dados nédo observadas a partir da PCA o modelo PLS-DA foi conduzido
entre 0s acessos SP79 111 (11), US 721319 (14), 1J 76414 (I18) e 1J 76361 (19). A PLS-

DA é uma técnica que classifica os componentes ou variaveis latentes que

discriminam tanto quanto possivel entre dois ou mais grupos difrentes de amostras.

Os primeirso componentes explicaram 58,7% da variancia (Figura 41).
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Figura 41-Escores oriundo de PLS-DA realizada a partir dos espectros de RMN-

1H de extratos de folhas dos acessos do grupo infestado
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A validacédo cruzada total foi utilizada para a validacdo do modelo fornecendo

os valores R? = 0,942 e Q2 = 0,87. O parametro estatistico R2 reflete a quantidade de

variabilidade da condicdo dos acessos explicada pelo modelo e Q2 a habilidade

preditiva do modelo. Nesse caso o modelo foi considerado aceitavel ja que R? > Q? e

a diferenca entre os dois coeficientes foi menor que 0,3. Além disso, (Q > 0.5 indica

um bom poder preditivo).
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Figura 42-Estatisticas do teste de permutacdo com 400 permutacdes com

o valor observado para a exatiddo do modelo de predicdo com p < 0,001
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A validacdo do modelo também foi efetuada pela analise de permutacdo que
envolveu 400 permutacdes da variavel de classe (Figura 42). Como a posicéo relativa
da exatiddo do modelo com as classes originais é diferente em comparacdo com
aguelas obtidas com as classes permutadas, o valor de p foi menor do que 0,1%
indicando que a exatiddo do modelo de PLS-DA permutado raramente seria melhor
do que para o modelo ajustado com os dados originais. Logo, como os valores de R?
e Q?obtidos a partir das permutagées (R? = 0,36, Q2 ~-0,631) sdo menores que 0S

originais o modelo é valido.

7.20 Anélise de agrupamento hierarquico (HCA)

O dendrograma HCA produzido pelo método Ward e métrica a distancia
euclidiana (Figura 43) mostrou a formacao de quatro grupos de amostras dividindo

esses grupos em dois subgrupos, mostrando que SP79 1011 (I11) e US 721319 (14)
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estdo mais proximos entre si formando um grupo o qual esta mais afastado do grupo
formado por 1J 76414 (18) e 1J 76361 (19) mais préximos entre si.
Figura 43-Dendrograma obtido para as 4 PCs com o método de Ward de

agrupamento
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7.21 Perfil metabdlico dos extratos de folhas dos acessos do grupo infestado

A identificacdo dos metabalitos foi realizada pela analise dos dados de RMN,
com base na inspecéao direta dos espectros comparando-se com dados da literatura
(HMDB, 2020), software Chenomix®, para confirmacéo dos metabolitos foi utilizado

uma combinacédo dos experimentos J-resolvido, COSY (acoplamento homonuclear *H
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- 'H), HSQC (acoplamento heteronuclear *H — 3C J!) e HMBC (acoplamento
heteronuclear *H-13C J23) que sdo importantes para a confirmagdo dos metabdlitos.
Foram identificados um total de treze metabolitos solUveis para 0os acessos tratamento
do infestado. A tabela 4 mostra todos os metabdlitos encontrados nos acessos SP79
1011 (11), US72 1319 (14), 1J 76414 (18) e 1J 76361 (I19) identificados através dos S-
line gerado a partir da OPLS-DA utilizando o software SIMCA, no qual os compostos
com maior poder discriminante estéo nas extremidades do grafico.

Tabela 4-Metabdlitos sollveis de extratos de folhas de acessos do grupo
infestado

NUumero Metabolito o (ppm) Multipicidade J (Hz)

1 Ac. Gélico 7.03 S
2 a-Alanina 149,382 d,m 7
3 Lactato 1.35 D 6.7
4 Betaina 3,26 S
5 Acetato 1.93
6 Dimetilglicina 2.93;2.71 S
7 Ac trans- 3.56, 6.7
aconitico
8 Acido 7.62,6.38, d,d,d,dd 15.8,
clorogénico 7.15, 7.07 15.8, 1.8,
(8.2,2.1)
9 fumarato 6.72 S
10 Glicina 3.56 S
11 Valina 1.03,1.06 d,d 7,7
12 Tirosina 3.94,6.85 d,dd 8.5, (8.2,
4.1)
13 Sacarose 541 D 3.8

7.22 Andlise OPLS-DA de extratos de folhas dos acessos SP79 1011 (I11) e US72
1319 (14)
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A figura 44a demonstra o grafico de escore da OPLS-DA a partir da
comparacao entre os acessos SP 791011 (11) e US72 1319 (I4). A partir do grafico de
escore da OPLS-DA pode-se observar as duas primeiras componentes (ou variaveis

latentes) demonstrando que o modelo OPLS-DA foi capaz de discriminar 0s grupos

estudados
Figura 44 A)-Escores da OPLS-DA dos acessos do grupo controle SP 791011 (11)

e US 721319 (14)
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A figura 45 apresenta o comportamento dos niveis dos metabdlitos
discriminantes nas folhas dos acessos SP79 1011 (I11) e US 721319 (I14) por meio do
grafico boxplot construido através das integrais das areas dos sinais de RMN
processados no software MetaboAnalist. Estes metabdlitos apresentaram variancia
significativa (ANOVA) com valor de p < 0,05. Ao analisar os graficos boxplots
observou-se aumento nos niveis dos metabdlitos glicina, fumarato, &cido clorogénico,
acido galico, acido E-aconitico e acetato sacarose, colina e acido galico US 721319
(14). Dimetilglicina, betaina e lactato apresentaram uma tendencia de diminui¢cdo nos

seus niveis para esse mesmo acesso.
Figura 45-Boxplot das concentracdes relativas dos metabdlitos discriminantes
presentes nos extratos de folhas dos SP 79 1011 (I11) e US72 1319 (14). (Teste t, p < 0,05)
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Para a comparacao entre SP79 1011 (I11) e US 721319 (I14) o modelo OPLS-DA
também foi verificado pelo método de validacdo cruzada leave-one-out, que forneceu
os valores R? = 0,99 e Q? = 0,95 (Figura 46). A diferenca entre os dois coeficientes é
menor que 0,05. Diferengas maiores entre R2 e Q2 indicariam que o modelo sofreu
manipulacdo (VEERASAMY et al., 2011)

Figura 46-Grafico com valores cumulativos de R2 e Q2 para cada compoente
obtidos para o modelo OPLS-DA apés a validacéo cruzada (LOOCV)
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7.23 Andlise OPLS-DA de extratos de folhas dos acessos SP79 1011 (I11) e 1IJ76
414 (18)

A comparacao entre 0os acessos I1 e os acessos I8 foi efetuada por OPLS-DA
para verificar quais 0os metabdlitos contribuiam para a discriminagéo entre estes dois
grupos. Os grupos foram formados pelos acessos I1 (pontos em vermelho) e acessos
I8 (pontos em verde) (Figura 42a) e os metabdlitos discriminantes foram identificados
a partir do gréfico S-line (Figura 42b).

Figura 47 A)-Escores da OPLS-DA dos acessos do grupo controle SP79 1011 (11)
e 1376 414 (18)
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A)-Gréafico S-line mostrado os metabdlitos discriminantes dos acessos SP79
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A Figura 48 apresenta o comportamento dos niveis dos metabdlitos
discriminantes nas folhas dos acessos SP79 1011 (I11) e 1J 76414 (I8) por meio do
grafico boxplot construido através das integrais das areas dos sinais de RMN

processados no software MetaboAnalist.
Figura 48-Boxplot das concentracdes relativas dos metabdlitos discriminantes
presentes nos extratos de folhas dos SP79 1011 (I11) e 1J 76414 (I18). (Teste t, p < 0,05)
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Estes metabdlitos apresentaram variancia significativa (ANOVA) com valor de
p < 0,05. Ao analisar os graficos boxplots observou-se aumento nos niveis dos
metabdlitos valina, acido E-aconitico, sacarose, glicina e dimetilcolina para o acesso
US 721319 (I18). Fumarato apresentou tendencia de diminuicdo nos seus niveis para
€sse mesmo acesso.

Para a comparacdo entre SP79 1011 e 1J 76414 (18) o modelo OPLS-DA
também foi verificado pelo método de validacdo cruzada leave-one-out, que forneceu
os valores R? = 0,959 e Q? = 0,98 demonstrando a validade do modelo.
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Figura 49-Gréfico com valores cumulativos de R2 e Q2 para cada componente
obtidos para o modelo OPLS-DA apés a validacéo cruzada (LOOCV)
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7.24 Andlise OPLS-DA de extratos de folhas dos acessos SP79 1011 (11) 1376 361
(19)

Os acessos SP 791011 (I11) e os acessos IJ 76361 (19), também foram
comparadas para verificar quais os metabdlitos contribuiam para a discriminacao
entre estes dois grupos. Os grupos foram formados pelos acessos |1 (pontos em

verde) e acessos |9 (pontos em rosa) (Figura 45a) e os metabdlitos discriminantes
foram identificados a partir do grafico S-line (Figura 45b).
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Figura 50 A)-Escores da OPLS-DA dos acessos do grupo controle SP 791011 (11)

e 1J 76361 (19)
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B) Grafico S-line mostrando os metrabolitos discriminantes dos acessos SP

791011 (11) e 1J 76361 (19).
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A figura 51 apresenta o comportamento dos niveis dos metabdlitos
discriminantes nas folhas dos acessos SP79 1011 (I11) e US IJ 76361 (19) por meio do
grafico boxplot construido através das integrais das areas dos sinais de RMN
processados no software MetaboAnalist.

Figura 51-Boxplot das concentracdes relativas dos metabdlitos discriminantes
presentes nos extratos de folhas dos SP 791011 (I11) e 1J 76361 (19). (Teste t, p < 0,05)
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Estes metabalitos apresentaram variancia significativa (ANOVA) com valor de
p < 0,05. Ao analisar os graficos boxplots observou-se aumento nos niveis dos
metabdlitos &cido galico, etanol, betaina, dimetilglicina e lactato no acesso US IJ
76361 (19). Os metabdlitos que apresentaram tendencias de diminuicdo nos seus
niveis para esse mesmo acesso foram sacarose, acido E-aconitico, glicina alanina.

Para a comparacéo entre SP79 1011 (I1) e 19 o modelo OPLS-DA também foi
verificado pelo método de validacdo cruzada leave-one-out, que forneceu os valores

R? = 0,998e Q2 = 0,921. A diferenca entre os dois coeficientes € menor que 0,05.
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Diferencas maiores entre R2 e Q2 indicariam que o modelo sofreu manipulacéo
(VEERASAMY et al., 2011).

Figura 51-Grafico com valores cumulativos de R2 e Q2 para cada componente
obtidos para o modelo OPLS-DA apés a validagdo cruzada
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7.25 Analises multivariada dos dados de RMN de extratos do colmo do SP79
1011

Para tentar capturar as variacdes metabolicas no colmo do acesso SP79 1011
efetuou-se analise metabolémica desse tecido. Para esse fim foram usadas plantas
do tratamento controle e plantas do tratamento infestado. De modo preliminar pode-
se observar que, quando comparados os espectros de hidrogénio dos tratamentos
controle e infestado, existem sinais na regido aromatica (6 — 8 ppm) e de aclcares
mais intensos nas plantas controle. Nas plantas sob herbivoria a diminuicdo dos sinais
de compostos na regido aromatica e os aclcares é ainda mais acentuada. As figuras
52 e 53 mostram o perfil do espectro de RMN dos extratos do como do acesso SP79
1011.

Figura 52-Espectro de RMN-1H do extrato do colmo da cana do controle
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Figura 53-Espectro de RMN-1H do extrato do colmo da cana sob Herbivoria
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Os extratos do colmo das plantas do controle acumularam niveis mais
altos dos metabdlitos alanina, colina, acido siringico, sacarose e acido
phidroxibenzéico apresentando também diminuicdo nos niveis dos metabdlitos
etanol, acetato e succinato.

Foram realizadas analises preliminares de estatistica multivariada com o
programa SIMCA para constatar se o material amostral possui validade robustez.

O grafico de escores de um modelo PCA (Analise de Componentes
Principais) montado a partir de dados de RMN unidimensional dos extratos das
plantas controle x plantas sob herbivoria (Figura 54) é utilizado com o objetivo
de visualizar a estrutura dos dados, encontrar similaridades entre amostras,
detectar amostras andmalas (outliers) e reduzir a dimensionalidade do conjunto
de dados. Esta andlise revelou a separacéo entre grupos formados pelas plantas
controle, dano mecanico e herbivoria, sugerindo que o sistema metabdlico
destas plantas é afetado pelas condi¢cBes realizadas nos tratamentos.

Figura 54-Grafico PCA-X. C — plantas controle (n=9), H; Plantas com

herbivoria (n=10) e M e plantas com dano mecanico (n=10)
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Para as analises seguintes apenas as plantas, do tratamento controle e

tratamento infestado, foram consideradas. Os acessos do tratamento controle e
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do tratamento infestado foram comparadas através de analise de OPLS-DA para
se observar como as plantas estavam respondendo a herbivoria de D.
saccharalis.

Os graficos de escores dos modelos de OPLS-DA (Analise Discriminante
de Minimos Quadrados Parciais Ortogonais) montado com os dados dos
extratos das plantas controle x plantas sob herbivoria (Figura 55a) revelam
separacdo entre 0S grupos, no tratamento controle pontos em verde, no
tratamento infestado (pontos em vermelhos), enfatizando as diferencas
existentes entre as duas classes. Ja a figura 55b contribuiu para a identificacao

dos metabdlitos discriminantes mostrados no grafico S-line (Figura 55b).
Figura 55 A)-Escores da OPLS-DA das amostras para os tratamentos

controle (verde) e herbivoria (azul)-C x H
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B)-Grafico S-line mostrando os metabdlitos discriminantes para os

tratamentos controle e herbivoriaC x H
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A analise dos loandings plots (carregamentos) com o auxilio do programa

ChemDraw e Chenomx, da analise STOCSY (usando o programa MATLAB), os

espectros de RMN e o banco de dados HMDB (Human Metabolome Data Base)

resultou nos metabdlitos que discriminam cada grupo como mostrado na tabela

5.
Tabela 5-Metabdélitos discriminantes nas plantas de cana de agucar sob

herbivoria e controle

Metabdlitos Deslocamento Correlacao Herbivoria Controle

guimico (ppm)

Etanol 1,16 0,779 + -

Alanina 1,5; 3,8 0,544 + -

Acetato 1,918 0,63 + -
Succinato 2,5 0,685 + -

Colina 3,2 0,834 - +
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Acido Siringico  3,66; 6,86 0,78 - +
Sacarose 5,38 0,883 - +
Acido p- 6,88;7,78 0,871 - +

hidroxibenzoico

As figuras 56 apresentam o comportamento dos niveis dos metabdlitos
discriminantes no colmo do acesso do controle, hebivoria e dano mecanico das
canas por meio do grafico boxplot, que foi construido através das integrais das
areas dos sinais de RMN processados no software Matlab. Estes metabdlitos
apresentaram variancia significativa (ANOVA) com valor de p < 0,05.

Figura 56-Boxplot das concentragBes relativas dos metabdlitos
discriminantes em resposta da cana-de-aclUcar (SP791011) a herbivoria.
Comparacéo entre C = controle e H = herbivoria nos tempos estudados (Teste-t
pareado, p < 0,05)
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A partir dos graficos boxplot pode-se observar variacdes nas
concentracfes, com aumento nas concentragfes de alguns quanto diminuicéo
nas concentracbes de outros metabolitos apresentados para o tratamento
herbivoria quando comparado aos mesmos metabdlitos nos tratamentos controle
(Figura 56).

Ao analisar os graficos boxplots na figura 56 foi possivel observar uma
tendéncia de aumento estatisticamente significativo dos niveis dos metabdlitos
alanina, acetato, etanol e succinato para as plantas submetidas a hebivoria
gquando comparados aos acessos do controle. Para as plantas sob herbivoria
houve uma diminuicdo nos niveis dos metabolitos colina, acido siringico,

sacarose e acido para-hidroxibenzaico.
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7.27 Metabdlitos identificados a partir dos extratos das folhas dos acessos
SP79 1011, US 721319, I1J 76414 e IJ 76361 podem contribuir para
resisténcia dessas plantas
O uso de acessos, que resguardam em seu perfil metabdlico metabdlitos

de defesa, em programas de melhoramento genético pode contribuir para a

obtencéo de novas variedades que apresentam caracteristicas de defesa contra

um determinado tipo de estresse (COUTINHO et al., 2016). No contexto do
presente trabalho acessos que apresentaram em seu metaboldma metabdlitos
de defesa contra o ataque de D. saccharalis poderiam ser usados em programas
de melhoramento genético de cana-de-acucar para a obtencdo de novas

variedades mais resistentes ao ataque dessa praga.



Figura57-Mapade calor (heatmap) para os metabdlitos mais importantes e suaassociagdo com 0s acessos comparados:
(a) SP79 1011 (C1) e US72 1319 (C4), (b) SP79 1011 (C1) e 1376414 (C8) e (c) SP79 1011 (C1) e 1J76 361 (C9)
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Figura58-Mapa de calor (heatmap) para os metabdlitos mais importantes e sua associagdo com 0s acessos comparados:
(a) SP79 1011 (I11) e US72 1319 (14), (b) SP79 1011 (11) e 1376414 (18) e (c) SP79 1011 (I11) e 1376 361 (19)
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A cor esta correlacionada positivamente com intensidade da variagdo dos metabdlitos com vermelho

indicando alta-intensidade e azul indicando baixa-intensidade

Aminoacidos

Dentro do metabolismo dos organismos, os aminoacidos desempenham
papel de extrema importancia, agindo como potenciais precursores da
biossintese de peptideos e proteinas, como também de outras moléculas como
coenzimas, nucleotideos e hormdnios (TAIZ et al.,, 2017). Esses metabdlitos
desempenham um papel central nas interacdes planta-herbivoro, tanto como
nutrientes limitantes do crescimento e como precursores para a producédo de
muitos compostos de defesa da planta. (ZHOU et al., 2015).

No presente trabalho foram encontrados diferentes aminoacido nos
estratos das folhas dos acessos. A alanina teve niveis mais elevados tanto nas
folnas de US 721319 controle (C4) e infestados (I14) quanto de 1J 76414
infestados (18) como mostrado nas figuras 57 e 58. Esse metabdlito foi
identificada em plantas de crisdntemo (Dendranthema grandiflora) (LEISS et al.,
2009).

Valina

Valina se apresentou em niveis mais elevados nas plantas 1J 76414
infestadas (18) (Figura 58). Esse aminoacido também foi encontrado em niveis
menos elevados nas plantas 1J76 361 controle (C9).

Aminoacidos como alanina, valina ddo origem a volateis, especialmente
agueles altamente abundantes em aromas florais e aromas de frutas
(DUDAREVA et al., 2013).

Acredita-se que o biossintese de volateis a partir desses aminoacidos em
plantas ocorra como nos microrganismos nos quais 0s aminoacidos sofrem uma
desaminacdo ou transaminacdo inicial catalisada por aminotransferases,
levando a formacgédo do a-cetoacido correspondente (Figura 59). Esses a-
cetoacidos podem ser posteriormente submetidos a descarboxilagcéo, seguida de

reducgdes, oxidacdes e / ou esterificagbes, formando aldeidos, acidos, alcoois e
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ésteres. Os aminoacidos também podem ser os precursores de acil-CoAs, que
sdo usados em reacbes de esterificacdo de alcool catalisadas por alcool
aciltransferases (AATs) (DUDAREVA et al., 2013).

Figura 59-Sintese de compostos organicos volateis (COVs) derivados de
aminoacidos de cadeia ramificada.
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A formacéo de VOCs a partir de aminoacidos de cadeia ramificada ocorre por meio de diferentes rotas

paralelas. O aldeido pode ser sintetizado por descarboxilagdo do aminoacido seguida por desaminacao;
por sintese direta do aldeido; e por transaminacao do aminoacido seguida por uma carboxila¢éo. O aldeido
€ posteriormente convertido em uma variedade de VOCs com diversos grupos funcionais. TCA, acido
tricarboxilico (DUDAREVA et al., 2013).

Tirosina

Tirosina teve niveis mais elevados apenas em |J 76414 infestados IJ
76414 (18) (Figura 57). A tirosina € um aminoacido aromatico obtido a partir do

corismato o produto final da via do acido chiquimico e precursor comum de todos
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0s aminoacidos aromaticos (CELENZA, 2001; TZIN; GALILI, 2010). Glicosideos
cianogénicos, metabolitos presentes em diversas familias de plantas como
Euphorbiaceae, Proteaceae, e Poaceae, que apresentam acao contra insetos,
tem a tirozina como precursor (SCHENCK; MAEDA, 2018). Tirosina pode ainda
ser convertida em dopamina que em plantas Malus hupehensis aumenta a
tolerancia ao estresse salino (LI et al., 2015; WANG et al., 2020).

Como a tirosina é precursora de muitos metabdlitos secundarios, que
estdo implicados na defesa da planta contra o estresse biético como fendlicos
vegetais que atuam como impedimentos do ataque de insetos herbivoros,
plantas com altos niveis de fendlicos constitutivos podem ser ndo atrativas para
os herbivoros (KILLINY; HIJAZ, 2016). Além disso, sabe-se que tanto a
velocidade e a duracéo a biossintese de novo de fendlicos sdo mais importante
para a resisténcia do que as concentracdes constitutivas (BENNETT;
WALLSGROVE, 1994). Logo, plantas que contém altos niveis desse aminoacido
aromatico, podem conter altos niveis de fendlicos ou podem sintetizar maiores
quantidades de compostos fendlicos rapidamente apds o ataque de insetos.

As observacgbes do presente trabalho com relacdo a tirosina estdo de
acordo resultados de alguns estudos analisaram a interacéo inseto-planta. (KIM
et al.,, 2011) observaram que as folhas de Nicotiana attenuata tratadas com
secre¢des orais (OS) de Manduca sexta produziram tirosina em niveis mais
elevados do que em folhas néo tratadas. Em plantas de tomate tirosina teve seus
niveis elevados apos herbivoria com lagartas de Helicoverpa zea
(STEINBRENNER et al., 2011). Além disso, ao trabalhar com folhas de plantas
Inga umbellifera, (LOKVAM et al., 2006) mostraram que a tirosina teve efeitos
inibidores no crescimento e desenvolvimento da mariposa noctuida Heliothis

virescens. A presenca de tirosina indica que a via do shiguimato esta ativa.

Betaina

Betaina teve niveis mais elevados US 721319 controle (C4) e infestada
(14) apenas (Figuras 57 e 58). A betaina GB é formado como resultado da
oxidacao da colina em duas etapas onde colina € convertida a aldeido betaina,
intermediario toxico, que posteriormente é convertido a betaina no estroma dos
cloroplastos de plantas superiores (SAKAMOTO; MURATA, 2002). Esse
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metabdlito pode ser encontrado em varias plantas que acumulam esse composto
altamente sollivel em resposta ao estresse hidrico, por exemplo. Entre essas
plantas, as raizes das variedades Beta vulgaris (familia Chenopodiaceae), sao
ricas nesse composto (RIVOIRA et al., 2017). Em trigo foi demonstrado que
devido a presenca de betaina faz com essas plantas conferem tolerancia ao
congelamento (WANG et al., 2010).

Com relacéo ao estresse bidtico em plantas (LAVANYA; AMRUTHESH,
2017) observaram que betaina demonstrou foi eficaz para o controle da doenca
do mildio em milheto. (KAUR et al., 2017) relataram que o papel na toleréncia ao
estresse bidtico ndo era conhecido até entédo, porém, esses autores observaram
que a parede da vagem de genoétipos de grao-de-bico (Cicer arietinum L.)
resistentes possuiam maior contetdo de betaina do que gendtipos suscetiveis a
Helicoverpa armigera. Em plantas de algodao (Gossypium hirsutum L.) maiores
teores de betaina foram observados em algodoeiros infestados com Spodoptera
litura em relacdo ao controle (HAFEEZ et al., 2020).

A oviposicdo de insetos também € influenciada devido a presenca de
betaina, Plantas da arvore da seda Albizia julibrissin (Fabaceae), por exemplo,
eram menos preferidas por fémeas de Eurema mandarina (Lepidoptera:
Pieridae) que diminuiram suas respostas de oviposicdo com o aumento da
concentracéo de betaina (OHASHI; OHTA; OMURA, 2019).

Dimetilglicina e colina

Dimetilglicina teve niveis mais elevados US 721319 controle (C4) e
infestada (14) e em IJ 76414 infestados (18). Colina teve niveis menos elevados
I1J 76414 controle (C8) e niveis mais elevados 1376 361 controle (C9) (Figuras 57
e 58). Colina foi identificada em plantas de crisantemo (Dendranthema
grandiflora) (LEISS et al., 2009). Tanto dimetilglicina quanto colina tiveram
efeitos neutros sobre o comportamento de oviposicdo de Eurema mandarina
(Lepidoptera: Pieridae) (OHASHI; OHTA; OMURA, 2019).

Como a herbivoria causada por afideos pode induzir alteracdes na
composicdo de aminoacidos nas plantas hospedeiras (GIORDANENGO et al.,

2010) é possivel especular que para as plantas do tratamento infestado a
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hebivoria por D. saccharalis esteja causando variacdes nos niveis de
aminoacidos e isso possa influenciar nos mecanismos de defesa dessas plantas.

Com relacdo ao conteudo nutricional, devido a niveis mais baixos de
aminoacidos, a redistribuicdo para a raiz protegeria recursos metabolicos
valiosos de patdgenos e pode, concomitantemente, reduzir a absor¢cdo de N pela
raiz por meio de um feedback negativo. Ja foi demonstrado que as plantas
podem realocar o N dos tecidos infectados. Por exemplo, o transporte de N da
raiz para os brotos é aumentado apds a herbivoria da raiz em Centaurea
maculosa (PASTOR et al., 2014).

Glicina

Glicina esté envolvido com a melhoria da fotossintese devido aumento do
conteudo de clorofila que em plantas de arroz (XIAOCHUANG et al., 2017). A
clorofila € um importante parametro para a absorcdo de nitrogénio, pois
apresenta quatro atomos de nitrogénio no nucleo central, onde ocorre a absorcéo
de radiagéo solar (TAIZ et al., 2017), absorve radiacdo na faixa de 400 a 700 nm
(exceto a faixa da cor verde), e esta diretamente associado ao potencial de
atividade fotossintética e consequentemente o estado nutricional das plantas
(ZOTARELLI et al., 2002).

Carboidratos

Os acucares sao comumente usados pelas plantas como fontes de
carbono e energia influenciando no seu desenvolvimento (KOCH, 2004). Esses
metabdlitos atuam também como moléculas sinalizadoras na defesa da planta
sob estresses biodticos e abioticos (HERBERS et al., 1996; SAIRANEN et al.,
2012). Os carboidratos também fornecem a energia necessaria para suportar o
aumento da biossintese de metabolitos secundarios tais como aminoacido

(HENDRAWATI et al., 2006). A composicdo de carboidratos & variavel em

plantas atacadas por insetos herbivoros (ZHOU et al., 2015).

Sacarose
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Sacarose, foi identificada em plantas de crisantemo (Dendranthema
grandiflora) (LEISS et al., 2009). Acucares, tais como sacarose, Sao importantes
para o metabolismo da planta e sdo substratos para a sintese de carboidratos
complexos, como amido e celulose. Além disso, os agucares fornecem os blocos
de construcdo para a biossintese de aminoacidos e &cidos graxos e praticamente
todos os outros compostos presentes nas plantas. A sacarose é o principal
acucar de plantas vasculares podendo ser transportada e armazenado nos
vacuolos celulares (SCHWACHTJE; BALDWIN, 2008). Esse metabdlito também
focorreu concentracbes mais elevadas em plantas de sorgo resistentes pulgéo
Melanaphis sacchari (Zehntner). (UCHIMIYA; KNOLL, 2019).

No presente estudo nos acessos US 721319 controle (C4) e 1376 361
infestado (19) a sacarose ocorreu em niveis menos elevados. Sacarose teve
niveis mais elevados nos acessos |J 76414 controle (C8) e infestado (I18), como
também em 1J76 361 controle (C9).

A infestacdo por D. saccaralis alterou significativamente o nivel de
sacarose em folhas de 1J 76414. Isso permite formular especulagdes a respeito
de uma possivel renovacao rapida de sacarose nas folhas, que poderia ser
usada para produzir metabdlitos secundarios para respostas de defesa direta,
além de fornecer carbono para alocacdo da parte aérea para as raizes
aumentando assim a tolerancia da planta a herbivoria (SCHWACHTJE et al.,
2006; ZHOU et al., 2015).

D-xilose

D-xilose é um acucar raro que assim como de modo semelhante ao acucar
comum sacarose que demonstrou estar ligado a inducdo de resisténcia por
antixenose a oviposi¢cdo de Cydia pomonella (ARNAULT et al., 2016) poderia
exercer algum papel sobre o comportamento de D. saccharalis no presente

estudo.

Acidos organicos

Os acidos organicos sdo o produto da oxidacdo incompleta dos

assimilados fotossintéticos. Eles podem ser convertidos de volta em carboidratos
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ou sofrer oxidagao terminal produzindo CO 2 e H 2 O. Seus esqueletos de
carbono também podem ser usados para a biossintese de aminoacidos. A
natureza “intermediaria” dos acidos organicos determina a flexibilidade de seu
papel como atores importantes na manutencao do equilibrio redox, producgéo e
consumo de ATP, suporte de gradientes protonicos e idnicos nas membranas e
acidificacdo dos espacos extracelulares(IGAMBERDIEV; EPRINTSEV, 2016).
Estdo presentes em todas as plantas e exercem diversas fun¢des tanto dentro
como fora do metabolismo celular. A estrutura quimica e o nivel de acumulacéo
desses metabdlitos sao varidveis e dependentes do estagios de
desenvolvimento e tipos de tecidos do vegetal (SWEETMAN et al., 2009).

Lactato

Um dos acidos organicos encontrados em maior concentracdo em alguns
acessos foi o lactato. Esse metabdlito havia sido identificado em plantas de
curcuma a partir de andlise metabolémica (HEREBIAN et al., 2009). O papel do
acido latico e de seus polimeros como promotores do crescimento tem sido
relatado na literatura. Como um regulador de crescimento da planta foi
inicialmente aplicado por (BLUMENTHAL; MEYER, 1924) e demonstrou
influenciar a formacao de calos em de fatias de cenoura.

(KINNERSLEY et al., 1990) trabalhando com plantas de lentilha (Lemna
minor L.) e de milho (Lemaceae) cultivadas em meios contendo o dimero de
acido lactico e seus polimeros, demonstraram que ocorreu aumento da
biomassa da planta acompanhado por um aumento da acumulacéo de clorofila
e crescimento da raiz. Esses autores argumentam ainda que a promoc¢ao da
acumulacdo de clorofila e de biomassa pode ser devido ao aumento da
capacidade de assimilar os nutrientes de plantas tratadas com acido L-

lactoilactico.
Fumarato
Esse metabdlito é gerado pela oxidagdo do succinato e a reducgéo

simultanea de ubiquinona a ubiquinol pela enzima desidrogenase succinato

(SDH). O metabolismo fotossintético C 4 e CAM representam um papel especial
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para os acidos organicos como reservatoérios intermediarios de carbono fixo. A
fixacdo de CO 2 pela fosfoenolpiruvato carboxilase resulta na formacédo de
oxaloacetato, que € entdo reduzido a malato em C4 e CAM que pode ser
convertido a fumarato(IGAMBERDIEV; EPRINTSEV, 2016).

O fumarato foi identificada em plantas de crisantemo (Dendranthema
grandiflora) (LEISS et al., 2009). papel desse metabdlito na planta é auxiliar na
manutencdo do pH celular ou ainda representar uma forma de armazenamento
transitério de carbono fixado de um modo analogo ao da sacarose e amido. Por
ser uma fonte de carbono, é usado na producéo de outros fotossintatos como o
aspartato  (ARAUJO; NUNES-NESI; FERNIE, 2011). Assim sendo, a maior
concentracdo de fumarato nas plantas controle e/ou infestadas pode ser
atribuida a sua utilizagédo por plantas para biossintese de aminoacidos e outros
metabdlitos, como sugerido por (SCHWACHTJE et al., 2018). Em SP79 1011
(C1) por exemplo, glicina estavam presentes em maior concentracao do que em
US72 1319 controle (C4). De modo semelhante para em SP79 1011 (I1), glicina
estavam presente em maior concentragdo do que em US72 1319 infestada (14).

O aminoécido glicina tem funcao na biossintese de clorofila essencial para
a fotossintese, tal fato nos leva a justificar a presenc¢a deste aminoacido naquelas
plantas devido a uma melhoria geral no processo fotossintético. Desta forma, a
melhoria no processo fotossintético ocasionaria uma produgdo mais acentuada
de fotossintatos, o que demanda uma maior quantidade carbono, matéria base
necessaria para biossintese destes fotossintatos.

O fumarato pode atuar como um “reservatério” de carbono alternativo para
no processo da fotossintese, o que resultou em uma taxa de crescimento
reduzida (CHIA et al., 2000; PRACHAROENWATTANA et al., 2010).
(PRACHAROENWATTANA et al., 2010) mostraram que o acumulo de fumarato
em espécies efémeras como Arabidopsis pode fornecer uma vantagem
adaptativa para permitir o crescimento rapido quando o nitrogénio se torna
disponivel. Além disso, esses autores especularam que algumas espécies
podem usar fumarato como sumidouro de carbono e regulador pH. Assim, pode-
se sugerir um possivel redirecionamento do fumarato nas plantas onde esse
metabdlito foi identificado em maior concentracdo, processo que forneceria
alguma vantagem a planta auxiliando em outros dos seus processos fisiolégicos,

como por exemplo, na producédo de e outros metabdlitos como aminoacidos.
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A presenca de fumarato pode influenciar a resposta da planta a estresse
bidtico. A resposta da planta ao estresse consome muita energia e € dependente
do suprimento de carbono para sustentar a biossintese de compostos de defesa.
O ciclo do &cido citrico (TCA) ndo apenas fornece tais estruturas de carbono
para a biossintese, mas também participa da geracdo de ATP. O acumulo
desses compostos pode ajudar a fornecer a energia ou 0s esqueletos de carbono
para futuras demandas (PASTOR et al., 2014).

Fumarato foi identificado em concentragdo menos elevada em US 721319
controle (C4) e infestada (14), em 1J 76414 controle (C8) e mais elevada em |J
76414 infestada (I18). Assim como em trabalhos anteriores esse composto foi
um dos principais compostos que contribuiram para a separacdo observada a
partir da OPLS-DA entre os US 721319 controle (C4) e SP79 1011 controle (C1),
US 721319 infestada (14) e SP79 1011 infestada (11), 1J 76414 controle (C8) e
SP79 1011, 1J 76414 infestada (I18) e SP79 1011 infestada (I1). De acordo com
(ARANY et al., 2008) esse composto foi um dos principais responsavel por
separar plantas de Arabidopsis thaliana de origens diferentes. De modo
semelhante, para (WARD et al., 2003) esse composto foi um dos principais
compostos que separaram hove ecoétipos de A. thaliana analisados por
espectroscopia de RMN. A aplicacdo de fumarato foi associado a inducédo de
priming contra o patdgeno bacteriano Pseudomonas syringae em plantas de
Arabidopsis thaliana (BALMER et al., 2018). Além disso, plantas tratadas com
acido B-aminobutirico (BABA) apresentaram niveis mais elevados de fumarato,
em comparac¢ado com plantas nédo tratadas, e tal fato foi associado a mecanismos
de priming em A. thaliana (PASTOR et al., 2014).

Acetato

O acido acético (AA) é um acido organico de baixo peso molecular
onipresente. O AA tem sido usado para controle de ervas daninhas na producéo
de batata na concentracdo de 20%. Com o objetivo de determinar a possibilidade
de priming de defesa anti-herbivoro contra Spodoptera litura em plantas de
tomate (CHEN et al., 2019) demonstram que o AA aumentou a resisténcia das
plantas contra o inseto herbivoro que demonstrou menor ganho de peso quando

alimentados com pré-tratadas com AA.
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Acido succinico

Esse metabolito negativamente regulado em plantas de choupo (Populus
spp.) infestadas por Apriona germari (Hope) (WANG et al., 2016). O conteudo de
acido succinico foi mais alto em amostras de folhas de crisantemo
(Dendranthema grandiflora) suscetiveis a tripes das flores ocidentais
(Frankliniella occidentalis). O estudo realizado por (CHRIGUI et al., 2021) revelou
que o acido succinico variou significativamente entre os genoétipos de gréo-de-
bico e ocorreu em niveis mais elevados nos gendtipos mais resistentes a traca-
da-folha do grao-de-bico. De acordo com (BOUCHE; FROMM, 2004) o succinato
€ biossintetizado a partir acido y-aminobutirico (GABA) um aminoécido nao
proteico envolvidos na defesa de plantas, contra insetos herbivoros e que
também esta envolvido no aumento de aminoacidos como glicina, valina, prolina,
5-oxoprolina, treonina, serina, L acido glutamico, e acido aspartico e alguns
acidos organicos, incluindo &cido malbnico, acido malico e acido latico e &cido
ribénico no teor do agucar maltose (LI et al., 2017). O &cido succinico foi induzido
pela aplicacdo de metil jasmonato (LIANG et al., 2006).

Acido E-aconitico

Acido trans-aconitico é um metabolito encontrado em plantas (GUPTA;
DE, 2017; SCHNITZLER; PETEREIT; NAHRSTEDT, 2007; UCHIMIYA; KNOLL,
2019). O acido trans-aconitico pode ser acumulado nas plantas como o isbmero
mais estavel do trans- aconitado que no ciclo do TCA aparece como um
intermediéario de baixa concentracdo (IGAMBERDIEV; EPRINTSEV, 2016).

A presenca desse metabdlito em concentracdes mais elevadas em
plantas de sorgo contribui para sua resisténcia ao pulgdo Melanaphis sacchari
(Zehntner). Os autores sugeriram que a presenca desse metabolito poderia ser
usado como um marcador de resisténcia para o sorgo ao pulgdo (UCHIMIYA;
KNOLL, 2019).

Piruvato
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O produto final da glicélise, o piruvato € um metabdlito que tem relagéo
com o processo fotossintético de plantas (TAIZ et al., 2017), e sua destinacéo é
dependem do suprimento de oxigénio e das necessidades de energia de a célula.
O metabolismo oxidativo de o piruvato por piruvato desidrogenase forma acetil-
CoA que entra no ciclo do TCA durante a respiracao aerébia (BOLTON, 2009b).
O piruvato pode ainda ser convertido a diversos aminoacidos como valina,
leucina, isoleucina e alanina (BINDER, 2010; VOLL et al., 2009).

Compostos fendlicos

O acido galico € um composto fendlico derivado do acido benzdico,
biossintetizado pela via do chiquimato derivado do acido 3-desidrochiquimico
que apresenta atividade antibacteriana e antifungica (SEO et al., 2013). Pode ser
convertido em galotaninos, polimeros heterogéneos que contém as moléculas
de &cido gélico ligadas de varias maneiras, uns aos outros e a acucares. Uma
das propriedades importantes dos galotaninos é que eles fornecem protecao
para as plantas contra desenvolvimento de bactérias e fungos, atuando também
a como um agente contra insetos (ANANTHAKRISHNAN, 1997; BARBEHENN;
CONSTABEL, 2011).

Compostos fendlicos contribuem para a resisténcia das plantas atuando
contra os insetos herbivoros (LATTANZIO; LATTANZIO; CARDINALI, 2006). A
atuacdo desses compostos causa efeitos negativos na biologia dos insetos
(ALVES et al., 2014) como também na sua oviposi¢cado (SHARMA; SOHAL, 2016;
SOHAL; SHARMA, 2011). Em um extrato, de plantas de jabuticabeira, que
continha o acido gélico e outros fendlicos aumentou a mortalidade larval e o
periodo de desenvolvimento da lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (JE
Smith). Quercetina teve efeito negativo sobre o desenvolvimento, taxa de
eclosdo de ovos causando aumento na taxa de mortalidade de S. litura (SELIN-
RANI et al., 2016). Spodoptera litura apresentaram melhor desenvolvimento em
plantas com menor conteudo fendlico (ANANTHAKRISHNAN;
GURUSUBRAMANIAN; GOPICHANDRAN, 1991).

O acido galico da origem a taninos hidrossollveis quando condensados a
glicose ou outros acucares. (HEIL et al., 2002) relataram que em plantas com

elevadas concentracdes de taninos tem ocorrido decréscimo do uso das folhas
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dessas plantas para alimentacdo de herbivoros. Esse metabdlito causa efeitos
negativos sobre a biologia de insetos. Larvas de Bactrocera cucurbitae tratadas
com acido galico levaram mais tempo para pupar e atingir o estagio adulto em
comparacdo com as larvas do controle. Os efeitos inibitorios do acido galico
também foram observados no peso das larvas, no peso das pupas, na taxa
meédia de crescimento relativo e na assimilacdo de alimentos, que diminuiram
com o tratamento (SHARMA; SOHAL, 2013). Foi relatado, em trabalho realizado
por (PUNIA et al., 2021), que a mortalidade larval aumentou e a emergéncia de
adultos diminuiu , de forma dependente da concentracdo, quando o S. litura foi

submetida a dieta artificial a base de acido galico.

Acido clorogénico

O acido clorogénico € um dos polifendis benéficos mais abundantes nas
plantaste (KUNDU; VADASSERY, 2019). A biossintese de acido clorogénico &
iniciada a partir de fenilalanina por meio de varias enzimas, incluindo fenilalanina
amonia ligase (PAL), cinamato 4-hidroxilase (C4H), 4-hidroxicinamoil-CoA ligase
(4CL), hidroxicinamoil-CoA shikimato/quinato hidroxicinamoiltransferase (HCT),
4-cumarato-3-hidroxilase (C3H) (CHEN et al., 2020). Esse metabdlito exibiu
atividade fungicida contra fungo fitopatogénico (Martinez et al., 2017). Acido
clorogénico apresentou toxicidade contra Helicoverpa armigera (WAR et al.,
2013) de modo que os pesos das larvas alimentadas com dietas contendo esse
metabdlito foram significativamente menores em comparacdo com aquelas
alimentadas com a dieta controle. Além disso, as atividades da serina protease
total e da tripsina foram reduzidas em larvas de H. armigera alimentadas com
dietas tratadas com acido clorogénico. (MALLIKARJUNA et al., 2004) haviam
observado que o acido clorogénico de plantas de amendoim (Arachis hypogaea
L.) exerce efeitos negativos sobre a larva, a pupa e mariposa de Spodoptera
litura Fab.

Varias espécies de plantas sob herbivoria apresentaram aumento nas
concentracbes de acido clorogénico (KUNDU; VADASSERY, 2019). Ribeiro
(2019) identificaram esse metabodlito em diferentes espécies de mandioca. Em
Crisantemo (Dendranthema grandiflora) altos niveis de acido clorogénico fez

com que essas plantas se apresentassem mais resistente a Frankliniella
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occidentalis (LEISS et al., 2009). Em cana-de-acucar (Sabino et al., 2019)
demonstrou que o acido clorogénico estava presente em maiores concentracées
em plantas sob infestacdo de D. saccharalis quando comparadas a plantas
intactas. Esses autores ainda demonstraram que D. saccharalis sofreu efeitos
negativos sobres sua biologia quando foi alimentada com dieta que continha

acido clorogénico em sua composicao.

7.28 A presenca de metabdlitos especificos no metaboldma dos acessos
pode induzir a preferéncia e o ganho de peso de D. Saccharalis

observados a partir dos bioensaios

No presente trabalho, com objetivo de caracterizar quimicante diferentes
acessos de cana-de-acucar com potencial para defesa contra D.sacharalis e que
poderiam ser utilizados em programas de melhoramento genético para o
desenvolvimento de novas variedades mais resistentes a essa praga, foram
identificados metabdlitos que apresentaram potencial para influenciar tanto o
comportamento de preferéncia por diferentes plantas como também o ganho de
peso de D. saccharalis. Objetivando o fornecimento de uma estratégia para a
selecdo de biomarcadores em genotipos com potenciais para a producdo de
novos compostos além da sacarose, apesar de ndo terem efetuado teste para
observar a influéncia dos metabdlitos sobre o comportamento de insetos,
(COUTINHO et al., 2016) efetuaram uma caracterizacao de genoétipos de cana-
de-acUcar e apresentaram cultivares com potencial para o melhoramento
genético da cana-de-agucar como fonte de flavonas, principalmente luteolina e
derivados de tricina.

No presente trabalho a OPLS-DA permitiu a comparacao entre 0S acessos
SP79 1011 e 1J 76414, SP79 1011 e US 721319 e SP79 1011 e 1J 76361 tanto
para as plantas do tratamento controle quanto para as plantas do tratamento

infestado.
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7.29 Possivel influéncia de metabdlitos discriminantes obtidos da
comparacao entre SP79 1011 (I11) e 1J 76361 (I9) nos resultados do

bioensaio de antixenose

A partir da comparacao entre SP79 1011 e 1J 76361, para as plantas
infestadas, foi possivel observar a presenca de metabdlitos como o acido galico,
acido clorogénico, metabdlitos que podem estar relacionados resultados
observados no bioensaio de antibiose os quais demonstraram que a
D.saccharalis apresentou em média menor ganho de peso quando se alimentou
com plantas do acesso IJ 76361. Reforcando as nossas sugestdes o acido galico
tem demonstrado efeitos crénicos sobre o crescimento de H. armigera pela
reducdo na eficiéncia de conversado alimentar, causando defecagdo continua e
lesdes no intestino grosso (ANANTHAKRISHNAN, 1997). Além disso, (Sabino,
2019) observaram o acido clorogénico foi encontrado em maior concentracao em
plantas de cana-de-acucar infestadas. Além disso, esses autores demonstraram
ainda que o &cido clorogénico pode afetar negativamente a biologia de
D.saccharalis. de modo semelhante, o &cido gélico, pode influenciar
negativamente o desenvolvimento de insetos como, por exemplo, de Helicoverpa
armigera (Hubner 1805) (lepdoptera Nocticidae) e &cido trans-aconitico em
concentracbes mais elevadas em plantas de sorgo contribuiu para sua
resisténcia ao pulgdo Melanaphis sacchari (Zehntner). (UCHIMIYA; KNOLL,
2019).

Os niveis mais elevados de glicina em SP79 1011 poderia ser atribuido
ao seu envolvimento com acumulo de carboidratos, fato que estaria melhorando
o estado nutricional da planta, como mostrado pelos niveis mais elevados de
sacarose. Desse modo, uma vez que carboidratos e aminoacidos podem
melhorar o ganho de peso de insetos (ROY; BARIK, 2012) a maior concentracdo
de glicina e sacarose no metaboloma dessas plantas poderia estar influenciando
no maior ganho de peso de D. saccharalis.

No acesso 1376 361 os niveis menos elevados sacarose indicam que
esse metabdlito poderia estar sendo realocado para outras partes da planta
(SCHWACHTJE et al., 2006; ZHOU et al., 2015) ou ainda sendo usado, pela

planta, como fonte de energia e de carbono para a producdo de outros
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metabdlitos relacionados a defesa como os acidos clorogénico e galico
(SCHWACHTJE; BALDWIN, 2008).

A figura 58 resume as variacfes nos niveis dos metabdlitos para a
comparacao entre SP79 1011 (I11) e IJ 76361 (19).

Assim de acordo com as observagOes apresentadas acima poderia se
especular que presenca desses metabolitos estariam influenciando os

resultados observados no bioensaio de antibiose para esses acessos.

7.30 Possivel influéncia de metabdlitos discriminantes obtidos da
comparacao entre SP79 1011 (C1) e IJ 76361 (C9) nos resultados do

bioensaio de antixenose

Para o bioensaio de antixenose foi possivel perceber que D. saccharalis
preferiu em média a acsso SP79 1011 ao invés de 1J76 361 e tal resultado pode
ser atribuido a presenca de COVs como nonanal e decanal, metabdlitos que séo
capazes de repelir insetos (ZHANG et al., 2015), na mistura volatil de 1376 361
(C9). Esses COVs podem ser biossintetizados a partir de aminoacidos como
valina e alanina de modo que a presenca desses COVs na mistura volatil de 1J76
361 ainda explicaria o fato dos menores niveis de alanina nesse acesso ja que
alanina poderia estar sendo convertida em COVs. Um vez que compostos
fendlico podem influenciar no comportamento de insetos (COUTINHO et al.,
2016) a presenca do acido galico e do &cido clorogénico em maior concentracao
nas plantas do acesso IJ 76361 infestado (19) poderia estar relacionado ao fato
da D. saccharalis serem menos atraida por essas plantas quando comparadas
as plantas do acesso SP79 1011 no bioensaio de antixenose.

Resultados semelhantes forma obtidos por quando (DINARDO-MIRANDA
et al.,, 2012b) trabalharam com diferentes cultuvares de cana-deacUcar e
constataram que uma dessas era menos preferida por D.saccharalis em
bioensaio de antixenose. Apesar desses autores nao terem identificado
compostos que justificassem o comportamento de D. saccharalis (COUTINHO
et al., 2016) sugeriram que a presenca de compostos fendlicos no perfil

metabolico dessa cultivar fosse responsavel por tais especulacoes.



Figura 58-Rota metabodlica dos metabdlitos discriminantes. Em verde os discriminantes em niveis mais elevados e em vermelho os 156

metabdlitos em niveis menos elevados para |J 76361 (19) comparado ao acesso SP79 1011
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7.31 Possivel influéncia de metabodlitos discriminantes obtidos da
comparacéao entre SP79 1011 (C1) e IJ 76414 (C8) e nos resultados do

bioensaio de antixenose

No bioensaio de antixenose foi possivel observar que D. saccharalis
preferiu o acesso |J 76414 (C8). A presenca de decanal, repelente de insetos,
na mistura de COVs pelo acesso SP79 1011, além de piruvato, encontrado em
niveis menos elevados, que pode ser convertido em aminoacidos como valina,
alanina (BINDER, 2010; VOLL et al., 2009), precursores de COVs repelentes de
insetos como decanal (DUDAREVA et al., 2013; ZHANG et al., 2015), colina, um
metabdlito envolvido em mecanismos anti-herbivoria (Ananthakrishnan, 1997;
Sabino et al., 2019) e 4cido E-aconitico um marcador de resisténcia para 0 sorgo
ao pulgdo (UCHIMIYA; KNOLL, 2019) poderiam estar relacionados aos
resultados observado nesse bioensaio e explicar o comportamento observado,
no entanto, mais trabalhos sdo necessarios para testar tais sugestoes.

7.32 Possivel influéncia de metabdlitos discriminantes obtidos da
comparacao entre SP79 1011 (11) e 1J 76414 (I18) nos resultados do

bioensaio de antibiose

No bioensaio de antibiose, com dez dias de avaliagdo, 1J 76414 foi o
acesso que ocasionou o maior numero de evento de fugas e mortes de D.
saccharalis.

A partir dos dados obtidos da OPLS-DA para a comparagcao entre 0s
acessos |J 76414 e SP79 1011 foi possivel observar a presenca dos
aminoacidos glicina, do intermediario do ciclo do acido citrico, fumarato, que séo
metabdlitos relacionados a melhoria do processo fotossintético (ARAUJO;
NUNES-NESI; FERNIE, 2011; XIAOCHUANG et al., 2017) além de sacarose.
Esses metabdlitos poderiam conferir energia e carbono como bloco de
construcdo para a biossintese de outros metabdlitos relacionados a defesa da

planta, podem estar relacionados causas para os eventos de fuga.
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Metabdlitos como alanina e valina sao precursores de volateis que atuam
na defesa de plantas (DUDAREVA et al., 2013) os COVs oriundos desse
metabdlitos poderiam também influenciar no comportamento observado no
bioensaio de antibiose. Além disso, os altos niveis de tirosina, um aminoacido
aromatico precursor de glicosideos cianogénicos, metabdlitos presentes em
diversas familias de plantas como Euphorbiaceae, Proteaceae, e Poaceae, que
atuam contra insetos (SCHENCK; MAEDA, 2018) também poderiam contribuir

para a explicacdo desses eventos morte.

7.33 Metabdlitos identificados a partir dos extratos do colmo do acesso
SP79 1011 podem contribuir para resisténcia dessa planta

A D. saccharalis se desloca da folha em direcdo ao colmo, comportamento
esse que ocorre apds a eclosdo dos ovos. A identificacdo de metabdlitos que
poderiam desencadear esse comportamento torna-se importante uma vez que
seria possivel entender de que maneira esse mecanismo ocorre e assim
desenvolver maneiras de alterar tal comportamento de modo a favorecer a

defesa da planta.

Aminoéacidos do colmo do acesso SP79 1011

Entre os metabolitos soltuveis encontrados no colmo de SP79 1011, no
presente trabalho, esta o aminoacido alanina e o derivado de aminoacido, colina,
um aminoalcool.

Os aminoacidos desempenham varias fungbes nas plantas as quais
incluem seu uso constituintes de proteinas, eles também representam blocos de
construcdo para varias outras vias de biossintese e desempenham papéis
fundamentais durante os processos de sinalizacdo, bem como na resposta ao
estresse das plantas, crescimento e desenvolvimento de plantas, controle
intracelular do pH, geracdo de energia metabdlica ou redox e resisténcia a
ambos estresse abiotico e biotico (FAGARD et al., 2014; GALILI et al., 2014).

O conteudo de aminoacidos nas plantas pode variar como demonstrado

por (ERRARD et al., 2016) quando observaram que o nivel de aminoacidos livres
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em folhas de tomate infestado foi mais acentuado do que nas folhas de plantas
sem infestacao.

As plantas usam os aminoacidos para seu desenvolvimento e como
precursores de biossintese para compostos de defesa, ja os insetos herbivoros
utilizam os aminoacidos como fonte de nutrientes (ZHOU et al., 2015).

O contetudo de N2 nas plantas pode sofrer variagbes influenciadas por
diferentes fatores como demonstrado por (WU et al., 2019) em arroz (Oryza
sativa L.), um membro da familia Poacea, que observaram uma remobilizacdo
do N enddgeno das folhas para as raizes, reduzindo o acimulo de N nas folhas
das plantas tratadas. Os autores argumentaram que essa remobilizacdo poderia
fazer parte de uma estratégia defensiva baseada na tolerancia (WU et al., 2019).
As plantas ainda podem dificultar o desempenho do herbivoro devido a uma
diminuicdo do valor nutricional dos tecidos atacados causada por um
desequilibrio no seu contetdo de aminoacidos (ZHOU et al., 2015).

Nos acessos do tratamento controle os aminoacidos discriminantes
identificados foram o-alanina, glicina, tirosina e valina e os derivados de
aminoéacidos foram betaina, dimetilglicina, colina.

Nos acessos do tratamento infestado os amino&cidos discriminantes
identificados foram a-Alanina e glicina e os derivados foram dimetilglicina,

betaina.

Alanina

Nos extratos do colmo a alanina teve seus niveis reduzidos ap6s o
processo de hebivoria no colmo do acesso SP791011 presente estudo. (PEREZ
et al., 1992) relacionaram a reducao nos niveis desse metabdlito ao seu uso na
producdo de metabdlitos orgéanicos volateis ja que este metabdlito foi relatado
como precursor de ésteres etilicos em morangos. A diminuicdo do aminoacido
alanina pode indicar ainda alocacao de recursos para diferentes partes da planta
ja que estes metabolitos podem ser alocados da parte aérea para as raizes (SUN
et al., 2014).

A alanina é um dos primeiros produtos da assimilacdo de CO2 nas
plantas. Ela € formada na fotossintese, presumivelmente, pela aminacéo

redutora do PEP (fosfo-enol- piruvato) que é derivada da PGA (acido 3-
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fosfoglicerato) (SOSINSKA; MALESZEWSKI, 1978). Volateis de plantas, como
aldeidos, alcoois, ésteres séo derivados de aminoacidos como alanina, valina,
leucina, isoleucina e metionina, que desempenham um papel importante na
defesa das plantas ao recrutar 0s inimigos naturais de inseto herbivoro. Esses
volateis também podem ser repelentes de pragas, ou ainda atrair parasitoides e
predadores que sao inimigos naturais dos herbivoros atuando acima e abaixo do
solo mediando a comunicacdo na prépria planta danificada ou entre plantes
vizinhas volateis (KUTYNIOK; MULLER, 2012; WAR et al., 2011).

Assim, no presente trabalho as diferencas nos niveis de alanina nos
extratos do colmo de plantas do controle e infestadas podem estar relacionadas
ao fato desse metabdlito estar sendo usado como precursor para a producéo de

outros metabdlitos nas plantas que sofreram herbivoria.

Colina

A colina foi um metabdlito encontrado em menor concentracdo nas
plantas sob herbivoria de D. saccharalis. Revelando um contraste com
resultados ja relatados em outros trabalhos ja que em plantas geralmente ocorre
um aumento nos niveis de colina apdés um ataque de insetos herbivoros, o que
esta relacionado a um aumento na sintese de componentes da membrana
celular depois que a membrana € lesionada evento que pode agir contra
herbivoros prejudicando seu desempenho (SARDANS et al., 2014). A colina é
um metabdlito anti-herbivoria geral e um inibidor de patégenos. Sintetizada a
partir da serina, sendo a sintese da serina em plantas relacionada a
transaminacao a partir da asparagina um transportador geral de nitrogénio. O
aumento no teor de colina em plantas feridas esta relacionado a um aumento na
sintese de componentes da membrana apos lesdo na mesma (MCNEIL et al.,
2001). O trabalhode (TITARENKO et al.,, 1997) com Arabidopsis thaliana.
mostraram que o ferimento da planta induz a sintese de colina através da via de
transducédo de sinal de acido jasmonico, sendo que este efeito foi encontrado
nao apenas no local do ferimento, mas também na area nado danificada de
plantas feridas. Assim essa acumulacdo de moléculas sollveis ricas em N tem
sido sugerida como um mecanismo para armazenar N e C apés o ferimento,

sendo que essas reservas induzidas por feridas poderiam posteriormente servir
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como fonte de novo crescimento apds a fase de recuperacgéo da ferida ajudando
a prevenir as perdas de N durante a resposta do ferimento as quais (ZHOU;
THORNBURG, 1999).

Assim como no trabalho de (DE SOUZA et al.,, 2013a) no presente
trabalho, para os metabdlitos do colmo para acesso SP791011, houve uma
reducdo dos teores de colina, o que permite especular que este resultado
provavelmente se deve a caracteristicas desta variedade, pois a mesma em
campo apresenta-se susceptivel ao ataque de D. Saccharalis. Em trabalho com
a mesma variedade usada no presente trabalho, (Sabino, 2019) encontraram
baixos niveis de colina quando as plantas foram submetidas a herbivoria por D.
saccharalis.

O trabalho de (de Souza et al., 2013) em condi¢Bes de laboratério mostrou
que essa cultivar é susceptivel ao ataque de D. saccharalis. Além disso o
trabalho de Silva et al. (2002) estudando o comportamento das variedades
RB72454, RB83102 e SP79-1011 de cana-de-acucar com relacdo a broca
Diatraea spp. em quatro regides de Alagoas, observaram uma maior preferéncia
da broca pela variedade SP79-1011, diferindo significativamente das demais e
uma maior incidéncia da praga na regido litoral norte. Como no presente trabalho
ocorreu uma diminuicdo nos niveis de colina apenas nas plantas sob herbivoria
pode-se especular que tal fato esteja relacionado a uma possivel
susceptibilidade da cultivar ao ataque de D. Sacchralis pois como exposto em
campo a variedade SP 791011 mostrou-se susceptivel ao ataque de D.

sacchralis.

Carboidratos

Apos a herbivoria por D. sacchralis o unico carboidrato encontrado em
menor concentracdo nas plantas atacadas por D. saccharalis foi a sacarose.
Acucares como sacarose, glicose e frutose, no geral desempenham papel
essencial no metabolismo da planta. Eles sdo importantes para o metabolismo e
sdo substratos para a sintese de carboidratos complexos, tais como amido e

celulose. Atuam também como blocos de construgdo para a biossintese de
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aminoacidos e &cidos graxos e praticamente todos 0s outros compostos
presentes nas plantas (SMEEKENS, 2000).

Sacarose

A sacarose é o principal acucar de plantas vasculares. Como € um
carboidrato ndo redutor, pode ser translocado e armazenado nos vacuolos
celulares, ndo sendo metabolizado até ser necessario. E uma molécula
altamente sollvel e quimicamente inerte quando em contato com proteinas, pois
ndo forma ligacdes covalentes com grupos amino livres. E também a molécula
que retém a maior energia livre de hidrolise conhecida para uma ligacao
glicosidica (MOORE, 2006). Além de fornecer substrato para sintese de material
celular e de outros carboidratos de reserva, como amido e frutano, a sacarose
atua como molécula sinalizadora do metabolismo e do desenvolvimento vegetal,
através da modulacdo da expressdo génica e do turnover de proteinas
(FARRAR; POLLOCK; GALLAGHER, 2000).

A sacarose é sintetizada no mesdfilo da folha é rapidamente transportada
para o colmo da cana-de-aclUcar e ao longo do desenvolvimento da planta &
hidrolisada em glicose e frutose, sendo estas moléculas usadas na sintese da
parede celular (TAIZ et al., 2017). No presente estudo foram usadas plantas no
inicio de desenvolvimento vegetativo as quais em condi¢cdes normais tenderiam
a um comportamento de acumulo de sacarose para manutencdo de seus
processos vegetativos. Partindo desse principio pode-se especular que a
diminuicdo dos niveis de sacarose nas plantas infestadas com D. saccharalis
deve-se a algum processo relacionado ao uso dessas moléculas na producao de
compostos de algum modo relacionados a manutencdo do dano causado pelo

inseto atacante.

Compostos fenolicos

Os compostos fendlicos derivados do acido benzoico denominados acido
p-hidroxibenzoico (pHBA) e &cido siringico foram detectados em menor
concentragdo nas plantas que sofreram herbivoria por D. saccharalis. Os

compostos fendlicos sdo um importante grupo de metabdlitos que possuem um
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anel aromatico contendo pelo menos uma hidroxila. Estes compostos incluem:
fendis simples e glicosilados, acidos fenol-carboxilicos, derivados dos acidos
benzdico e cinamico, a-pirones (cumarinas e isocumarinas), ligninas, flavonoides
(flavononas, antocianinas e catequinas) e quinonas. As rotas biossintéticas
ocorrem por duas vias principais, a via do acido chiquimico através de
carboidratos ou pela via do acetato-polimato que inicia com a acetil co-enzima A
e a malonil-coenzima A (CHEYNIER et al., 2013).

Os compostos fenodlicos sdo metabolitos secundarios amplamente
distribuidos, presentes em todo o reino vegetal. Localizados no vacuolo, foram

encontrados em forma livre ou ligados a carboidratos (NACZK; SHAHIDI, 2006).

Acidos p-Hidroxibenzoico (pHBA) e acido siringico

Os acidos p-hidroxibenzoico (pHBA) e acido siringico foram detectados
em menores concentracdes nas plantas sob herbivoria do presente trabalho. Os
acidos benzobicos vegetais (BAs) sdo blocos de construcdo ou elementos
estruturais importantes empregados na biossintese de numerosos metabdlitos
primarios e secundarios, os quais incluem horménios vegetais, cofatores,
compostos de defesa e atrativos para polinizadores e dispersores de sementes.
Esses metabdlitos desempenhando papeis importantes para a aptidao da planta,
e estdo envolvidos na ativacdo da resposta de defesa contra estresses bibticos
(VLOT; DEMPSEY; KLESSIG, 2009; WOODHEAD; COOPER-DRIVER, 1979),
e abidticos (NAIKOO et al., 2019) participando nas cascatas de sinalizacdo de
desenvolvimento que controlam o0s processos tais como a floragdo e
senescéncia. BAs vegetais também fornecem esqueletos de carbono para
numerosos metabdlitos secundéarios. Os compostos benzilicos volateis
(derivados de BA), benzilicos (derivados do alcool benzilico) e antraniloilo
(derivados do &cido antranilico) funcionam como compostos que participam da
atracdo de polinizadores e dispersores de sementes.

Contrastando com os resultados do presente trabalho, porém trabalhando
com microrganismos. O trabalho de (SMITH-BECKER et al., 1998) demonstrou
gue em folhas de pepino (Cucumis sativa) inoculadas com Pseudomonas
syringae pv. Syringae ocorreu um aumento transitorio nas concentracdes SA e

4HBA nos fluidos do floema atingindo concentracbes maximas 15 h apds a



164

inoculacdo. Esses autores sugerem que 0s dois compostos seriam produzidos
de novo no caule e peciolos, ou em tecidos vasculares. Além disso,
(ANANTHAKRISHNAN et al., 1990) argumentam Heliothis armigera Hubner
tiveram seu desenvolvimento (sobrevivéncia e pupagao) e comportamento
alimentar prejudicado quando tal praga foi tratada com compostos fendlicos.

Woodhead & Cooper-Driver, (1979) descobriram que o plantas de sorgo
continha uma mistura de hidrolases que poderia efetuar a transformacéo de
ésteres fendlicos "inativos" e glicosideos em acidos fendlicos "ativos" em uma
concentracéo alta o suficiente para reduzir significativamente a alimentacéo por
Locusta migratdria. Dentre os acidos detectados esta o (pHBA).

Em casos de trabalhos com insetos, porém, mais uma vez demonstrando
resultados contrastantes aos encontrados no presente trabalho, o trabalho de
(RANI; PRATYUSHA, 2014) avaliaram as propriedades anti-nutritivas e
defensivas de compostos fendlicos que foram potencializados em plantas de
mamona, Ricinus communis L. devido a danos causados por herbivoros. Neste
trabalho os autores puderam observar que os danos causados por duas pragas,
Achaea janata L. e Spodoptera litura F. na mamona, resultaram em aumento
guantitativo dos &cidos siringico, cumarico, cinamico e vanilico. Além disso estes
compostos fendlicos mostraram um impacto consideravel na alimentacdo dos
insectos e a sua natureza toxica em relacdo aos herbivoros foi determinada
estimando-se trés enzimas de desintoxica¢cdo no meio do intestino, glutationa-s-
transferase, carboxil esterase e p-glucosidase. Neste mesmo trabalho os autores
executaram bioensaios de oviposicao e orientacdo com o parasitdide de ovos
Trichogramma chilonis Ishii, e assim observaram que os acidos siringico e
coumarico mostraram boa atividade kairomonal, definindo um novo papel destes
guimicos na defesa indireta da planta.

Trabalhando com plantas de triticale (Triticosecale Wittm.) submetidas a
alimentacédo do pulgédo do gréao (Sitobion avenae F.) e do besouro da folha do
cereal (Oulema melanopus L.). (CHRZANOWSKI; LESZCZYNSKI, 2008)
observaram que a alimentacdo do besouro das folhas de cereais provocou
aumento nas concentragdes dos &cidos galico, clorogénico, salicilico, siringico e
ferdlico. Além disso os autores observaram ainda que a alimentacdo do pulgao
resultou no aumento das concentragdes dos acidos galico, clorogénico, vanilico,

cafeico, sirigico e salicilico.
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A diminuigc&o na concentragéo do acido siringico e p-hidroxibenzoéico nas
plantas submetidas a herbivoria do presente trabalho contrasta com os
resultados encontrados com os resultados dos experimentos expostos acima.
Essa diminuicdo pode estar relacionada ao uso destes metabdlitos como fonte
para a producao de outros metabdlitos que poderiam estar envolvidos na defesa
da planta, porém, ndo existem estudos sobre quais metabdlitos poderiam ser
estes ja que as vias metabdlicas para a sua producdo ainda sao pouco
estudadas (WIDHALM; DUDAREVA, 2015) .

Alcoois

No presente trabalho o etanol foi detectado em niveis mais elevados nas
plantas sob a herbivoria de D. saccharalis. Sob condi¢cdes aerdbicas normais
(21% 0O2), as plantas produzem energia através da oxidagédo gradual da glicose
para os produtos finais CO2 e H20 (respiracdo). Essas etapas incluem a
conversdo de glicose em piruvato, oxidacdo subsequiente através do ciclo do
acido tricarboxilico ao COz, e fosforilagdo oxidativa, na qual o Oz atmosférico é
usado para produzir H20. Sob a falta de Oz, ocorre um processo alternativo para
fornecer a energia necessaria para sustentar as funces da vida; piruvato é
convertido em acetaldeido, que é rapidamente reduzido a etanol, ou seja,
fermentacdo (TAIZ et al.,, 2017). O etanol como produto da fermentacéo
anaerobica via piruvato descarboxilase e alcool desidrogenase, geralmente nao
€ gerado em partes aéreas de plantas, porém, em condicbes andxicas, como
inundacdes, ocorre a fermentacéo do etanol e posterior transporte de etanol para
partes aéreas da planta (VAN WAARDE, 1991).

Etanol

O etanol pode ser produzido em condi¢cdes de estresse aerobio e tem sido
demonstrado que é produzido durante estagios especiais de patogénese,
especialmente em intera¢gBes de plantas com patdgenos de podriddo mole, como
espécies de Erwinia. Assim o papel do etanol como padrdo molecular associado

a dano (PMAD) néo € evidente porque sua fonte néao é clara.
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O trabalho de (PENUELAS et al., 2005) evidencia a importancia do etanol
como um produto gerado pelo ataque de insetos herbivoros. Nesse trabalho os
autores mostraram que a herbivoria por lagartas de Euphydryas aurinia em
plantas Succisa pratensis (Dipsacaceae) resultou na emissdao de etanol,
enquanto as plantas que ndo foram atacadas ndo emitiram etanol, porém os
autores ndo chegaram a determinar a fonte de producdo etanol induzido por
herbivoria. Outra evidéncia que sugere que o etanol pode ser produzido em
plantas durante o estresse, € o aumento da inducéo de alcool desidrogenase
(ADH-P) induzida pelo estresse, que reduz o acetaldeido a etanol. Em geral, o
ADH-Ps demonstrou desempenhar papéis na producdo de COVs (reducdo de
hexendis C6-volateis para hexendis), bem como fermentacdo anaerdbica e
aerébica (TADEGE; DUPUIS; KUHLEMEIER, 1999).

Hann et al., (2014) argumentam que se o etanol é produzido durante
condicBes de estresse como hipdxia, frio, osmatico e sal, bem como em resposta
a alguns patdgenos, mas ndo sob condicfes normais. Esses metabdlitos entédo
ele tem o potencial de funcionar como um alarme quimico, possivelmente como
um DAMP ou MAMP, dependendo da sua fonte. Nesse trabalho os autores
mostraram que o etanol ndo funcionava como um elicitor forte em dicotiledéneas,
mas sim alterava a resposta de MAPK (proteina quinase ativada por mitdgeno)
e EROs (espécies reativas de oxigénio) para flg22 (peptideo de flagelina de 22
aminoacidos) e sistemina (polipeptideo de 18 aminoacidos responsivos a danos
por herbivoros ou mecéanicos), similar ao metanol. Nas gramineas, tanto o etanol
guanto o metanol atuaram como elicitores fortes da atividade da MAPK. Resta
determinar se o etanol altera a expressao génica induzida por MAMP e DAMP.
Esses autores ainda argumentam que o etanol, ao contrario do metanol, néo é
conhecido por ser produzido durante as condi¢cdes normais de crescimento das
plantas, as plantas ndo precisam ser capazes de distinguir o etanol induzido pelo
estresse de outras fontes de etanol. Logo, o etanol pode ser um indicador mais
confiavel de perigo.

Assim sendo, no presente trabalho as plantas infestadas apresentaram
maiores niveis de etanol sugerindo que esse metabdlito possivelmente tem um
papel importante na sinalizacdo do estresse causado pelo ataque da D.
saccharalis, embora esse aumento nos niveis de etanol possa ser devido da

fermentacao ja que as plantas ficaram cinco dias de herbivoria e provavelmente



167

algum microrganismo ao se alojar no colmo pode promover a fermentacao da
sacarose a etanol fato que também explicaria os baixos niveis na concentracéo

de sacarose nas plantas sob herbivoria.

Acidos organicos

A analise metabolémica das plantas do presente trabalho demonstra que
0 succinato se encontrava em niveis mais elevados em plantas infestadas com

D. saccharalis quando comparadas a plantas do controle.

Succinato

Assim como em animais e microorganismos o ciclo do &cido tricarboxilico
(TCA) das mitocondrias vegetais € composto por um conjunto de oito enzimas
gue oxidam piruvato e malato formados no citosol para CO 2 e NADH. O CO 2 é
liberado e o NADH é oxidado pela cadeia de transporte de elétrons para a
geragcao de ATP (WANG et al., 2017). No ciclo de Krebs a succinato
desidrogenase é a enzima que catalisa a oxidacédo do succinato ao fumarato e a
reducao da ubiquinona (UQ) ao ubiquinol (UQH 2), ligando assim o ciclo do &cido
tricarboxilico (TCA) e o sistema de transporte de elétrons (ETS) sendo também
uma importante fonte de espécies reativas de oxigénio (EROs) em plantas
regulando a resposta de defesa ao estresse (TAIZ et al., 2017). As espécies
reativas de oxigénio (EROs) sdo moléculas sinalizadoras que regulam o
desenvolvimento das plantas e as respostas a estresses (BITTNER; TRAUER-
KIZILELMA; HILKER, 2017). No trabalho de (JARDIM-MESSEDER et al., 2015)
demostrou-se o papel de succinato desidrogenase (SDH) na producédo de EROs
mitocondrial através de sua relacdo com inibidores competitivos (malonato MA,
acido 3-nitropropionico (3NP) e oxaloacetato (OAA) e ndo competitivos
(trifluoroacetona (TTFA)) como também a influéncia desta relacdo com o
desenvolvimento da planta. Seus resultados demonstraram que SDH é uma
fonte direta de EROS em mitoc6ndrias vegetais e que a inducdo da producéo de
EROs por inibidores especificos de SDH prejudica o crescimento das plantas.

Diante do exposto sugerimos que O succinato em maior concentracdo nas
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plantas sob herbivoria se deve a provavel um mecanismo de producdo de EROs
como resposta ao ataque de D. saccharalis

A presenca de sacarose em menores concentracdes nas plantas
infestadas nao explicam o deslocamento da D. saccharalis, uma vez que essas
plantas, devido ao nivel mais baixo de sacarose, se apresentam menos nutritivas
do que as plantas controle, porém, para que conclusfes mais precisas sejam
feitas, mais estudos sdo necessarios, principalmente aqueles que mostrem
alteracdes metabdlicas comparando folha e colmo em diferentes periodos de

avaliagéo.



170

8 CONCLUSOES

-A andlise metabolémica da SP 79 1011 apo6s o experimento antibiose durante 120
horas, revelou diferencas entre os metabdlitos produzidos pelas plantas submetidas a
diferentes tratamentos.

-Os metabdlitos encontrados por intermédio da analise metaboldmica quando se
comparou as plantas controle com as plantas sob herbivoria pertencem a diferentes
classes de compostos como por exemplo: élcoois, fendlicos, aminoacidos, sendo que
possivelmente alguns destes metabdlitos podem estar relacionados a defesa da
planta contra o ataque da D. saccharalis.

-Aeracdes das plantas com os acessos SP79 1011, US 721319, 1J 76414 e IJ 76361
mostraram de COVs que poderiam ser relacionados ao comportamento de D.
saccharalis observado no bioensaio de antixenose.

-O bioensaio de antixenose demonstrou que o acesso 1J 76361 foi menos preferido
por D. saccharalis quando comparado a SP79 1011.

-O acesso |1J 76414 foi mais preferido por D. saccharalis quando comparado a SP79
1011.

-O bioensaio de antibiose com todos o0s 12 acessos oriundos do BAG foi efetuado com
um intervalo de dez dias e revelou a ocorréncia de contrastes entres as plantas
avaliadas.

-O acesso 1J 76361 foi aquele que forneceu o menor ganho de peso para D.
saccharalis quando comparado a SP791011.

-O acesso US 721319 forneceu o menor ganho de peso para D. saccharalis logo
depois de IJ 76361, porém a diferenca do ganho de peso de D. saccharalis alimentada
com esse acesso comparado a SP791011 néo foi significativo.

-A partir da identificac@o de acessos que apresentam caracteristicas de defesa contra
o ataque de insetos herbivoros é possivel seleciona-los para que atuem como fonte
potencial de variabilidade em programas de melhoramento genético de plantas
Levando essas observagdes em consideracdo, sugerimos que os acesso |J 76361
apresenta potencial para o melhoramento genético da cana-de-agucar como fonte de
COVs como nonanal, decanal, tetradecano, pentadecano, 2-ethyl-1-Hexanol, Y-
Cadineno e a-Cadineno, e de metabdlitos como acido clorogénico, acido galico,

betaina, dimetilglicina e alanina.
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9 PERSPECTIVAS

Como perspectivas do trabalho serdo realizadas comparacdes entre os perfis
metabdlicos dos acesos do tratamento controle e infestado. Serdo realizadas
comparacdes entre as misturas de COVs dos acessos do tratamento controle e
infestado. Sera realizada a identificacdo de metabdlitos solUveis com base em
técnicas de cromatografia liquida dando énfase em classes especificas de metabdlitos
tais como compostos fendlicos. Realizar analise metaboldmica do colmo do acesso

SP79 1011 em diferentes tempos de confinamento da D. saccharalis.
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