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RESUMO

A crescente demanda mundial para a producdo de energias renovaveis em
substituicdo aos combustiveis fosseis tem dado grande destaque a cana-de-acgucar
(Saccharum sp.), pois esta tem sido considerada como a cultura mais eficiente para
a producao de energia. O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar com
uma producédo de 652,02 milhdes de toneladas na safra 2013/2014, em uma area de
8,1 milhdes de hectares. Um dos grandes entraves a producdo de cana-de-agucar
ainda é o ataque de pragas e doencas. Estima-se que cerca de 10% das perdas
para esta cultura sejam ocasionadas por insetos, sendo a broca da cana-de-agUcar
(Diatraea saccharalis) a mais importante. As plantas, durante a evolucdo, para
reduzir os danos causados pelo ataque dos insetos, tém desenvolvido uma série de
mecanismos de defesa, dentre eles, barreiras fisicas, metabdlitos toxicos e
metabolitos volateis sinalizadores. Muitos trabalhos tém sido desenvolvidos para
decifrar os mecanismos de defesa da cana-de-acUcar ao ataque de insetos
herbivoros, na tentativa de subsidiar programas de melhoramento genético e a
biotecnologia de informacdo para o desenvolvimento de plantas mais resistentes,
mas, muito destes mecanismos ainda permanecem a ser esclarecidos. Este projeto
se propds a avaliar a resposta da cana-de-acucar na herbivoria por Diatraea
sccharalis através da identificacdo de importantes compostos organicos volateis,
metabdlitos secundarios e proteinas produzidas durante o processo de resposta ao
ataque. Investigamos a sequéncia de uma possivel terpeno sintase, bem como
genes Benzoxazinoides (Bx) de cana de acucar e a expressao destes genes nas
plantas infestadas. Nossos resultados mostram que a cana-de-agUcar apresenta
uma resposta sistémica quando atacada pela larva de Diatraea saccharalis
produzindo o composto volatil B-cariofileno, com aumento da expressao do gene
putativo TPs de cana, o aumento acido hidroxadmico DIMBOA nas raizes junto com o
aumento da expressao dos genes envolvidos na sua biossintese e proteinas
relacionadas a defesa na tentativas de inibir o ataque da larva e preservar a planta.

Palavras-chaves: Cana-de-acucar. Diatraea saccharalis. Herbivoria.



ABSTRACT

The increasing global demand for renewable energy to replace fossil fuels has given
great emphasis on sugar cane (Saccharum spp) As this has been considered as the
most efficient crop for energy production. Brazil is the largest producer of sugar cane
with a production of 652.02 million tonnes in the 2013/2014 season, in an area of 8.1
million hectares. One major barrier to the production of sugar cane is still the attack
of pests and diseases. It is estimated that about 10 % of the crop losses to be
caused by insects, and the bit of sugar cane (Diatraea saccharalis) the most
important. Plants, during evolution, to reduce the damage caused by the attack of
insects, have developed a number of defense mechanisms, among them physical,
toxic metabolites and volatile metabolites. Many studies have been developed to
decipher the mechanisms of defense sugar cane to attack by herbivorous insects in
an attempt to support breeding and biotechnology information programs for the
development of more resistant plants, but many of these mechanisms still remain to
be clarified. This project aimed to evaluate the response of sugar cane in herbivory
by Diatraea saccharalis identifying volatile organic compounds, secondary
metabolites and proteins produced during the response to the attack. We
investigated the possible sequence of a terpene synthase, and Benzoxazinoides (Bx)
sugar cane genes and the expression of these genes in the infected plants. Our
results show that sugar cane has a systemic response when attacked by the larva
Diatraea saccharalis producing B - caryophyllene volatile compound with increased
expression of TPs cane putative gene, hydroxamic acid DIMBOA in roots increased
with the expression of genes involved in the biosynthesis and defense-related
proteins in attempts to inhibit the attack of the larvae and preserve the plant.

Keywords: Sugar cane. Diatraea saccharalis. Herbivory.
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1 INTRODUCAO

A sobrevivéncia de um organismo depende da sua capacidade de defesa
contra seus inimigos naturais. Nos organismos autotrofos, como o0s vegetais, 0s
quais convivem constantemente com a ameaca de serem consumidos por
herbivoros, houve a necessidade de desenvolver, ao longo da evolug¢do, uma série
de mecanismos que auxiliam na resisténcia a esses agressores.

Dessa forma, as plantas respondem a herbivoria por meio de alteracdes
morfoldgicas, fisioldgicas e bioguimicas a fim de reduzir e/ou compensar o ataque de
um herbivoro. Os mecanismos bioquimicos de defesa contra os herbivoros séo
amplos, dindmicos e mediados tanto pela defesa direta quanto indireta. Diretamente,
0s compostos de defesa séo produzidos constitutivamente ou induzidos em resposta
a danos nas plantas e afetam desde a alimentacéo, crescimento e sobrevivéncia dos
herbivoros. Além disso, as plantas também liberam compostos organicos volateis
(COVs) que atraem os inimigos naturais dos herbivoros ou funcionam como
sinalizadores para outras plantas, uma maneira indireta de defesa.

A producdo de compostos volateis varia de acordo com as espécies de
plantas, o estagio de desenvolvimento e condi¢des fisiologicas. O mecanismo
funciona de forma que uma quantidade significativa de volateis é normalmente
liberada pelas plantas para a atmosfera, enquanto que uma mistura diferente dessas
substancias é produzida em resposta a herbivoros.

Apesar das estratégias defensivas complexas contra o ataque de insetos e
patdgenos, alguns destes herbivoros ainda sdo capazes de preteri-las causando
perdas econdmicas significativas em culturas cultivadas, como € o caso da broca da
cana-de-acucar (Diatraea saccharalis).

D. saccharalis € uma importante praga para gramineas atacando o milho,
sorgo, trigo, culturas de arroz e no Brasil principalmente a cana-de-acgUcar. Este
herbivoro é a mais importante praga desta cultura e destaca-se das outras por sua
ampla distribuicéo, intensidade de ataque e dano econdémico.

A importancia da praga se traduz ainda pelo fato de o Brasil ser o maior
produtor mundial de cana-de-agucar segundo a Unido da Industria de Cana-de-
acucar (UNICA), o maior exportador de acucar, segundo United States Department
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of Agriculture (USDA) e o0 segundo maior produtor de etanol do mundo, segundo a
F.O.Licht.

E estimado que a safra de 2013/2014 destinada a atividade sucroalcooleira
seja em torno de 8.799.150 hectares e rendera uma producédo de 652,02 milhdes de
toneladas, com aumento de 10,70% em relagdo a safra 2012/13.

Até o presente momento, os estudos de resposta da cana-de-acUcar a
herbivoria tém se restringido principalmente a dindmica de genes, proteinas e
metabalitos especificos elicitados pelo ataque do inseto ou a analises transcricionais
em grande escala de bibliotecas de macro e microarranjos.

Varios estudos tém demonstrado que alteracbes no proteoma de um
organismo nao podem ser inferidas simplesmente por meio das mudancas no
transcriptoma. A obtencdo de informacfes relevantes sobre processos normais e
anormais que ocorrem no momento em que a planta esta se defendendo podem
mostrar que enzimas estéao ligadas ao processo de resposta a herbivoria e em um
préximo estagio sugerir elementos especificos para o desenvolvimento de plantas
mais resistentes.

Além disso, em um determinado microambiente celular, proteinas e
transcritos interagem com outras moléculas em vias especificas, e estas interacdes
determinam a regulacdo, expressao, atividade e a estabilidade das moléculas de
MRNA e proteinas.

Algumas abordagens para aumentar a defesa das plantas frente aos insetos
herbivoros tem sido adotadas. Entretanto, a funcdo de muitos genes que
apresentam expressado modificada pela herbivoria permanece ainda desconhecida e
0S mecanismos de resposta a esse estresse bidtico ainda continuam sendo um
desafio a pesquisa.

Uma estratégia para o controle de pragas € utilizar inimigos naturais
estabelecendo assim os beneficios da interacéo tritrofica ao produtor. No caso da
cana-de-agucar usa-se a Cotesia flavipes, parasitoide da D. saccharalis, tendo essa
grande viabilidade, baixo custo de producéo e facil manipulacgéo.

Outra estratégia € a aplicacdo da identificacdo dos COVs, genes e enzimas
envolvidas na defesa para desenvolvimento de elementos no melhoramento

genético da cana-de-acgucar.
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E fundamental um melhor entendimento da resposta ao ataque da D.
saccharalis. Com a identificacdo dos mecanismos de resposta sera possivel a
utilizacao destes no aumento da resisténcia a resisténcia a essa praga.

Frente a essa realidade, este projeto se propds a avaliar a resposta da cana
de acucar a herbivoria por D. saccharalis a partir da identificacdo de importantes
compostos organicos volateis, metabdlitos secundérios e proteinas envolvidas na

defesa.
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OBJETIVOS

Geral

Identificar os mecanismos de resposta da cana-de-acucar frente a

herbivoria por Diatrea saccharalis.
Especificos

Identificar os compostos volateis emitidos na resposta a Diatraea
saccharalis;

Identificar os metabdlitos secundarios produzidos na resposta a herbivoria
por D. saccharalis;

Buscar 0 gene putativo da terpeno sintase em cana-de-acUcar e avaliar
sua expressao no momento da herbivoria;

Avaliar a atracdo do endoparasitoide Cotesia flavipes por volateis
liberados pela cana-de-acucar apés a herbivoria por D. saccharalis;
Identificar, na cana-de-acgUcar, 0os genes relacionados com a producéo do
metabdlito secundario DIMBOA e avaliar sua expressao no momento da
herbivoria;

Verificar se ha resposta da cana-de-acucar quando exposta ao composto
cis-jasmona;

Identificar proteinas do tecido foliar de cana-de-aclUcar que sejam

elicitadas pela herbivoria de D. saccharalis.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 A Cana-de-acucar

A cana-de-acucar € uma graminea perene, em sua forma natural, pertencente
a familia Poaceae e ao género Saccharum, que abrange vérias espécies, sendo as
mais estudadas do género S. officinarum, S. spontaneum, S. sinensis, S.barberi e S.
robustum (GUPTA et al., 2010; CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011).

Esse vegetal € originario do Sudeste Asiatico, na regido central da Nova
Guiné e Indonésia (SACILOTO, 2003) e foi introduzido no Brasil pelos portugueses
no século VXI, inicialmente em Pernambuco e Sdo Paulo (BRAUNBECK; CORTEZ,
2008). E cultivada em regides tropicais e subtropicais em todo mundo, com uma
area maior que 20 milhdes de hectares distribuidos em 121 paises sendo
considerada uma das principais espécies de vegetais cultivada em todo mundo
(ROSILLO-CALLE et al., 2005; FAO, 2013).

De forma geral, a cana é composta por raizes e rizomas que fazem parte da
area subterranea e o colmo, as folhas e as flores pertencem a regido aérea da
planta (TRIANA et al., 1990). Basicamente, a regido da planta de maior interesse € o
colmo onde a sacarose é predominantemente estocada (MANTELATTO, 2005).

A maioria das variedades atualmente cultivadas séo originadas da hibridacdo
interespecifica entre diferentes espécies de Saccharum, particularmente entre S.
officinarum e S. spontaneum (DILLON et al.,, 2007). A espécie selvagem S.
spontaneum possui um baixo teor de acgucar, colmo fino, alto teor de fibras e elevada
resisténcia a estresses bidticos e abidticos (CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al.,
2011). Enquanto que S. officinarum tem alto teor de agucar, colmo grosso, baixo teor
de fibras, baixa resisténcia a doencas e pragas (SCARPARI; BEAUCLAIR, 2008).
Esta ultima, entretanto, destaca-se por apresentar facil adaptagédo a solos pobres em
fertilidade, alta producdo agricola, boa brotagdo em socarias e bom perfilhamento
(FERNANDES, 2005).

Na hibridacdo de vérias espécies com as variedades nobres de S. officinarum
procura-se aliar a rusticidade e resisténcia a pragas e doencas a boas qualidades
fisiologicas e o alto teor de agucar (CASAGRANDE; VASCONCELOS, 2010).
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3.2 Importancia Econdmica da Cana-de-agucar

O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-acucar segundo a Unido da
Industria de Cana-de-acucar (UNICA), o maior exportador de acucar, segundo
United States Department of Agriculture (USDA) e o segundo maior produtor de
etanol do mundo, segundo a F.O.Licht. A producdo concentra-se nas regides
Centro-Sul e Nordeste do Brasil permitindo, dessa forma, duas safras por ano e,
consequentemente o fornecimento de acucar e etanol para o mercado interno e
externo durante todo o ano (UNIAO DA INDUSTRIA DA CANA-DE-ACUCAR, 2013).

E estimado que a safra de 2013/2014 destinada a atividade sucroalcooleira
tenha uma area plantada correspondente a 8.799.150 hectares rendendo uma
producdo de 652,02 milhdes de toneladas, com aumento de 10,70% em relacdo a
safra 2012/13. O estado de S&o Paulo permanece como 0 maior produtor com
51,31% (4.515.360 hectares). Alagoas ocupa o0 sexto lugar no cultivo da cana-de-
acucar no Brasil e o primeiro no Nordeste e possui atualmente uma area de cultivo
correspondente a 5,02% do seu territério (442.590 hectares) (CONAB, 2013).

Assim, sO no primeiro trimestre do ano da safra de 2013/2014 o setor
sucroalcooleiro movimentou R$1,1 bilhdo, o que representa um aumento de 18,7%
em relacao a safra de 2012/2013 (CONAB, 2013). De acordo com o Procana o setor
sucroalcooleiro foi responsavel por aproximadamente 2% do PIB nacional e por 8%
do PIB da agricultura no Brasil em 2011, tendo empregado cerca de 4,5 milhdes de
pessoas, além de congregar mais de 72.000 agricultores e 373 usinas e destilarias,
em operagao ou projeto.

Com relacdo a producdo de acucar, estima-se o crescimento de 13,61%,
passando de 38,34 milhdes de toneladas para 43,56 milhdes. A producao total de
etanol deve chegar a 25,77 bilhdes de litros contra 23,64 bilhdes da safra 2011/12.
Deste total, 9,85 bilhdes de litros serdo de etanol anidro e 12,79 bilhdes de bioetanol
(UNIAO DA INDUSTRIA DA CANA-DE-ACUCAR, 2013).

Os dados demostram que o Brasil € hoje o maior produtor de cana-de-acgucar,
reconhecido mundialmente como o lider na producéo, responsavel por 1/3 de toda a
producdo mundial. No entanto, o rendimento ainda é baixo, com média de 75
toneladas/ha (KOHLHEPP, 2010).

Atualmente a principal estratégia para o aumento da produtividade € através

de programas de melhoramento genético, que buscam o desenvolvimento de
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cultivares melhorados e mais produtivos, tolerantes a variacdes bidticas e abidticas,
de modo a se extrair o potencial maximo da cultura sob condi¢des especificas.

3.3 Perdas Econémicas por Pragas

A cana-de-acucar pode ser atacada por mais de 80 espécies de pragas
acarretando perdas de aproximadamente 20% do total de toda a producao por ano
(ROSSETTO; SANTIAGO, 2007).

Apesar da facilidade de adaptacdo da cana-de-acucar ao clima do Brasil,
muitos fatores sdo responsaveis pela reducdo dos rendimentos agroindustriais da
cultura. Dentre esses incluem-se as pragas, que causam significativas perdas por
unidade de é&rea, acarretando em prejuizo econbmico para 0s produtores e
impactando diretamente no rendimento dos produtos da indUstria de cana (PEREIRA
et al., 2010; BARBOSA et al., 2011).

Segundo Picanco (2010), organismos-praga reduzem a producao das culturas
ao ataca-las, sdo carreadores de doencas, diminuem a qualidade dos produtos
agricolas e causam dessa forma, perdas econdmicas. Com isso, é necessaria uma
medida sistematica e estratégica visando a minimizacao destas pragas, sem que
isto, venha prejudicar a cultura de interesse industrial.

Segundo Rossetto e Santiago (2007), para cada 1% de intensidade de
infestacdo da praga em uma produtividade de 80 toneladas por hectare as perdas
ocasionadas pela broca equivalem, em média, a 616 quilos de cana, 28 quilos de
acucar e 16 litros de alcool.

A broca da cana-de-acucar (Diatraea saccharalis) é responsavel por perdas
econdbmicas de aproximadamente 20% em todo mundo. E no Brasil, estudos
realizados pelo Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) demonstraram que em uma
area de ocorréncia com 8.000 mil (ha) h& prejuizos em torno de 370 (R$/h&/ano),
totalizando 2.960 milhdes (R$) (CENTRO DE TECNOLOGIA CANAVIEIRA, 2013).

3.4 A broca-da-cana de acuUcar — Diatraea saccharalis

A Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) é uma importante praga em
milho, sorgo, trigo, culturas de arroz e cana-de-aglUcar (FIGUEIREDO, 2010). E
encontrada no Caribe, América Central e nas regides quentes da América do Sul até
o norte da Argentina (SGRILLO, 1979; LIMA FILHO; LIMA, 2001).
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Seu ciclo de vida apresenta quatro fases bem distintas: ovo, larva, pupa e
adulto o que a caracteriza como uma espécie holometabdlica (LIMA FILHO; LIMA,
2001; COSTA, 2010). A fase adulta é representada pelas mariposas de coloragéao
amarelo-palha, manchas escuras nas asas anteriores e asas posteriores brancas em
forma de “V” invertido. As fémeas sdo maiores e possuem menos pigmentagao nas
asas em relacdo aos machos, que apresentam mais um fator morfoldgico diferencial,
cerdas no ultimo par de pernas (PANNUTI, 2012).

Os adultos apresentam habito noturno, longevidade de aproximadamente
cinco dias e as fémeas durante esse periodo liberam feroménio para atrair o macho
e copular. Apés o acasalamento as fémeas podem depositar na parte dorsal das
folhnas de cana-de-acucar cerca de 200 a 400 ovos de formato oval achatado e
coloracdo que varia de amarelo palha a marrom-escura (GALLO et al, 2002;
PANNUTI, 2012).

As lagartas apresentam coloracdo branco leitosa, capsula cefalica marrom-
escura e linhas marrons dispostas ao longo do corpo (Figura 1). Seu tamanho
maximo ao final da sexta ecdise € de 25mm que logo em seguida comeca a fase de
pupa que pode durar até 10 dias (BOTELHO; MACEDO, 2002).

Figura 1 — Diatrea saccharalis em dieta artificial utilizada em nossos
experimentos.

Fonte: Silva Filho, BF, 2012.

35 Herbivoria

s

A herbivoria € definida como o consumo de estruturas vegetativas e
reprodutivas das plantas por animais ou patégenos (MELLO, 2007). Este processo

pode condicionar 0 sucesso das plantas nos mais diversos ambientes, sendo um
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dos fatores responsaveis pela estrutura e composicdo das comunidades vegetais
(WEIS; CAMPBELL, 1992).

Estudos sobre a relacéo entre plantas e insetos sdo complexos, pois além da
necessidade que existe do equilibrio das cadeias troficas, neste caso, deve-se
estudar a planta (produtor priméario) e o inseto (consumidor primério). Dependendo
do objeto de estudo had um terceiro nivel tréfico envolvendo o predador ou
parasitoide (consumidor secundario) (SILVA et al., 2012).

Este processo de interacdo (inseto-planta) pode ser visto na polinizacéo,
principalmente quando ha o uso de plantas para abrigo e alimentacédo do inseto sem
causar danos a planta. Animais e insetos que se alimentam de partes néo
reprodutivas do vegetal (folhas, raiz, e caule) sdo considerados herbivoros
(ANGELO; DALMOLIN, 2007).

Por causa desta relagédo de dependéncia positiva para os animais e insetos e
negativa para as plantas, o resultado foi a evolucdo da reacdo contraria a este
ataque por parte das plantas em que defesas selecionam alguns grupos de
herbivoros e em que herbivoros influenciam a evolugdo das defesas nas plantas
(COLEY; BARONE, 1996). Pode ser considerado um processo coevolutivo, ja que
os insetos melhoram suas formas de driblar as defesas da planta e as plantas por
sua vez, aprimoram suas formas de defesa (JANZEN, 1980).

3.6 Herbivoria por Diatrea saccharalis

A broca da cana é considerada uma das mais importantes pragas da cana-de-
acucar no Brasil, pois reduz de forma significativa a produtividade e qualidade da
matéria prima (DINARDO-MIRANDA, 2008).

A fase larval, especialmente os que correspondem a terceira, quarta e quinta
ecdise causam danos significativos a planta. Quando eclodem as lagartas em suas
duas primeiras ecdises ficam na area do cartucho da planta, alimentando-se do
parénquima das folhas e da casca do entrené em formacgédo para logo em seguida
comecgarem a perfurar o colmo (VENDRAMIN, 1987; PANNUTI, 2012). Suas quatro
ecdises posteriores ocorrem dentro do colmo onde abrem galerias e 14 se instalam
até completar o desenvolvimento larval e tornarem-se pupa e recomecgar o ciclo
(VENDRAMIN, 1987).
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Dentre as pragas que acometem a cana-de-acucar a broca da cana (D.
saccharalis) destaca-se em virtude do seu poder “destruidor” (COSTA; FRANCEZ;
SA, 2010). Entre os prejuizos causados, enfatiza-se a morte da gema apical
(fendbmeno conhecido como coracdo morto), o tombamento da planta (pela formacgéo
de galerias) e a inversédo da sacarose (prejudicial na producéo de acucar) (GALLO et
al., 2002; DINARDO-MIRANDA, 2008).

Existem dois tipos de prejuizos em cana-de-acUcar quando atacada por D.
saccharalis: Diretos e Indiretos. Os prejuizos diretos sdo causados em qualquer
estagio de desenvolvimento da planta. O sintoma conhecido como “coragdo morto” &
um dos principais problemas de perdas em canaviais e frequentemente observado
em plantas de até quatro meses de idade. Em plantas adultas é observado
brotacdes laterais, enraizamento aéreo, perda de peso, afinamento e quebra do
colmo causando morte da planta (BARSALOBRES, 2004).

Os prejuizos indiretos sdo uma consequéncia do comportamento da broca
gue quando inicia o ataque a planta e a formacédo de galerias adentrando no colmo
podem ser acompanhadas por microrganismos oportunistas como os fungos
Glomerella tucumanensis e Colletotrichum falcatum causadores da “podridao
vermelha”. Em contra partida para se defender a planta produz substancias de
defesa a partir da conversdo da sacarose, ocasionando consequentes perdas nos
niveis de sacarose e comprometendo a producao de ac¢uUcar e alcool (MELO, 1984).

Trabalhos realizados pela Copersucar, hoje CTC (Centro de tecnologia
canavieira), com cultivares no fim da década de 1990 revelaram que, a cada 1% de
intensidade de infestagcdo da broca, as perdas poderiam chegar a 1,50% na
produtividade de colmos, 0,49% na produtividade de acucar e 0,28% na
produtividade de alcool (ARRIGONE, 2002).

3.7 Defesas de plantas frente a Herbivoria

As plantas apresentam diversos mecanismos de defesa, as quais muitas
vezes podem ser inferidas se for considerada sua histéria evolutiva. Grande parte
dessa informacdo vem da sua constituicio genética estando diretamente
relacionada a sua posi¢ao taxonémica (ANGELO; DALMONIN, 2007).

As defesas podem ser influenciadas pelo meio através de estimulos e por

existir informacgdes do genoma da planta especificos para uma resposta, € esperado
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que a variedade de defesas apresentadas pelas plantas se altere quando ocorrer
diferentes niveis de herbivoria (ABRAHAMSON; WEIS, 1997; WU; BALDWIN, 2010).

As defesas podem ser divididas de duas formas: constitutivas e induzidas. A
defesa constitutiva sdo as que existem na planta antes de haver algum tipo de
ataque. Defesa induzida é aquela que é produzida ou algo é alterado, translocado ou
tem sua producdo aumentada no momento em que ocorre ataque (herbivoria) ou
microorganismos patogenos (KARBAN, 2008).

Defesas mecéanicas ou morfologicas constituem formas existentes nas plantas
para resistir ao ataque de herbivoros representam estratégias naturais com intuito de
dificultar locomocdo e dano mecéanico provocado pelo inseto no momento em que
morde ou perfura a epiderme da planta (sugadores).

Algumas dessas estratégias sdo: producdo de resina, aumento da
concentracéo de lignina, acumulo de silica e cera em sua epiderme, alterando assim
a textura de seu tecido diminuindo sua palatabilidade e digestibilidade para o inseto
(COOPER; NORMAN, 1996)

Outra estratégia € a de formar barreiras de superficie que restringem o
movimento do herbivoro, tais como espinhos, tricomas e domacias, sendo esta
altima sem qualquer funcdo fisioldgica conhecida, mas que serve de abrigo para
acaros (predadores e fungivoros) que provém beneficios as plantas (BOND;
CRAINE, 2004).

Respostas induzidas por herbivoria sdo muitas vezes relativamente rapidas e
reversiveis (KARBAN, 2008). As formas induzidas de defesa nas plantas
caracterizam-se através de producdo de substancias quimicas, alteracao fisiol6gica,
mudanca de seu desenvolvimento como mecanismo de resisténcia a herbivoria,
ajustar morfologias de espinhos, tricomas, tenacidade das folhas entre outros, bem
como, onde alocar recursos (acima ou abaixo do solo) em resposta ao ataque
(KARBAN; BALDWIN, 1997).

Alteracdes como estas ocorrem de forma dindmica e permitem as plantas se
defenderem somente quando necessario, pois esse mecanismo requer um consumo
energético que se fosse continuo comprometeria fontes necessarias de
desenvolvimento e reproducgéo (TOLLRIAN; HARVELL, 1999).
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3.8 Mecanismos de resposta induzida por herbivoria

Os mecanismos de defesa frente a herbivoria ocorrem de maneira sistematica
e iniciam-se a partir da interacdo inseto-planta. O ataque herbivoro induz a uma
séries de eventos moleculares nas células vegetais que por sua vez, traduzem este
alarme em sinais, resultando dessa forma, no acimulo de metabdlitos de defesa.

A composicdo quimica da pegada do inseto também serve como elicitador
pois geralmente possui secre¢cdes semelhantes a cuticula do préprio inseto e contem
lipidios especificos, refletindo qualitativamente como padrdo quimico especifico do
inseto (HILKER; MEINERS, 2010).

Segundo Meiners e Hilker (2000), o contato constante dos ovos apds a
ovoposicado envolvem outros fatores além do contato fisico entre ovos e folha. A
secrecdo que ajuda a aderir os ovos a superficie da planta induz uma resposta
contra a ovoposicdo e um dos elicitadores conhecidos de insetos da familia
Bruchidae, a Bruchina, cuja resposta da planta é o crescimento de tumores no local
com a finalidade de impedir as larvas na planta (DOSS et al., 2000). Porém um
conjunto de acdes da fémea durante a ovoposicdo desencadeara esta resposta
sendo estas as principais:

1- A fémea se alimenta na mesma folha que esta ovopositando.

2- Para melhorar a adeséo a fémea morde o local (dano) onde serdo postos
0S 0VOS.

3- Para evitar dessecacao, a fémea provoca danos mais profundos e insere

0S ovos no local.

A alimentacdo dos herbivoros pode ser detectada por uma planta
simplesmente como resultado de um dano fisico. No entanto apds inumeros estudos
sabemos que ndo basta ocorrer o dano fisico para que a planta responda
acelerando sua fisiologia, emitindo compostos organicos volateis e metabolitos e
proteinas de defesa.

Os herbivoros liberam regurgito no local da mordida, e estes compostos
presentes no regurgito € que desempenham um papel na inducdo de respostas
defensivas das plantas. Estes elicitadores presentes na saliva e secrecao oral do

inseto levam ao aumento da producdo de fitormdnios e liberacdo de compostos
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volateis com funcdo de atrair inimigos naturais do herbivoro (TUMLINSON;
ENGELBERTH, 2008).

Ja isolados em amostras de regurgito de larvas de lepidopteros o composto
N-(17-hidroxilinolenoil)-L-glutamina conhecido como volicitina (Figura 2) e outros
conjugados de &cidos graxos, estes elicitadores desencadeiam respostas diretas
bem como respostas indiretas, ou seja, induz a producdo de volateis nas plantas
(SPITELLER; BOLAND, 2003).

Figura 2 — Estrutura molecular da volicitina.
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Fonte: Wu e Baldwin, 2010.

Abaixo a tabela adaptada de Hilker e Meiners (2010) apresentando o0s

elicitadores de cada fase do ataque do herbivoro e a resposta da planta.



30

Tabela 1 — Mecanismo de resposta da planta em funcéo de elicitadores.

Elicitador Resposta da Planta

Toque

1 - Pressdo 1 - Estiramento canals idnicos na membrana celular seguida de uma
répida alterac3o na concentragdo de Ca* no citosol,

2 ~ ArranhBes nas folhas causados pelo tarso 2 - Aumento das concentragbes de GABA nas folhas

Ovoposigao

1 - Bruchinas liberadas durante a ovoposicio 1~ Crescimento de neoplasias e mudanga na transcrigiio de varlos
genes

2 - Cianeto de Benzila langado com ovos Pleris brassicoe 2 ~ Alteragio na superficie foliar permitindo que parasitoides
busquem os ovos do herbivoro.

3 — Secregdo protéica dos ovos liberadas pelo oviduto de vespas e 3~ Redugdo da fotossintese, mudangas na transcrigdo de terpeno

besouros sintases consequentemente emissio de volitets de defesa.

Alimentagido

1 - Acidos graxos-aminodcidos conjugados presentes no regurgitos 1 - Produgiio de voléteis que atraem inimigos naturais das larvas;

principalmente de lepidépteros despolarizacdo de membrana, influxo de Ca** desencadeando
produgiio de dcido jasménico, produciio de compostos de defesa e
biossintese de fitorménios.

2 — Caeliferinas presentes no regurgito de gafanhotos 2 - Produc3o de volateis especificos

3 - Inseptinas presentes no regurgito de lepiddpteros 3 = Aumento de fitormdnios relacionados com a defesa e produgio
de volateis.

4 - B-glicosidase presente no regurgito Pieris brassicae 4 — Mudangas nos voldteis para atragdo dos predadores do
herbivoro

Fonte: Hilker e Meiners, 2010.

O toque do inseto na planta desencadeia respostas, pois 0 caminhar sobre as
folnas ativa-as mecanicamente, por estiramento, canais idnicos na membrana
celular seguida de uma rapida alteracdo na concentracdo de Ca*™ no citosol. Tais
concentracfes elevadas provocam a transducdo de sinal adicional na planta
induzindo genes envolvidos na defesa ou no crescimento (BRAAM, 2005)

As alteracBes no Ca++ intracelular sdo traduzidas através de vérias proteinas
de sensor de Ca++ de modo particular as proteinas quinases calcio-dependentes
(CDPKSs). Estas séo responsaveis pela fosforilagdo de NADPH-oxidase (de um modo
dependente de Ca++), 0 que por sua vez leva a producdo de substancias como Oz,
H202, MNO2 e OH-, coletivamente denominados de espécies reativas de oxigénio
(EROs). A producédo de EROs é uma parte essencial da resposta ao estresse da
planta e sua funcéo bioldgica tem sido muito bem reconhecida em interagbes planta-
patogeno. Varios estudos tém revelado que EROS também estdo envolvidos em
respostas induzidas por herbivoria (BALDWIN, 1990).
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A oxidacdo de proteinas pelas EROs ativa fatores de transcricdo EROs-
responsivos desencadeando a biossintese de &cido jasmonico (AJ) (Figura 3). O
papel fundamental do AJ no desenvolvimento das plantas esta relacionado a
resisténcia e a estresses bidticos. Muitos estudos demonstraram que AJ € 0 mais
importante horménio que controla a defesa da planta contra herbivoros. A
diminuicdo drastica da resisténcia foi observada em plantas com deficiéncia na
biossintese ou a percepcao de AJ (BALDWIN, 2010).

Figura 3 — Estrutura molecular do acido Jasménico.

COOH

Fonte: Baldwin, 201

O AJ e seus metabdlitos elicitam, apds a herbivoria, a expressao de genes
relacionados a defesa e promovem grandes alteracbes no mecanismo génico da
planta, o que ocorre paralelamente a repressdao do seu desenvolvimento e
crescimento. A sinaliza¢do quimica durante o mecanismo de resposta induzida das
plantas é em grande parte mediada pelo fitorménio acido jasménico (AJ). A
herbivoria pode primeiramente elicitar um acumulo rapido e momentaneo de AJ,
geralmente nas folhas.

Como sequéncia a cascata de reacfes presentes nesse processo, as plantas
acumulam compostos defensivos produzidos, (hdo somente em folhas danificadas
por herbivoros, mas também em folhas intactas). Claramente, um sinal se
movimenta para outras partes da planta e transmite um alerta de herbivoria. A figura
abaixo resume os eventos de sinalizacdo no decorrer de todo o processo de

resposta molecular durante a herbivoria.



32

Figura 4 — Eventos da sinalizacdo no processo de resposta molecular a herbivoria.
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Notas: Passo 1: Potenciadores derivados do herbivoro sdo percebidos por receptores nas
membranas plasméticas . Passo 2: Ativacdo de canais de Ca++. Passo 3: A ligacdo de Ca++
e fosforilacdo de NADPH-oxidase pela CDPKs levando a producdo de EROS. Passo 4:
Oxidagdo de proteinas por espécies reativas de oxigénio (EROS) Passo 5: Proteinas
guinases ativadas por mitégenos (MAPKs) também sdo ativadas rapidamente e
desencadeam a biossintese de AJ. Passo 7: Aumentar da producdo de etileno. Passo 8: A
producdo elevada de etileno leva ao aumento da atividade de etileno —responsivos. Estes
eventos de sinalizagdo precoces sdo gradualmente convertidos para a acumulo de
metabdlitos que funcionam como defensivos

O mecanismo de defesa induzido nas plantas biologicamente construido
através da selecdo natural proposta por Darwin em 1859, com a finalidade de
economizar energia, sera utilizado pela planta apenas na presenca do patégeno ou
herbivoro (CARVALHO, 2000).

A inducao de resisténcia de plantas quando colocada no contexto de protecao
€ vista como um importante método alternativo no controle de pragas e doencas que
acometem diferentes tipos cultivares. Para que sejam encontrados os elementos
reguladores de uma planta, os quais permitem que ela se adapte aos estresses
bidticos de seus habitats, € fundamental investigar a diversidade genética associada
as diversas formas de resisténcia de plantas a insetos (CARVALHO, 2000; WU,;
BALDWIN, 2010).
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Ferramentas genOmicas tais como microarranjos, sequenciamento para
andlise de transcritos e o desenvolvimento da protedmica a base de espectrometria
de massas facilitam a compreensdo da defesa da planta em um nivel molecular
(WU; BALDWIN, 2010).

3.8.1 Volateis e ndo volateis como metabdlitos secundarios na resposta induzida

por herbivoria

Plantas defendem-se indiretamente do ataque dos insetos herbivoros
emitindo uma mistura de compostos volateis e nado-volateis que alteram as
interacOes entre elas e seu ambiente. A composi¢cdo e emissdo desses produtos
variam de acordo com os diferentes estagios de vida das plantas, localizacéo, grau,
tempo e tipo da injaria (ZHANG, 2010).

A atracdo de insetos para plantas e outros organismos envolve a deteccao de
semioquimicos especificos que apresentam-se como substancias do metabolismo
secundario do vegetal e relacionam-se a sua defesa (PRICE, 1984). Esses
semioquimicos podem atuar como alomonios, cairoménios ou sinomoénios,
dependendo do contexto ecologico.

Alguns dos compostos volateis produzidos funcionam como repelentes de
pragas, além de atrair predadores e parasitoides. Por exemplo, compostos
sintetizados pelas vias dos isoprendides e da lipoxigenase, tais como 0 monoterpeno
(E)-ocimeno e o sesquiterpeno (-)-germacreno-D produzidos em plantas que causam
repeléncia aos herbivoros (PICKETT et al., 2006).

Um outro composto adicional muitas vezes emitido apds danos herbivoros é o
terpeno B-cariofileno. Os metabdlitos secundéarios da classe dos terpenos sédo
derivados de uma unidade de isopentenil pirofosfato (IPP) e desempenham
inUmeras fungBes importantes na planta a exemplo de atracdo de polinizadores,
defesa contra danos, sinalizagdo para outras plantas, repelente de herbivoros,
alelopaticos e reguladores de crescimento (KOLNER et al., 2008).

O B-cariofileno foi encontrado em resposta ao dano herbivoro em varios
parentes silvestres de milho (GOUINGUENE et al., 2001) e em linhagens de milho
cultivadas a partir de programas de melhoramento genético da Europa. Abaixo do

solo, o B-cariofileno foi encontrado como um sinal importante na atracao de inimigos
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naturais, especificamente nematoides entomopatogénicos, para outro herbivoro de
milho, a praga Diabrotica virgifera virgifera. (RASMANN et al., 2005).

Outro exemplo bem estudado desse fato é também encontrado no milho em
gue o dano foliar provocado por larvas de lepidopteros faz com que o vegetal libere
uma mistura volatil contendo indol, produtos da via da lipoxigenase, uma variedade
de monoterpenos e olefinas sesquiterpénicas. Esses volateis atraem vespas
parasitas como Cotesia marginiventris para o local da lesédo, onde eles ovipositam
nas larvas de lepidopteros (TURLINGS, 2005)

Nos ultimos anos, grandes avancos foram registrados na compreensao das
vias biossintéticas de volateis emitidos por plantas e os mecanismos moleculares
gue regulam a sua formacédo. Este progresso deve-se tanto aos avancos gerais de
técnicas bioquimicas e moleculares e para o desenvolvimento de novos
instrumentos para a recolha e andlise de substancias voléateis.

Dentro do mecanismo de defesa do vegetal, os compostos produzidos por
plantas para este fim sdo os acidos hidroxamicos e seus derivados, uma classe de
metabdlitos secundarios de grande interesse, com a formula geral R - CO - NHOH e
R-CO - NR'OH. Os &cidos hidroxamicos sédo encontrados em exsudatos de raizes,
bem como em tecidos ndo diferenciados, tais como células do meristema
(NIEMEYER, 2009).

Os compostos ciclicos pertencentes a este grupo de acidos também foram
associados com a desintoxicacdo de herbicidas de triazina (HAMILTON, 1964),
inibicdo de reguladores de crescimento de plantas (NIEMEYER, 2009).

A DIMBOA (2,4-dihidroxi-7metoxi-1,4-benzoxazin-3-ono) (figura 5) o mais
abundante dos acidos hidroxamicos, € um composto intracelular, ndo volatil, e
funciona como pesticida e inseticida e pode até ter propriedades alelopaticas
(JONCZYK, 2008).

Figura 5 — Estrutura molecular da DIMBOA.

H,CO O OH
I|\I 0
OH

Fonte: Niemeyer, 2009.
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Sua biossintese (ver figura 6 abaixo) inicia-se com o metabolismo do Indol-3-

glicerol-fosfato, um precursor na biossintese do triptofano. O primeiro passo envolve

a enzima Indol-glicerol-fosfato-liase no cloroplasto produzindo indol'. Depois disso,

quatro sucessivos passos de oxidacdo ocorrem no reticulo endoplasmatico (RE)

através de citocromo-P450-monooxigenases levando ao mais simples dos acidos

hidroxadmicos, DIBOA. A enzima citosélica UDP-glucosil-transferases produz

DIMBOA-glc que € oxidada por 2-oxoglutarato-depente-dioxeganase presente no

citosol, seguida de uma metilacdo por uma metiltransferase. Sobre danos ao tecido,

glucosidases especificas presentes em plastideos entram em contato com

glucosideos e as agliconas bioativas sdo produzidas (FALCO et al., 2001).

Figura 6 — Biossintese do Acido Hidroxamico DIMBOA. Enzimas produzidas pelos
genes Bx (Bx1 — Bx9) realizam as transformag¢des do Indol até o produtor

final DIMBOA

Fonte: Niemeyer, 2009.
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A atividade de DIMBOA como um inibidor de transferéncia de energia poderia
explicar alguma da sua atividade inibidora em uma vasta gama de microrganismos.
Experimentos preliminares com preparacfes mitocondriais mostram que estas
organelas tém cerca de metade da sensibilidade de cloroplastos para DIMBOA
(BIRKETT et al, 2000).

O projeto transcriptoma da cana-de-acUcar (SUCEST) identificou indmeros
genes ortélogos envolvidos na resposta ao dano do inseto, entre eles, gene
semelhante ao Bx1 do milho que serve como ponto de inicio para o metabdlito
secundario de defesa DIMBOA, sugerindo um mecanismo de resposta semelhante
na cana-de-acucar (FALCO et al., 2001).

Segundo Joshi & Viraktamath (2004) apds tentativas na identificacdo de
fontes de resisténcias em cana-de-acucar contra afideos os acidos hidroxamicos
DIBOA e DIMBOA foram detectados.

Além da inducgéo através da herbivoria, os mecanismos de defesa das plantas
podem ser ativados através da aplicacdo exdgena de fitormdnios como jasmonato
de metila, cis-jasmona ou acido jasménico (BIRKETT et al, 2000; PICKET et al.,
2007). Moraes et al. (2008), observaram que plantas de trigo (Triticum spp.) tratadas
com cis-jasmona induzem uma maior producdo de acidos hidroxamicos,
principalmente a DIMBOA.

O composto cis-jasmona (CJ) (Figura 7), produzido naturalmente pelas
plantas (ROSE & TUMLINSON, 2004), foi descoberto como um elicitador de defesa
da planta inicialmente com favas, Vicia faba L (Fabaceae), quando entdo o
tratamento CJ induziu a producdo de compostos organicos volateis (COVs) de
defesa que atraiu parasitoides de afideos benéficos. (BIRKETT et al., 2000).

Figura 7: Estrutura molecular da cis-jamona

_CH,

7 ik
| I
HL—Coh,
Fonte: Picket et al., 2007

A liberacdo de CJ tem sido relatada para varias espécies de plantas. Folhas

de algodédo danificadas por Spodoptera exigua. Folhas de Nicotiana sp. emitiram CJ
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guando em contato com secrecbes orais de larvas de Manduca sexta (LOU &
BALDWIN, 2003) e para folhas de milho expostas a secrecbes de Spodoptera
litoralis também emitiram CJ (DEGEN et al, 2004).

A CJ esta envolvida na via do Acido Jasménico (AJ) sugerindo, dessa forma,
que é um produto metabdlico de AJ e representa um dissipador para esta através de
uma etapa adicional de descarboxilagdo (KOCH; BANDEMER & BOLAND, 1997).
No entanto, Picket et al. (2007) propuseram uma via alternativa na sintese de CJ, na
qual é mediada pela conversdo de acido 12-oxofitodienoico (OPDA), por meio de
uma isomesare, em iso-OPDA seguida por uma [-oxidacdo e descarboxilacao

espontanea para gerar CJ.
3.9 Interacdo Tritrofica e Controle Bioldgico

As relacdes tréficas entre os organismos de uma mesma comunidade, na
natureza, geralmente, comp&em uma extensa teia de interacbes que se estendem
por varios niveis tréficos. Um bom modelo desse enredamento sdo as relacbes
troficas entre plantas, insetos herbivoros e seus parasitdides (CAVALCANTI,
2000). Essas interacdes tritroficas ocorrem dentro de um ambiente fisico e quimico
espacialmente diversificado e dindamico e incluem todas as varias interacdes
agressivas e defensivas entre os niveis troficos (incluindo as relagdes morfoldgicas,
fisiologicas e comportamentais) (ZHANG, 2010).

Analisar as cadeias troficas, constitui-se em um trabalho complexo. Em
pesquisas entomolégicas 0 que se observa é o estudo de trés pontos dessa teia,
geralmente com planta (produtor primario), inseto filéfago (consumidor primario) e a
influéncia dessa interacdo no predador ou parasitdide (consumidor secundario).
Essas interacdes entre as plantas, pragas e seus inimigos naturais permeia diversos
estudos, a fim de examinar possibilidades de integracdo entre diferentes téticas de
controle de pragas (CAVALCANTI, 2000; MORAES et al, 2008; MOONEY, 2012).

O primeiro caso de sucesso no uso da interagao tritrofica no controle biolégico
foi obtido com a introducdo da Rodolia cardinalis levada da Austélia para os Estados
Unidos para controle do pulgdo branco Icerya purchasi em 1888, obtendo éxito apos
dois anos. A partir dai houve um grande avanco na area de controle bioldgico
totalizando entre 1890 e 1975, 176 casos de sucesso parcial ou total através do uso

de parasitas das pragas de plantacdes (PARRA, 2002).
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A alternativa de se utilizar insetos entoméfagos, especificamente o parasitoide
da D. saccharalis, consequéncia da sua grande viabilidade pelo baixo custo de
producédo e facil manipulagédo. Dessa forma, o endoparasitoide Cotesia flavipes tem
sido alvo de muitos estudos diante da sua interacao tritréfica com a cana de acucar
e a D. saccharalis e sua aplicacdo no controle biolégico para essa praga constitui-se
como um dos maiores programas de controle biolégico do mundo (MORAES et al,
2008; MOONEY, 2012)

No Brasil, o aperfeicoamento do uso da C. flavipes como controle biologico
iniciou-se em 1971 apresentando resultados satisfatorios apenas sete anos mais
tarde, em 1978, quando foi responsavel pela diminuicdo em até quatro vezes, da
intensidade de infestacdo por D. saccharalis (1979 — 8 a 10% de infestacdo nas
plantacdes para 2,4% em 1980) (PINTO, 2006a; BOTELHO; MACEDO, 2002).
Atualmente o emprego da C. flavipes continua sendo utilizada com sucesso como
controle bioldgico nas plantacdes de cana-de-acticar do Brasil (SIMOES et al, 2012).

A C. flavipes é caracterizada por seu desenvolvimento holometabdlico e ciclo
de vida de aproximadamente 20 dias. Sua reproducdo sexuada consiste na
deposicdo dos ovos por meio da fémea quando em contato com a lagarta de D.
saccharalis (MAHMOUD, 2011; VOLPE, 2009). Por ser um parasitoide, s6 pode
completar seu ciclo de vida associada a seu hospedeiro e, no Brasil, sua
especificidade é por lagartas de D. saccharalis (PINTO et al., 2006b).

3.10 Perspectivas do uso de analises Protebmicas

As tentativas de melhoramento genético de plantas dependem
principalmente do conhecimento da sua biologia durante determinada situacdo a
qual se quer modificar. Sejam por meios convencionais ou moleculares, as
melhorias serdo conquistadas conhecendo principalmente quais os elementos
biolégicos que participam dessas mudangas. A este respeito, o conjunto de
estratégias de analises somadas ao estudo do proteoma entregara inumeros dados
sobre proteinas e metabdlitos associados fornecendo informacdes sobre
desenvolvimento, respostas genéticas a diferentes tipos de perturbagdes, formas de
defesa a agressoes (WALT et al, 2010).

Mudancas no transcriptoma ndo significam exatamente que havera

alteracdes no proteoma, que sera o fenétipo de determinada caracteristica. Sendo
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assim pode-se afirmar que o fendtipo para o aumento da resisténcia ainda é
desconhecido, em grande parte porque as mudancgas induzidas pelo ataque de
herbivoros continuam com poucos dados. Além disso a complexidade num dado
microambiente celular, interacdes entre proteinas e moléculas podem determinar a
regulacdo ou expressdo de genes, estabilidade de RNAmM e até de proteinas
especificas (GIRI et al, 2006).

O papel das proteinas vegetais envolvidas na defesa contra herbivoros
mostra uma maior quantidade de proteinas envolvidas que o que foi pensando antes
do desenvolvimento de técnicas de analise de perfis protéicos (FELTON, 2005).
Algumas das proteinas j& identificadas apresentam caracteristicas de defesa como
por exemplo a estratégia de dificultar a digestdo do inseto, atrapalhando assim o
sistema digestivo e a sua nutricdo como a proteina inibidora de protease (SALZMAN
et al, 2008).

Este é o desafio dos estudos em proteébmica, oferecendo perspectivas de
potenciais aplicacbes dessa tecnologia, complementando outras também utilizadas
na investigacao de elementos importantes da fisiologia vegetal da cana-de-acucar
para elucidacdo de diversas questdbes como a resposta ao diferentes tipos de
estresses, vias de regulacdo, acimulo de sacarose e defesa ao ataque de insetos
herbivoros (WALT et al., 2010).
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4.1 Etapas de execucdao do trabalho
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O estudo visando as respostas da cana-de-acucar a herbivoria por D.

saccharalis envolveu técnicas de cromatografia gasosa e liquida, analise da

expressao génica e protedbmica. O desenvolvimento experimental foi organizado em

7 (sete) etapas (ver tabela 2), tendo sido as etapas 6 (seis) e 7 (sete) realizadas

apenas no Brasil (Laboratério de Pesquisa em Recursos Naturais - UFAL) enquanto

as etapas 4 e 5 apenas na Inglaterra (Rothamsted Research — UK) e as demais em

ambos os paises.

Tabela 2 — Etapas de execucdo do trabalho experimental.

Etapa Procedimento desenvolvido
I Preparo das plantas (cana-de-acUcar) a serem utlizadas nos
N .
G B experimentos.
; i 2 Experimento de herbivoria em casa de vegetacao.
T S
E | 5 Identificacdo do perfil de VOCs e quantificacdo de p-cariofileno
R L - .
R emitidos durante a herbivoria.
A
| 4 Deteccao e quantificacdo do &cido hidroxamico DIMBOA durante a
N
G herbivoria;
L
A
1E— - Andlise de expressao génica do gene putativo da terpeno sintase de
R cana-de-acglcar e dos genes putativos Bx da cana-de-agucar
R
A
B 5 Analise do perfil protéico e identificacdo das proteinas
R
A diferencialmente expressas na herbivoria por Diatrea saccharalis
S
| . Bioensaio com o parasitbide Cotesia flavipes com extrato de
L

herbivoria

Fonte: SILVA FILHO, BF, 2013.



41

4.2 Material Vegetal

Tanto as plantas de cana-de-acucar utilizadas no Brasil (variedade SP79-

1011) quanto as utilizadas na Inglaterra (Saccharum spp. variedade sul africana)
foram multiplicadas através da técnica de propagacdo vegetativa de entrenos e
cultivadas em vasos de 1L por 30-40 dias em casa de vegetacdo sob condi¢bes
controladas. No Brasil a umidade era ambiente e ndo houve a necessidade de
suplementacdo com luz artificial. Ja na Inglaterra a casa de vegetacdo apresentava
as seguintes condicdes: fotoperiodo de 12 horas, temperatura (18°C/dia e
30°C/noite) e umidade controladas (65%).
As estruturas fisicas utilizadas no Brasil foram as da Embrapa Tabuleiros Costeiros,
localizada no municipio de Rio Largo, Estado de Alagoas, enquanto que as plantas
da Inglaterra foram cultivadas na casa de vegetacdo do Rothamsted Research
localizado em West Common, Harpenden, AL50 2JQ.

4.3 Diatraea saccharalis e Cotesia flavipes

Os insetos foram adquiridos junto a Usina Triunfo Agro-Industrial LTDA, situada
na cidade de Boca da Mata, Alagoas. Para os experimentos de elicitacdo foram
utilizadas lagartas com 10 dias (segundo instar) mantidas com dieta artificial em
camara climatica e fotoperiodo controlado. Os ensaios comportamentais com
Cotesia flavipes foram realizados exclusivamente com fémeas de idades entre 24 e
48 horas.

4.3.1 Coleta da secrecédo oral de Diatraea saccharalis para ensaios de herbivoria

simulada

O regurgito foi coletado em lagartas de D. saccharalis de segundo instar, que foram
mantidas sob dieta de cana-de-agUucar por 48 horas antes da coleta. A coleta do
regurgito foi efetuada com o auxilio de pipetas micrométricas e pressionando-se

levemente o dorso das lagartas (Figura 8).
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Figura 8 — Coleta de secrecéo oral de Diatrea saccharalis com pipeta micrométrica

Fonte: SILVA FILHO, BF, 2012. Créditos da foto: Jaim Sim&es Oliveira.

Nota: Em média, coleta-se entre 2,5 a 4ul de secrecao oral por lagarta.

Imediatamente apos a coleta, os regurgitos foram armazenados em banho de
gelo. A cada +50uL coletados, o pool de regurgito foi aquecido a 90°C por 10
minutos, com o objetivo de inativar as enzimas hidroliticas, seguido da adicao de
tampao fosfato de sodio pH 8,0 a fim de obter-se uma concentragéo final de 5 mmol.
Em seguida, a amostra foi centrifugada a 2000 g por 15 minutos e a fracdo soluvel

armazenada em tubos de centrifuga de 1,5mL a -80°C.
4.4 Aplicacéo de Cis-Jamona

As plantas de cana-de-acUcar submetidas ao tratamento com cis-jasmona
receberam spray de cis-jasmona (25uL de cis-jasmona e Nonil Fenol Etoxilado em

100mL de agua deionizada) por aplicacéo hidraulica a 35 cm de distancia.

4.5 Preparo dos ensaios de Herbivoria

451 Herbivoria Simulada

Trés folhas de cada planta foram selecionadas e em cada uma delas foram
feitos danos mecanicos com o auxilio de uma “roda de ago dentada” de diametro de
4cm. Logo em seguida, espalhou-se 6 pL de regurgito sob os danos produzidos em
cada folha e sob regido do colmo préximo as folhas, totalizando 6uL por planta.
Como controle, em outras plantas foi aplicado no lugar do regurgito o tampéao fosfato

de sddio 5mmol, pH 8,0.
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452 Herbivoria Real

Seis lagartas de segundo instar de D. saccharalis, mantidas sem dieta por 48
horas, foram colocadas em plantas de cana-de-acucar na regido da base das folhas

proximo aos entrends até o fim de cada tempo analisado.
4.6 Preparo dos sistemas de aeragéo

Os sistemas de aeracdo foram preparados utilizando-se sacos plasticos para
uso em microondas da marca Multi-Purpose Cooking Bags®, de volume aproximado
de 4 L, tamanho aproximadao de 25 x 38 cm e temperatura maxima suportada de
200° C (Sainsbury’s Supermarkets Ltd., London, UK) (JONES; POPPY, 2006).

Para a coleta dos volateis foram preparados tubos (traps) utilizando o polimero
adsorvente tipo PoraPak (Brasil) e Tenax (Inglaterra). Ambos foram ativados (50ug
para cada tubo) por lavagem com 1 mL de éter dietilico, seguido de uma lavagem
com 1mL de hexano bidestilado e incubados a 130° C sob fluxo de gas nitrogénio
por um periodo de 2 horas. ApoOs esse periodo, apenas nos experimentos realizados
com Porapack, os tubos foram eluidos com 200uL de hexano bidestilado.

ApoOs a coleta dos COVs, os tubos foram selados a vacuo e congelados a -
20°C (Tenax) e os extratos -80°C (Porapak) até o momento da andlise. Um padrao
com (E)-B-cariofileno (SIGMA-ALDRICH) foi utilizado para confirmagéo da presenca
através do tempo de retencdo na coluna e posterior quantificacao.

Em ambos os casos o ar do sistema de aeracdo passou por um filtro de carvao

ativado para remover possiveis impurezas presentes no ambiente do experimento.
4.7 Deteccéo e quantificacdo de COVs emitidos

ApoOs injetadas, os cromatogramas das amostras foram analisados e 0s
possiveis compostos identificados usando-se as bibliotecas de espectro de massa
NIST (National Institute of Standards and Technology) e WILEY. Um limite minimo
de 70% de similaridade entre os espectros de massa foi utilizado para a identificacao
mais provavel dos compostos. Para andlises estatisticas COVs significativos
encontrados, especialmente o B-cariofileno, foram utilizados os testes de Postos

com Sinais de Wilcoxon de diferencas entre as medias dos tratamentos. O programa
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utilizado foi 0 SAEG (Sistema para analises estatisticas verséo 9.1: Fundacédo Arthur
Bernardes UFV — Vigosa, 2007) e o nivel de significancia estabelecido de p=0.001.

As amostras de Porapack foram analisadas no sistema GC/MS 2010 Plus
(SHIMADZU), coluna Rtx-1 (60m, d. i. 0,25mm) nas seguintes condi¢bes: modo
splitless, temperatura de injecdo de 250° C, volume de amostra injetado 4L,
temperatura inicial de 50° C por 5 minutos, gradiente 8°C/min até atingir a
temperatura final 300°C, que foi mantida por mais 10 minutos. Para quantificacédo do
B-cariofileno presentes nas amostras de VOCs coletadas, uma curva de calibragao
foi preparada com diferentes concentracbes do padrdo B-cariofileno diluidas em
hexano bidestilado. Cada padréo de concentracao foi injetado trés vezes no GC/MS
e as médias das areas dos picos correspondentes ao B-cariofileno foram plotadas
em um grafico versus as concentracdes respectivas.

Os dados foram ajustados por regressao nao-linear a uma equacédo da reta e
o coeficiente angular e o ponto de interseccdo no eixo y foram estimados, sendo
obtido um coeficiente de correlacéo linear (r?). Estes parametros foram utilizados
juntamente com a equacao da reta para calcular a quantidade de [B-cariofileno
presente no pool de amostras oriundas da herbivoria, bem como no pool de
amostras Controle.

As amostras dos COVs em Tenax foram analisadas em GC-FID Hewlett -
Packard 6890 equipado com um injetor de coluna de silica ndo polar HP - 1 (J & W
Scientific, 50 m60.32 mm id, 0,52 milimetro) a espessura da pelicula). A temperatura
do forno foi mantida a 30°C para 1 min, e programado em 5°C min-! até 150°C, entédo
10°C mint para 230°C e mantido por 20 min transportado por hidrogénio. Para
confirmagdo do p-cariofileno foi realizado uma corrida no GC acoplado ao
espectrometro de massas. A quantificacéo foi realizada da mesma forma que a do

experimento no Brasil.
4.8 Bioensaio com o parasitdide Cotesia flavipes

Para avaliagdo da reposta de C. flavipes por B-cariofileno foram realizados
testes comportamentais de atracdo com fémeas do parasitdide Cotesia flavipes,
utilizando olfatbmetro de quatro bracos com escolha (PETTERSON, 1970). O
olfatdmetro foi iluminado com uma lampada difusa uniforme a uma temperatura de

25 = 2 °C. A parte inferior do aparato foi forrada com papel filtro (Whatman N° 1), e 0
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ar foi succionado a uma razao de 400 mL/min. dos quatro bracos em direcdo ao
centro do aparelho.

Os insetos foram introduzidos na camara pelo orificio central, e o tempo gasto
e 0 numero de entradas em cada braco foram registrados usando o software OLFA
durante um periodo de 16 min. O aparelho foi girado a cada 4 minutos para eliminar
0 viés direcional.

Aliquotas (10 pL) das amostras foram aplicadas a uma tira de papel filtro, e o
solvente era deixado evaporar-se durante 30s. O papel filtro era entdo colocado no
final do bragco do lado tratado. Os trés bracos controle foram igualmente tratadas
com 10 pL de hexano em papel de filtro. O experimento foi repetido 32 vezes e os
resultados analisados pelo teste do Qui-quadrado.

A média de tempo gasto nos bragcos do tratamento foi comparada com a
média de tempo gasto nos bracos dos controles. Foram testados os extratos de
Herbivoria, Controle e o extrato Controle adicionado de 0,3ng/uL de B-cariofileno
sintético (C 0,3).

4.9 Detecgdo e quantificacdo do Acido Hidroxamico DIMBOA durante a

herbivoria

ApoOs o tratamento e término da coleta de volateis foi coletado um fragmento
de cada planta na area correspondente ao ataque das lagartas de D. saccharalis nas
plantas submetidas a herbivoria real. Um fragmento de mesmo tamanho foi retirado
dos demais grupos. A area coletada da planta viariou entre 2 e 3 cm da parte aérea
e as raizes foram utilizadas na integra.

O protocolo consistiu em macerar o fragmento retirado da planta em
nitrogénio liquido e aliquotas de 0.5g foram colocadas em tubo de centrifuga de 1,5
mL e armazenadas em nitrogénio liquido. Em seguida, para melhorar a qualidade do
material macerado foram adicionadas duas esferas de aco e os tubos foram
agitados no equipamento TissuelLyser (Qiagen) por 5 minutos com frequencia de
30Hz

Apos a pulverizacdo, 1mL de solucdo de metanol:acido acético (98:2) foi
adicionado aos tubos e estes submetidos por 10 minutos.

Os tubos foram centrifugados a 13.000rpm por 5 minutos e o sobrenadante
retirado. O liquido sobrenadante foi colocado em vial apropriado para HPLC e
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concentrado com fluxo constante de nitrogénio. Cada vial recebeu o sobrenadante
de dois tubos (aproximadamente 2mL) correspondendo a 1g de tecido fresco

A andlise dos acidos hidroxamicos dos extratos foi feita por HPLC, utilizando
Cromatografo Liquido, marca Shimadzu, modelo LC-10A, dotado de detector Photo

Diode Array (PDA) e UV/VIS, utilizando coluna analitica C-18 de fase reversa.

4.10 Andlise de expressdo génica dos genes envolvidos na resposta a

herbivoria

4.10.1 Construcao dos primers para 0 gene putativo da terpeno sintase em cana-

de-acucar

Para encontrar o gene da terpeno sintase em cana de acucar foi utilizada a
sequéncia de Shorgum bicolor SbTPS4 (Sb07g005130) como sequéncia de
referéncia para através do BLAST encontrar sequéncias de cana-de-acUcar
depositadas no TIGR Plant Transcript Assemblies. Através do software DNASTAR
LaserGene 8 o contig TPS putativo para cana-de-acucar foi montado. Através do
software Primer3 foram construidos primers (TpsA 5" CAGCTGCTTGCTGATGTTGT
3 ; TpsB 5 ATTGGAGGTGGCTCTTGTTG 3).

4.10.2 Construcao dos primers para genes putativos Bx em cana-de-acucar

Foram utilizadas sequéncias de genes Bx (genes envolvidos na biossintese
dos acidos hidroxamicos benzoxazinoides) de Zea mays, Triticum aestivum,
Sorghum bicolor, Oryza sativa, Hordeum lechleri, Hordeum vulgare obtidas no
GenBank. As sequéncias foram alinhadas pelo software online Clustal W e o arquivo
do alinhamento analisado no software BioEdit 7.1.5.0. A andlise mostrou as regides
conservadas de cada um dos genes e primers, que variavam entre 15 e 22 pares de
base, foram sintetizados correspondendo a estas regides.

A maioria dos primers possui mais de uma sequéncia devido a variagdes que
existiam dentro das regibes conservadas. Os primers para terpeno sintase foram

desenhados apés o alinhamento apenas de sequéncias de Sorghum bicolor.
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4.10.3 Extracdo de RNA Total e preparo do cDNA total

De cada amostra (de parte aérea e raiz) foi retirado 1g para extracdo de RNA
total utilizando o kit PureLink RNA (Ambion/Applied Biosystems) seguindo o
protocolo do fabricante. O RNA foi convertido em cDNA com o kit High Capacity
cDNA kit (Applied Biosystems) seguindo o protocolo do fabricante.

4.10.4 PCR e corte das bandas em gel de agarose 2% para seqienciamento

O cDNA foi amplificado com kit ReddyMix PCR Master Mix 2X w/ 1.5 mM
MgCI2 (Thermo Scientific) nas seguintes condi¢cdes: 94°C por 30 segundos para
desnaturacdo, 60°C por 30segundos de anelamento e 72°C por 30 segundos
extensdo em 40 ciclos. Os fragmentos foram visualizados em gel de agarose 2% e
as bandas recortadas, purificadas do gel e submetidas a sequenciamento. Cada
banda foi tratada com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-up System e enviado

para sequenciamento pela empresa Eurofins.

4.10.5 Construcdo dos primers especificos para os genes putativos da terpeno

sintase e Bx de cana-de-acUcar

Ap6s o sequenciamento dos fragmentos, foram construidos primers

especificos no software Primer3 para uso na analise por gPCR.
4.10.6 Quantificacao relativa (QPCR)

ApoOs o0 sequenciamento e confirmacdo das sequéncias através do BLAST,
primers especificos para TPS putativo de cana-de-aclUcar foram construidos no
programa Primer3. Para quantificacao relativa foi utilizado 7900HT Fast Real-Time
(Applied Biosystems) usando Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied
Biosystems) em placas de 96 pocos nas condicfes de amplificacdo de 95°C por 10
minutos, seguido de 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. A
quantificacdo relativa foi baseada no método 222CT usando calibrator references. O
threshold cycle (Ct) foi definido como o numero de ciclo fracionado em que a
emissao de fluorescéncia excede o limite fixo de 0,2. Em todos os ensaios de gPCR
foi utilizado como gene enddgeno o GAPDH através de primers especificos. O uso

desse gene foi descrito por Medeiros (2012) com nimero de acesso CA3014009.
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4.11 Analise do perfil protéico e identificagdo das proteinas

diferencialmente expressas
4.11.1 Extracdo e quantificacdo das proteinas

Para extracdo das proteinas de folhas de cana-de-acucar foi utilizado
modificacdo do método de extracdo fendlica descrito por Wang et al. (2003). Em
torno de 2g de tecido foliar de cana-de-acucar foram utilizados para cada extracéo,
os quais foram macerados com nitrogénio liquido em almofariz. A quantificacdo de
proteinas foi feita segundo método descrito por Bradford (1976) utilizando albumina
bovina (BSA) como padrao.

Para analise do perfil protedmico e identificacdo de proteinas diferencialmente
expressas durante a herbivoria em cana-de-agucar foram utilizados 2 grupos: Grupo
Herbivoria simulada cujo seu controle eram plantas submetidas ao dano + tampéo
fosfato de s6dio 5mmol, pH 8,0, e Grupo submetido a Herbivoria Real tendo como
controle plantas néo tratadas. Cada grupo foi formado por 5 plantas e o tempo de
exposicdo aos tratamentos de 48 horas. Foram aceitas para andlise as proteinas
gue apresentaram expressao diferencial estatisticamente significativa (p>0,001) em
no minimo 3 géis por amostra analisada, alterados durante o0s processos de

herbivoria simulada e herbivoria real em relacdo aos controles.
4.11.2 Eletroforese bidimensional
4.11.2.1 Primeira dimenséo — Focalizacao Isoelétrica

Os extratos protéicos foram primeiramente focalizadas (IEF), utilizando tiras
comerciais de gel de poliacrilamida com gradiente de pH imobilizado (IPG). Foram
utilizadas fitas IPG de 13 cm com gradiente de pH imobilizado linear de 4-7.

As fitas IPG foram reidratadas por um periodo de 12 horas a 20°C em aparato
para focalizagdo isoelétrica (IPGphorlll, GE Healthcare) utilizando 250 uL de
amostra com 120 ug de proteina em tampéao (Uréia 7M, Tiureia 2M, Triton x-100, 10
mM de DTT, 0,5% IPG buffer, 125 uL tampao de reidratacéo e 0,005% m\v de azul
de bromofenol). As condi¢cbes de corrida utilizadas foram: temperatura de 20°C e
amperagem de 50 pA por fita. A IEF ocorreu em quatro etapas de 500 V/h (V\h),
3500 V\h, 3500 V\h, até completar 18 kVh.
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4.11.2.2 Segunda Dimensao

Para a segunda dimensao, as fitas IPG apds separacdo por ponto isoeletrico
foram lavadas em agua destilada por duas vezes, mantidas por 15 minutos em
solucdo de equilibrio e reducéo (Tris-HCI 50mM (pH 6,8, Uréia 6M, Glicerol 30%,
SDS 2%, Azul de Bromofenol 0,002% e 2% de DTT). ApOs equilibrio a fita foi
transferida e mantida por 15 minutos em uma solucéo de alquilagéo (Tris-HCI 50mM
pH 6,8, Uréia 6M, Glicerol 30%, SDS 2%, Azul de Bromofenol 0,002% e 2,5%
iodoacetamida). A segunda dimensado foi constituida de eletroforese em gel de
poliacrilamida a 12,5% em condi¢cdes desnaturantes contendo Tris-HCI 0,375M pH
8,8, SDS 0,1%, persulfato de Aménio 0,05% e TEMED 0,034%. Depois de
equilibradas, as fitas IPG foram colocadas sobre o gel da segunda dimensao e
seladas com solucéo de agarose 0,5% (m/v) em tampéao de corrida Tris-Glicina (Tris
0,025M, Glicina 0,192M, SDS 0,1%). A separacao eletroforética foi realizada em
cuba modelo SE600 Standard Dual Cooled Vertical United (Amersham GE
Healthcare). A amperagem utilizada foi de 15 mA por 30 minutos seguido de 30mA
por gel de acordo com o protocolo descrito porGE Healthcare. Durante as corridas
foram utilizados opadrao de peso molecular 225 KDa a 12 KDa (Benchmark Protein

Ladder™ — Invitrogen).
4.11.2.3 Coloracao dos Géis

Os géis foram corados utilizando corante azul de comassie coloidal, conforme
modificacdo do método descrito por Candiano et al., (2004). Os géis foram tratados
primeiramente em solucéo fixadora (Etanol 40% v/v e Acido Acético 10% v/v) por 12
horas e solucdo de coloracéo (Acido fosforico 10% v/v, sulfato de aménio 15% m/v,
metanol 17% v/v e azul de comassie coloidal G2500,1% m/v) até o aparecimento
das bandas. O excesso do corante foi removido com &gua deionizada e 0s géis

conservados em solucéo de acido acético 1%.
4.11.2.4 Aquisicao e processamento de imagens

A aquisicdo de imagens dos géis foi obtida através do programa Labscan
(Amersham GE Healthcare). As andlises de imagem processadas no software

ImageMaster 2D platinum 7.0 (Amersham GE Healthcare). A deteccédo dos spots e
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sua determinacdo de volume realizada de modo automatico pelo imageMaster
adotando os seguintes parametros: smooth = 3, area minima = 5 e saliéncia = =250.
As correcOes realizadas com adicdo ou remocdo dos spots foram realizadas
manualmente. Foram selecionados os spots diferencialmente expressos onde a
abundéancia foi no minimo 2 vezes maior ou menor, € houve diferenca estatistica

significativa segundo o teste t (p < 0,015).
4.11.2.5 ldentificacdo das Proteinas

O procedimento de identificacdo das proteinas foi realizado no Laboratério de
Venenos e Toxinas Animais, Departamento de Bioquimica, Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG) — Brasil, sob a supervisdo do Prof. Dr. Adriano Monteiro de

Castro Pimenta.
4.11.2.6 Hidrodlise

ApoOs identificacdo dos spots das proteinas diferencialmente expressas, 0S
spots foram excisados individualmente do gel, com auxilio de ponteiras de 1000pL,
descorados com 3 lavagens sucessivas em acetonitrila e posteriormente tratados
com tripsina (Promega, Madison, Wisconsin, USA). Os peptideos resultantes foram
dessalinizados através de micropurificacdo em PerfectPureTM C-18 tip

(Barkhausenweg, Hamburg, Germany), seguindo recomendacgdes do fabricante.
4.11.2.7 Espectrometria de Massas

As analises de espectrometria de massas foram realizadas em
Espectrofotdmetro de Massa sistema MALDI-TOF-TOF MS (Autoflex Il Smartbeam,
Bruker Daltonics, Handelsregister, Bremen, Germany). A amostra foi preparada
utilizando 0,5 pL dos peptideos resultantes da hidrélise e 0,5 pL de matriz em placa
MTP AnchorChip 800/384 (Bruker Daltonics). A matriz utilizada foi o acido a-ciano-4-
hidroxicinamico (CHCA). Os espectros de massa em tandem (MS/MS) foram obtidos
no modo positivo, aquisicdo linear, Laser repetition rate a 50Hz, ion source voltage 1
a 20 KV, lon sourcevoltage 2 a 19,3 KV, lon source lens voltage 6,75 KV e number
of shots de 200. Para a fragmentacao dos peptideos tripsinolizados no PMF (Peptide
mass fingerprinting) foi empregado o método CID (Collision induced dissociation).
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4.11.2.8 Processamento

Os resultados da espectrometria foram obtidos na forma da raz&o massa/carga
para cada amostra, utilizando o programa FlexControl 3.0. As analises dos conjuntos
de dados foram adquiridos com o auxilio dos programas FlexControl 3.0 e Biotools
3.0 (software MASCOT). O equipamento foi calibrado com padrdes externos (Protein
Calibration Standard | e IV — Bruker Daltonics). O perfil de massas moleculares
obtidos p6s MS e MS/MS foi submetido a andlise comparativa utilizando software
MASCOT identificando as proteinas mais provaveis comparando com banco de

dados Swissprot e NCBI.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
51 Ensaio de herbivoria real e coleta dos COVs emitidos

Varias estratégias para entender os mecanismo da resposta da cana foram
tracadas. Primeiramente um total de 22 plantas de cana-de-acUcar, em trés
experimentos independentes, com 35 a 40 dias de crescimento, foram utilizadas nos
experimentos para a coleta dos COVs. Onze plantas ndo foram submetidas ao
estresse biotico, formando o grupo Controle, enquanto que 11 plantas foram
submetidas a herbivoria por D. saccharalis, sendo cada planta infestada com 6
larvas de 2° (segundo) instar. Os COVs foram coletados por 48 horas em ambos os
grupos.

Os COVs foram identificados pela andlise por GC/MS das amostras
Herbivoria e Controle. O resultado da separagcdo dos compostos presentes nos
extratos de herbivoria e extratos controle, na coluna Rtx-1, esta demonstrado na
tabela 3 com a média dos picos encontrados e seus respectivos desvio padrao. A
indugcdo do B-cariofileno devido a herbivoria por larvas de D. saccharalis é
evidenciada pelo pico com tempo de retencéo 25,59 min (Figura 9).

Os compostos das amostras do grupo Herbivoria, que foram emitidos em
guantidades superiores e em maior frequéncia em relacdo as amostras do grupo
Controle, foram identificados por similaridade de espectro de massas como
provavelmente sendo 3-etill-2,4-dimetil pentano, 1-octeno-3-ol, 1,1-(1,4-fenileno) bis
etanona, 2,6,10-trimetil pentadecano, 2,6,10,14-tetrametilhnexadecano e Limoneno
gue é descrito na literatura como atrativo de pragas e microorganismo (RODRIGUEZ
et al, 2011) sendo um composto de localizacdo do hospedeiro. Observamos a
diminuicdo do Limoneno nas plantas infestadas sugerindo uma estratégia da Diatrea
saccharalis para evitar competicdo. O B-cariofileno por ter sido identificado em uma
guantidade muito acima nas amostras de herbivoria (ver figura 10 e tabela 4) e ter
sido reportado na literatura como um COV envolvido na resposta de plantas a
ataques por insetos herbivoros (KOLNER et al., 2008), foi escolhido para andlises

adicionais de identificacao e realizacao de bioensaios.
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Tabela 3 — Compostos orgéanicos volateis emitidos no ensaio de herbivoria real. Os
compostos aqui apresentados sdo os que foram identificados em pelo
menos cinco repeticdes do experimento.

Composto

2-nitro hexano
2,3 5-trimetil hexano
3,3-dimetil-2-hexanona
2-etil-1-hexanol
Limoneno
Nonanal
Undecano
Decanal
Acido 2-metil-, 1,2-etanodiil ester, 2-propendico
Tetradecano
1,1'-(1,4-fenileno) bis etanona
6,10-dimetil, 5,9-undecadieno-2-ona
B-cariofileno
Pentadecano
Octadecano
Acido 1-metiletilester dodecandico
2,6,10-trimetil pentadecano
2,6,10,14-tetrametil pentadecano
Nonadecano

2,6,10,14-tetrametilhexadecano

Esqualeno

Fonte: ??277?7?

Média das areas dos picos (x 10°)

Controle Herbivoria
666 + 250 580 £ 148
- 268 +97
931+ 796
1111 £ 1.774
900+1.428
1.089 +2.402 359 £ 461
403 £ 587 134 £ 83
1.018 £1.824 349 £ 693
9543 92+38
226+ 219 767 £ 887
- 217 £338
461 + 680 174 £373
- 1.378 £2.668
433 £ 760 171 £ 166
1.150 £ 1.387
954 £ 923 1.036 + 384
- 398
2712 £ 522 376 £ 487
673 +420
- 121 £151
176 £ 232 264 + 332

Tabela 4 — Area absoluta do pico de B-cariofileno.

Amostras Controle Area absoluta

Amostras Herbivoria Area absoluta

1 0

2 0

3 0

4 0

5 0

6 0

7 85294
8 0

9 329703
10 0
11 120808

1272873
188734
0
273289
261317
20860
8888169
424113
880106
988593
579160

W oo~k Wh =

- =3
- O

Fonte: Autor, 2013.

Nota: Valor da area dos picos das 11 (onze) plantas sob herbivoria e a emissdo de B-cariofileno
indicando que a quantidade produzida durante o ataque do inseto € muito superior a
quantidade encontrada nas 11 (onze) plantas do grupo controle.
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5.2 Identificac&o do p-cariofileno

Os cromatogramas de GC mostraram um pico com tempo de retencao de 25,60
min na analise com coluna RTx-1, cujo espectro de massas apresentou 96% de
similaridade com o espectro do p-cariofileno presente nas bibliotecas NIST (National
Institute of Standards and Technology) e WILEY.

A figura 9 mostra uma sobreposicdo de imagens dos volateis encontrados em
uma planta controle, uma planta sendo atacada, e do padrao de B-cariofileno. O
pico correspondente ao B-cariofileno mostrou-se presente apenas na planta atacada.

A confirmacédo da identidade do B-cariofileno foi realizada por co-injecdo com
um padréao de B-cariofileno em duas colunas de polaridades diferentes, Rtx-1 (60m,
d.i. 0,25mm) e JW DB-5 (30m, d.i. 0,25mm). Um volume de 2uL de amostra foi co-
injetado com 1pL do padrdo de B-cariofileno (1350 pg/pL) dissolvido em hexano.
Estes resultados estdo apresentados na Figura 10. A grande proximidade dos
valores de tempo de retencao obtidos e 0 aumento em torno de 2x da area do pico
da amostra co-injetada com o padrédo em relacdo ao pico da amostra sem padrao

indicam que o pico em andlise corresponde ao B-cariofileno.



Figura 9 — Espectro de massas de fragmentagcao do pico da amostra Herbivoria correspondente ao -cariofileno.
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Figura 10 — Cromatograma de GC/MS mostrando os compostos organicos volateis
emitidos por plantas de cana-de-acucar apOs herbivoria por D.
saccharalis em anélise com coluna JW DB-5

p -cariofileno

e

L roh !
'.__.._J__._l_._ St ,.\,_-ll._\_‘i._,_.i.__'_-.‘___.._.L-_- ,_-_JL-I____‘_._.,, A ,‘JL g M ..____,Jl. —n .M-_J&'....\.-a.,_._-'-_,._._r._-‘ A N Vo
ot et et A e Nt
15 20 25 30 35 min
l - infestada | - controle | - padrao de B-Cariofileno
Fonte: 7?2?7777

Figura 11 — Identificagdo e quantificacdo da presenca do B-cariofileno:: 1uL do padréo
de B-cariofileno 1,3ng (linha continua) / 2uL da amostra coletada durante
infestacdo (linha pontilhada) / co-injecdo de 2uL da amostra infestada
mais 1yl do padréo de B-cariofileno (linha tracejada).

A) Rtx- B) JW
3.5e+5 1.66+6 ]
3.0e+5 4 £ 1.4e+6 |
2.5e+d é 1.2e+6 1
2.0e+5 4 % 1.0e+6 -
1.50+5 § 300451
?g 6.0e+5 1
1.0e+5 1 § 4.06+5 1
5.0e+4 £ 2.0e+5
0.0 0.0
25.5 25.6 201 20.2
Tempo de retengao (min) Tempo de Retengao (min)
Fonte: Autor, 2013

Nota: Em A tempo de retencao apresentado de 25.6min na coluna Rtx-1, em B tempo de retencdo de

20.2min em coluna JW DB-5. O mesmo valor para o0 TR e 0 aumento em torno de 2x da area
do pico da amostra co-injetada com o padrdo em relacdo ao pico da amostra sem padrédo
indicam que o pico em andlise corresponde ao B-cariofileno.
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5.3 Analise estatistica da emissao do B-cariofileno por plantas de cana-

de-acUcar, induzida pela herbivoria por larvas de Diatraea saccharalis

A figura 11 mostra a média das areas e os desvios padrdes dos picos dos
extratos de 11 plantas sob herbivoria e a emissao de B-cariofileno, indicando que a
quantidade produzida durante o ataque do inseto foi muito superior a quantidade
encontrada nas 11 plantas do grupo controle. Kdlner et al, (2008) mostraram a
emissao de beta cariofleno em milho (Zea mays), pertencente a familia Poaceae
assim como em cana-de-agUcar, em resposta a ataque por herbivoros.

Outros autores também relataram o aumento da emisséo de [(-cariofileno em
milho como Gouinguene et al (2001) e Degen et al (2004) que observaram o
aumento da emissao de volateis em especial de terpenos e produtos da via da
lipoxigenase, como por exemplo os volateis de folha verde, apdés ataque por
herbivoros.

Os resultados obtidos por Cheng et al (2007) e Yuan et al, (2008) com arroz,
corroboram com 0s nossos resultados bem como os ja citados acima em que outras
gramineas, respondem ao ataque de insetos emitindo volateis especificos em que
sdo observados uma grande concentracdo de terpenos, porém [B-cariofileno ndo foi
identificado. Além disso, em milho, ap6s ataque por larvas de Spodoptera littoralis
(mesma ordem da D. Saccharalis) também houve uma grande quantidade de
volateis emitidos, e em maiores teores do que apés o ataque de afideos (TURLINGS
et al 1998 e SCHNEE et al 2006).

Os resultados da quantificagdo mostraram que o B-cariofileno foi emitido
durante a herbivoria na concentracdo média de 0,3 ng por planta em 48h, enquanto
gue no Controle na grande maioria das repeticées nao foi possivel detectar o pico
correspondente (Figura 10) e, consequentemente ndo foi possivel quantificar o
composto em analise. A presenca do pico de B-cariofileno em 3 repeticbes do
controle possivelmente ocorreu devido a manipulagéo durante os experimentos.

Dessa forma fica claro que ha uma reposta especifica quando ocorre o ataque
pela D. Saccharalis e que o regurgito possui elicitadores que desencadeiam
respostas de defesa. Por isso, o aumento do B-cariofileno observado em nossos
resultados €, de fato decorrente de uma resposta a herbivoria.

Apesar dos nossos experimentos terem demonstrado o aumento da emissao

desse volatii quando em condi¢cdes de ataque a planta, Olson et al. (2009),


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2613722/#bib50
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descreveram a diminuicdo da emissédo de [(-cariofileno e de compostos da mesma
familia como [(-farneseno, a-bergamoteno, a-humuleno e y-bisaboleno, em
plantacdes de algodao, quando submetidas a um alto nivel de nitrogénio, sendo
importante ressaltar que nesse caso nao houve ataque por herbivoros.
Estatisticamente, nossos resultados, através do Teste de Postos de Sinais de
Wilcoxon mostraram que a diferenca entre os valores médios dos dois grupos €
maior que seria esperado ao acaso; existe uma diferenca estatistica significativa da

emissao do grupo submetido a herbivoria em relacdo ao grupo controle (p=0,001).

Figura 12 — Gréafico das médias das areas dos picos detectados de B-cariofileno nos
grupos..

4e+6
3e+6 -

2e+6

1e+6 -

Média das areas dos picos

0 —_—

Controle Herbivoria

Fonte: Autor, 2013.

Nota: A producéo nas plantas sob herbivoria inidica que a emissdo deste volatil ocorre em resposta
ao ataque por D. saccharalis

5.4 Confirmagéo da emisséo B-cariofileno por cana-de-agucar

Outro experimento foi realizado para confirmagéao da emissao do B-cariofileno
pela variedade de cana-de-acUcar sul africana (Saccharum spp.) também atacada
por Diatrea saccharalis, porém desta vez com dois novos grupos e em diferentes
tempos: O grupo de planta tratadas com herbivoria simulada e o grupo de plantas
expostas a cis-jasmona. Todos os tratamentos analisados nos tempos nos tempos
12 horas, 24 horas e 48 horas (Tabela 5). Foram utilizadas ao todo nesta etapa do
trabalho 48 plantas divididas em quatro grupos: Grupo Controle, Grupo Herbivoria
Simulada, Grupo Herbivoria Real (6 D. saccharalis em segundo instar por planta) e

Grupo CJ (Cis-jasmona).
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Tabela 5 — Organizagéo do experimento realizado em Rothamsted Reasearch.

24 h

4 plantas 4 plantas 4 plantas 4 plantas

Fonte:Autor, 2013.

Os tubos com Tenax das 3 primeiras plantas foram usados para analise em
GC-FID. O tubo da quarta planta foi submetido ao GC-MS para confirmagdo dos
compostos encontrados.

Os resultados da coleta e analise mostram que o [B-cariofileno também foi
produzido nas plantas submetidas a herbivoria simulada e real herbivoria, nédo
aparecendo nas plantas controle e submetidas a aplicacdo de CJ (Figuras 13 e 14).
A emisséo teve seu apice no tempo 12h.

A figura 15 representa a quantidade de B-cariofileno encontrado nas plantas
dos diferentes tratamentos, sendo uma quantidade significativa para os grupos
herbivoria real e herbivoria simulada no tempo de 12 horas representando o0 maximo
produzido. As médias de maior emissao foram de 7.64 ng e 7.53 ng por planta
respectivamente.
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Figura 13 — Comparacdo dos perfis de COVs de cada grupo em GC-FID.
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Fonte: Autor, 2013.

Nota: As amostras acima correspondem ao tempo de 48 horas de coleta de volateis de cana-
de-acucar em coluna de silica ndo polar HP-1 (J&W Scientific). As plantas submetidas
ao dano mecanico ndo apresentaram emissdes significativas de volateis para nossa
andlise.

Figura 14 — Tempo de retencado do padrao de B-cariofileno (25.883 minutos) utilizado
ara confirmacao dos picos encontrados nos grupos.
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Fonte: Autor, 2013.
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Figura 15 — Gréficos de producéo de B-cariofileno nos quatro grupos por planta em

nanogramas.
Produgdo de B-cariofilenoem ng
9,0
7,64 ng 7,53 ng
7,34 ng * *
8,0 *

ng de B-cariofileno

0,8 ng

0,12 ng 0,08 ng 7,34 ng
oS e

12h 24h 48 h

Controle M Herbivoriasimulada  ® Herbivoriareal M Cis-Jasmona
Fonte: Autor, 2013.

Nota: O grafico mostra que durante o processo de herbivoria ha uma clara resposta da planta
produzindo B-cariofileno tenax, tempo de coleta media de 3 plantas

5.5 Identificacdo e quantificacdo da expressédo do gene de uma Terpeno

sintase putativa de cana-de-acucar

A fim de complementar os resultados de deteccdo de p-cariofileno,
objetivamos também identificar o gene de uma terpeno sintase putativa de cana de
acucar (TPS) induzido durante a herbivoria por D. saccharalis.

A classe de enzimas das Terpeno Sintases (TPS) catalisa a etapa crucial da
biossintese de terpenos volateis, que converte o substrato prenil difosfato a olefinas
ou alcoois e portanto determinam o esqueleto basico da estrutura dos terpenos. As
sesquiterpeno sintases localizam-se no citossol e utlilizam farnesil difosfato (FPP)
como substrato (CHEN et al., 2011). Varios genes de sesquiterpeno sintases tém
sido isolados de milho, arroz e sorgo. Em milho, por exemplo, sete genes de
sesquiterpeno sintases ja foram caracterizados. As terpenos sintases do milho
TPS1, TPS10 e TPS23 séo induzidas apdés o dano por lagartas e assim a planta

produz os principais compostos do blend de volateis induzidos pela herbivoria
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(SCHNEE et al., 2002, 2006; KOLLNER et al., 2008a). Todas elas utilizam o mesmo
FPP como substrato, no entanto formam produtos diferentes, (E)-b-farneseno, (E)-
nerolidol e (E,E)-farnesol (pela a TPS1), (E)-a-bergamoteno, (E)-pB-farnesene and
sesquiphellandreno (pela a TPS10) e humuleno e (E)-p-cariofileno (para a TPS23).

Baseado nas sequencias acima, Zhuang et al, (2012) identificaram uma TPS
em sorgo (Sorgum bicolor), classificada como SbTPS4 (Sb07g005130) e niumero de
acesso no GenBank XM_002445120, e demonstraram que o principal produto desta
enzima foi o sesquiterpeno B-cariofileno, trantando-se portanto da cariofileno sintase
de sorgo. Por apresentar maior proximidade genética com a cana-de-agucar,
utilizamos essa TPS do sorgo como referéncia para iniciar trabalhos de busca dos
ortélogos em cana-de-acUcar.

A sequéncia de figuras 16 a 19 abaixo representam a estratégia de
bioinformética para construcdo do contig da TPS putativa de cana-de-aclcar e

desenhos de primers para serem utilizados com o RNA total de cana.

Figura 16 — Pagina do NCBI com a sequéncia de cariofileno sintase descrita por
Zhuang et al, 2012 SbTPS4 (Sb07g005130).

= NCBI

Sorghum bicolor hypothetical protein, mMRNA

NCBI Reference Sequence: XM 002445120 1

FEATURES Location/Qualifiers

source 1..1841
JSorganism="Sorghum bicolor™
/mol type="mRNA"
Joultivar="BTx&23"
/db xref="taxon:4558"
Jchromosome="7T"

gene <1..>1641

""""""""" flDcas_tag="SDREIDRAFT_O?g005130"
/gene synonym="Sb07g005130"
fdh_xref="GenEID:5555555"

CD5 1..1641

""""""" flDcas_tag="SDREIDRAFT_O?QOD513O"
fgene_synnnym="5hﬂ?gﬂﬂ513ﬂ"
Smote="similar to 0=208g0133700 protein™
/codon start=1
Sproduct="hypothetical protein"
Jfprotein id="XF 002445165.1"

Fonte: Autor, 2013.
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Figura 17 — Pagina do TIGR Plant Transcript Assemblies com os resultados BLAST

Plant Transcript Assemblies

***¥**%This site is no longer supported.*****

Please use alternative resources at Plant GDB.

[ Home | [ Current Release | [Plant TA Search | | Blast Search | [ Download TAs| [ Contact | [TIGR Home |

TA35660_4547 Saccharum officinarum|Putative sesquiterpene... 1397 3.4e-58 1
CA225640 Saccharum officinarum 845 1.9e-32 1
CA249142 Saccharum officinarum|Terpene synthase 10 [Zea m... 656 1.2e-23 1
CA295978 Saccharum officinarum|Terpene synthase family, m... 509 7.3e-17 1
CA179241 Saccharum officinarum|Terpene synthase 10 [Zea m... 484 1.2e-15 : |
CF571808 Saccharum hybrid cultivar|Stc [Zea mays (Maize)] 474 4.0e-15 il )
CA066614 Saccharum officinarum|Terpene synthase, N-termin... 359 7.0e-10 1
CA167734 Saccharum officinarum|Putative polypyrimidine tr... 198 0.996 1

Fonte: Autor, 2013.

Figura 18 — Tela do software DNASTAR LaserGene 8, para localizar as regides
conservadas das sequéncias anteriormente encontradas para o
assembling de sequéncias.
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Fonte: Autor, 2013.

Figura 19 — ORF parcial da Terpeno sintase putativa de Saccharum sp.

>Partial_cDNA_Saccharum_terpene_synthaseseq.seq "Saccharum terpene synthase” (891bp)
ATGCAGCTAGTAGCAGCCATCCTCTCCGATCCGGCTGTCCAATCCAGAGCCATCGAGATGGCCACCAGCAGCCCCATCC
CTCTGGTCTCGLAGGTGLAGCGCAAGCCACAGACATACACCCCAAGTCCATGRGRTGACTTCTTCCTCCAGCATGTCCC
ATGCACTCCATCACAGTTCTTGTCAATGAAGGAGAGGGCACAGAGCAAGAAGGAAGAAGTGAGGCAGATTATATTAGGA
ACCGTTGCCACCTCCAACCTGETACAGAAGATGGAGCTCGTCGACACGCTGCAACGGATCGGLGTGGACTACCACTACA
AGGAGGAGATCRATGATTTGCTTTGCTCTGTCTACGATGACAAGGATGGAGGCTCTGACAATCTATATATCACCTCGCT
GAGGTTCTATTTGCTCAGGAAGCATGGGTACAGAGTCTCTTCAGATGTGTT TGAGAAAT TTAGGGATGAGCATGGGAAC
ATTTCAAGTGATGATGTCAGCTGCTTGCTGATGTTGTATGATGCTGCGTATCTGAGAACTCGTGGGGAGGATATACTTG
ACAACATCATCACTTTCAACAAGAGCCACCTCCAATCTCTACTGCTGGCAAATTTGGAGCCAAAGCTACGAGAGGAAGT
GCAGTGCACTTTGGAGACACCTCGGTTCAGGCGRGTCAAGAGAGTGGAGACAAGGCGLTATATCTCTATATATGAGAAG
AAGGCTACACGAGATGCGACCATACTGGAGTTTGCAAAACTAGACTACAACATCTTGCAAGCTATCTACTGTGATGAGT
TGAAAGAACTCACAGTATGGTGGAAGGGGAGTCCANACAGAATAGATCTAAGCTT TCACAGGRACAGGATGLTGGRAGCT
ACACTTTTGGATGCTTCGAGTG

Fonte: Autor, 2013.
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Figura 20 — Alinhamento em ClutalW2 entre as sequéncias de aminoacido da terpeno
sintase putativa de cana-de-agUcar e a cariofileno sintase de Sorgum
bicolor Zhuang et al, 2012. (* = mesmo amino&cido; : = aminoacidos com
propriedades estremamente similares; . = propriedades similares)
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tREEER kx .izi_=:. - & ® * * *****i**i::i*tt*
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Partial_Saccharum_terpene_synt ANLEPKLREEVQCTLETPRFRRVKRVETRRYISIYEKKATRDATILEFAK 250
gREkF sk skhkk, hkEkkR kA k kR ks Rk kAkk Ak EX; 12 sREkEk  x
Zhuang LDFNILLTLYCEELKDLTLWWTEFQTQANTSIYARDRMVEMEFWMMGVFF 280
Partial_ Saccharum_terpene_synt LDYNILQAIYCDELKELTVWWKGSPXRIDLS~FERDRMVELEFWMLRV-~ 297
*hkgkdkk pakk kkkgkkghkk $ 3 * 3 kEkkkkkgkkhkdk; *
Zhuang EPQYSYSRKMLTQLFMIVSILDDLYDNECTTEEGNVFTAALERWDEEAVE 330

Partial Saccharum_terpene_synt =eece e ————————————

Fonte: Autor, 2013.

A partir da similaridade das duas sequéncias assumimos que a sequéncia por
nos utilizada é de uma possivel cariofileno sintase de cana-de-agucar. Utilizando o
software primer3, foram construidos os primers:

scTpsf 5" CAGCTGCTTGCTGATGTTGT 3

scTpsr 5 ATTGGAGGTGGCTCTTGTTG 3

De cada planta submetida a herbivoria real foi utilizado uma regido de até 3
centimetros em volta da area atacada pelas lagartas, mascerado em nitrogénio liquido
e extraido o RNA total para amplificacéo do fragmento de 100pb do RNAm putativo do
gene TPS de cana-de-acUcar. A figura 20 mostra a amplificacdo do fragmento em

amostra de cana-de-agucar.
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Figura 21 — Eletroforese em gel de agarose 2% dos produtos de amplificacdo por PCR
com amostras de RNA total de parte aérea de cana-de-acUcar da terpeno
sintase putativa corado com brometo de etidio.

Fonte: Autor, 2013.

O fragmento amplificado foi cortado do gel, e tratado para ser sequenciado. O

sequenciamento obteve a seguinte sequéncia com 75pb:

5" CATACTGGAGACAAGGCGCTACATCTCTATATATGAGAAGAAGGCTACACGAG
ATGCGACCCATACTGGAGACAA 3’

Utilizando o Primer3 foram desenhados dois novos primers, dessa vez
especificos do fragmento encontrado em cana-de-acUcar para quantificacdo da

expressao génica:
TPSsf: 5" CTGGAGACAAGGCGCTACAT 3
TPSsr: 5" TATGGGTCGCATCTCGTGTA 37

Os primers TPSsf e TPSsr foram utilizados com o RNA total das partes
aéreas e de raizes das mesmas plantas utilizada nos experimentos de coleta de
COVs. Amostras de RNA total de raizes ndo apresentaram amplificacdo, sugerindo
gue nao ha expressao desse gene das raizes de cana de acucar, diferentemente do
milho, em que houve detecgao de B-cariofileno em raiz como citado por Kdlner et al.,
(2008). Em estudos realizados com o milho pertencente a linha hibrida Delprim, foi
detectada a expressdo de TPS23, que foi induzida de forma independente pelo

ataque Diabrotica virgifera nas raizes e o seu controle ocorre a nivel de transcri¢éo.
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Ainda nesse estudo o B-cariofileno foi identificado como Unico composto liberado
significativamente pelas raizes apos danos provocado pelo mesmo herbivoro.

Os resultados da quantificacdo relativa para avaliar o nivel de expressdo da
TPS de cana-de-acUcar demonstra os niveis de expressao foram significativamente
maiores durante a herbivoria em relacdo ao controle e cis-jasmona como pode ser

visto na Figura 21.

Figura 22 — Gréafico dos niveis de expressdo do gene putativo da TPS relativo ao
tecido foliar por gPCR em relagéo a planta controle

Expressdo do gene TPS em cana-de-agticar

5 .

4 - m Cis-Jasmona m Herbivoria Real Herbivoria Simulada

*

Niveis de expressao em relacédo a planta controle

12 hr 24 hr 48 hr
Fonte: Autor, 2013.

Os resultados mostram que ha uma expressao significativa do gene nas
plantas sob herbivoria e que o nivel de expressdo é cerca de trés vezes maior em
relacdo ao grupo controle atingindo o maximo de expressdo no tempo 12h apos
exposicdo aos tratamentos. O grupo herbivoria simulada também teve um aumento
da expressao apenas no tempo 12h.

Comparando esses resultados aos de emissdo de [B-cariofileno verificamos
gue esse gene também teve expressdao maxima no tempo 12 horas e esta
relacionado com a resposta a herbivoria. Esses resultados somados ao resultado de
emissdo de B-cariofileno encontrado nos grupos submetidos a herbivoria (real e
simulada) é mais um indicativo de que a sequéncia descrita pode se tratar da
cariofileno sintase de cana-de-acucar. No entanto, para confirmacéo, a atividade

dessa enzima deverd ser verificada em estudos posteriores.
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5.6 Bioensaio com o parasitéide Cotesia flavipes: Teste de atracdo em
olfatbmetro

Com a finalidade de verificar a atividade bioldgica do B-cariofileno emitido por
cana-de-agucar foram desenvolvidos bioensaios para verificar a atratividade sob o
parasitoide C. flavipes extensamente utilizada em programas de controle biologico
na cultura da cana-de-aglUcar e tem como caracteristica o parasitismo das lagartas
da broca da cana (D. saccharalis).

Quando analisados os resultados, verificamos que as andlises estatisticas
pelo teste do qui-quadrado mostraram que as fémeas de C. flavipes foram atraidas
pelos extratos das plantas submetidas a herbivoria. Quando adicionado de 0,3ng/uL
de B-cariofileno sintético (C0,3) aos extratos das plantas controle, o extrato passou a
ser ativo realgando a atividade do B-cariofileno a niveis de significancia de p<0,001,
enguanto que a atracao pelo extrato controle ndo foi estatisticamente significativo.

Inimeras espécies de plantas liberam compostos volateis em resposta ao
ataque de herbivoros atraindo inimigos naturais para parasita-los ou preda-los. Além
do B-cariofileno ter demonstrado essa funcdo em nossos resultados a atragdo de
parasitoides de espécies de lepidopteros por este volatil liberado por milho, frente a
herbivoria, foi reportada por Schnee et al. (2006).

Em estudos realizados com Cotesia partellus, a vespa foi capaz de distinguir
entre tabaco, algodao e milho infestado com seu hospedeiro H. virenscens e H. zea.
Mesmo apOs a porcdo danificada da planta ter sido removida, as vespas
continuaram sendo atraidas pela planta atacada, o que demonstra o efeito
especifico de bouquet de volateis produzidos, especialmente do [-cariofileno
(MORAIS et al., 1998).

Os dados também foram analisados pelo teste de Tukey para comparagao
entre as medias dos multiplos pares. O tempo médio gasto pelas fémeas de C.
flavipes no brago do olfatbmetro com o extrato de herbivoria diferenciou dos tempos
gastos nos bragcos contendo hexano, quando testados a um limite de 5% de
significancia (p<0,05).

No entanto, quando o extrato controle foi testado (p<0,05), o tempo médio
gasto no bragco com extrato nao diferiu significativamente dos tempos gastos nos

demais bragos que continham hexano (Figura 12).
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Figura 23 — Resposta comportamental de Cotesia flavipes em ofatémetro de quatro
bracos frente aos extratos de volateis de cana-de-acUcar para oS

tratamentos Herbivoria, Controle e Controle mais 0,3ng/ul de B-
cariofileno.
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Fonte: Autor, 2013.
5.7 Deteccéo e quantificacdo do acido hidroxamico DIMBOA

O acido hidroxadmico DIMBOA tem sido relacionado a uma série de atividades
biologicas. Em extratos de milho e trigo, foi citado por desempenhar papel
importante na resisténcia contra pragas e apresentar toxicidade contra bactérias e
fungos. Estes efeitos foram atribuidos, dentre outros aspectos, a inibicdes de
enzimas nucleofilicas tais como residuos de cisteina (NIEMEYER, 2009).

Para a analise da producdo de DIMBOA na cana-de-acUcar foram utilizadas
amostras de folhas/colmo e raizes nas 4 plantas de cada grupo. As figuras 22 e 23
mostram a confirmagdo da presenca de DIMBOA na cana-de-agucar nos
tratamentos avaliados.
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Figura 24 — Padrédo de DIMBOA e tempo de retencdo.
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Fonte: Autor, 2013.
Nota: Concentracdo de 50ug/mL em HPLC Shimadzu LC-10A Coluna C-18 de

fase reversa. Tempo de retencdo do padrdo de DIMBOA (18.632 minutos)
utilizado para confirmagédo dos picos encontrados nos grupos.

Figura 25 — Co-injegcéao para confirmacgédo de DIMBOA em amostra de raiz de cana-de-

agucar.
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Fonte: Autor, 2013.

Nota: Em A o pico de DIMBOA em amostra de raiz em planta submetida a herbivoria por 48h. Em B a
mesma amostra mais 1uL do padrdo de DIMBOA com concentracdo de 50pug/mL em HPLC
Shimadzu LC-10A Coluna C-18 de fase reversa.

Os resultados com material das partes aéreas (folhas e colmo) de cana nao
apresentaram nenhuma quantidade detectavel de DIMBOA. Esse resultado foi
confirmado utilizando HPLC-MS (dados ndo mostrados).
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A producdo de DIMBOA por planta (nas raizes) atingiu seu 4pice no tempo
48h nas plantas submetidas a Herbivoria simulada e especialmente Herbivoria real.
(Figura 24).

Figura 26 — Comparacdo dos cromatogramas de amostras de raiz e a presenca de
DIMBOA visto em HPLC Shimadzu LC-10A Coluna C-18 de fase reversa
12 hr 24hr 48hr
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Fonte: Autor, 2013.

Nota: O circulo em vermelho mostra o conjunto de picos que surgiram no tratamento 48h do grupo
Cis-Jasmona impedindo a determinacdo da area do pico de DIMBOA para calcular sua
quantidade.

Os resultados mostram que houve producdo de DIMBOA apenas nas raizes e
gue esta aumenta gradativamente nos tempos analisados nas amostras submetidas
a herbivoria simulada sendo mais pronunciados na herbivoria real no tempo 48h
(Figura 25).
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Figura 27 — Producdo de DIMBOA em ng/g de peso fresco de raiz de cana-de-acucar
em HPLC Shimadzu LC-10A Coluna C-18.
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Fonte: Autor, 2013.

Milho, trigo e outras gramineas produzem grandes quantidades de
benzoxazinoides e seus glicosideos, atuando como elementos antialimentares por
conta de sua toxicidade e alelopaticos. Provavelmente essas atividades ocorrem
devido a natureza eletrofilica das agliconas, porém isso ainda ndo estd claro
necessitando maiores informacdes. Sabe-se que em sistemas bioldgicos a glutationa
(GSH) é o principal composto eletrofilico, reagindo com DIMBOA em milho.

Dixon et al (2012) dizem que a DIMBOA esgota os niveis de GSH de forma
irreversivel inativando enzimas ativas com residuos de cisteina, e dessa forma,
tornando a planta toxica, principalmente quando jovens, caso sejam ingeridas por
insetos.

O trabalho de Guthrie et al., 1986 com plantas de milho resistentes a broca do
milho (Ostrinia nubialis) e plantas suscetiveis mostrou-se que a quantidade de
DIMBOA presente nas plantas resistentes era maior além de observar que as
plantas mais jovens também apresentaram as maiores concentracgdes.

Um interessante trabalho sobre a quantidade de DIMBOA encontrada em
milho, é o de Chandra et al.,, 2013 que mostra a influéncia da luminosidade na

sintese de DIMBOA. Seus resultados mostraram que plantas cultivadas a luz
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apresentavam concentracdes de DIMBOA mais elevadas em relagdo as plantas
cultivadas na auséncia de luminosidade.

O aumento de DIMBOA apés o ataque por insetos foi mostrado por Gutierrez
et al, (1988) quando utilizou duas linhagens de milho que apresentam diferentes
concentracbes de DIMBOA (A-619 com maior concentracdo e W-117 com menor).
As plantas foram infestadas com Sesamia nonagrioides e tanto a linhagem com alta
concentracdo quanto a de baixa concentracdo, aumentaram a producdo de DIMBOA
em comparacdo com as plantas controle que ndo foram infestadas. Observou
também que no milho a quantidade encontrada nas folhas ndo difere da encontrada

no caule.

5.8 Construcdo dos primers para genes putativos Bx envolvidos na
producao de DIMBOA em cana-de-acUcar

Um caminho de sinalizacdo encontrado em plantas monocotiledéneas, resulta
na ativacdo do gene codifica o indole-3-glicerol fosfato liase (IGL) que em milho
catalisa a formacdo de indol livre e € seletivamente ativado por volicitina, um
elicitador presente na secrecéo oral de insetos. As propriedades enzimaticas do IGL
sdo semelhantes a do gene BX1, uma enzima de milho, que serve como ponto de
entrada para a biossintese dos metabdlitos secundarios defesa DIBOA e DIMBOA.
Esta via de sinalizacdo, a via associada ao triptofano (TAP), possivelmente deve
ocorrer também em cana de acUcar ja que alguns dos genes ortélogos foram
identificados, sugerindo um mecanismo de resposta similar (FALCO et al, 2001).

Foi realizada uma busca no GenBank por sequéncias dos genes da familia Bx
de Zea mays, Triticum aestivum, Sorghum bicolor, Oryza sativa, Hordeum lechleri e
Hordeum vulgare. As sequéncias encontradas foram alinhadas inicialmente no
programa ClustalW2 (Figura 26) e o arquivo do alinhamento utilizado no software

BioEdit 7.1.5.0 (Figura 27) para localizac&o de regides conservadas entre 0s genes.
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Figura 28 — Programa ClustalW2 utilizado para o alinhamento inicial em busca de
regides conservadas dos genes Bx1 de sorgo, milho e arroz.

EMBL-EBI

ClustalW?2

Input form Web services | Help & Documentation

Tools > Multiple Sequence Alignment > Clustalw?2
911242032686 | ref|XM_002463693. CCTGGCGACGACGGCAGAGGCGCTGCGGCTCCTGGACGCGTGCGECGCAG 518
gi1242042636_4246939-42428701 CCTGGECGACGACGECAGAGECECTGCGECTCCTGRACGCGTGCGECECAG 618
911242032684 |ref|X¥_002463692. CCTGGCGACGACGGCAGAGGCGCTGCGGCTCCTIGGACGCCTGCGECECCE 355
gi1162461895|ref|NM_001111749. CCTAGCGACGACGGCCGAGGCGCTGCGECTGCTGGACGECTGTGECGCCE 394
gi1115455920 | ref|NM_001058096. CATGGGGACGACGGCGEAGGCGCTGCGECTGCTCGACGCGTGLGGCGLCE 446
* ok ok ARk Rkk kA k ARk A R AR A R A RA AR kR kk Rk R EhkwkR W
911242032626 | ref|XM_002463693. ACGTCATCGAGCTCGGCGTGCCCTICTCGGACCCCTACGCCGACGGGCCE 568
gi1242042636_4246939-4242701 ACGTCATCGAGCTCGGCGTGCCCTICTCGGACCCCTACGCCGACGGGCCE 668
gi1242032684 | ref|XM_002463692. ACGTCATCGAGCTGGGCGTGCCCTICTCCGACCCCTACGCCGACGRGCEE 405
gil162461895 | ref|NM_001111749. ACGTCATCGAGCTGGGCGTGCCCTGCTCGGACCCCTACATCGACGRGCCE 444
gil115455920 | ref|NM_001058096. ACGTCATCGAGCTCGGCGTGCCCTTCTCCGACCCCTACRACGACGGCCCC 496
FEE IR I IR AR T KRR AR A RIS A EE kEkrrhE k% EhE A AR *

Fonte: Autor, 2013.

Figura 29 — Programa BioEdit 7.1.5.0 e o alinhamento das sequéncias de Bx1 de Zea
mays, Triticum aestivum, Sorghum bicolor, Oryza sativa, Hordeum
lechleri, encontradas no GenBank.
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Fonte: Autor, 2013.

Nota: A elipse em vermelho destaca uma regido bem conservada com uma Unica variagao (C ou A)
para construcdo de primers
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Os primers construidos para localizar os genes da familia Bx em cana de
acucar foram sintetizados e dependendo da quantidade de variagdes, mais de um
primer foi construido para a mesma regido. Foi adotada a mesma estratégia (Figura
26 e 27) para a busca de todos os genes Bx (Bx1 a Bx9). A tabela 6 abaixo lista os
primers utilizados para localizar os RNAs mensageiros de cada gene Bx em cana-

de-acUcar:

Tabela 6 — Primers utilizados na reacdo multiplex para amplificacdo de trechos dos
genes Bx em cana-de-agucar

Gene Primers

Bx1 Bxlfa — 5" ACGGCGTTCATCCCGTACAT 37/ Bxlra - 5" ACAGCTCCGGCGTCACCTCC 37

Bx2fa- 5" TGGACATGAGCGAGCTCCTG 3"/ Bx2fb - 5" TGGACATGACCGAGCTCCTC 37
BxZra- 5 TCGTCGATGAGCTTGTCGAG 37/ Bx2rb - 5" TCGTCAATTAGCTTGTCGAG ¥
BxZrc - 5" TCATCGATGAGCTTGTCGAG 37

Bx2

Bx3fa- 5" GCTGCCCATCATCGGCCACC 3"/ Bx3fb - 5" CCTGCCAATCATCGGCCACC 37
Bx3ra - 5" CTGGCCTGCCGCCAGTACTC 37/ Bx3rb - 5" CTGCCCTGCCGCCAGTACTC 37
Bx3rc - 5" CTGGCCTGCCGCCAGTGCTC 37

Bx3

Bxdfa - 5" GCTCCCCATCATCGGGCACC 37/ Bxdfb - 5 GCTACCCATCATCGGCCACC ¥
Bxdfc - 5" GCTCCCCATCGTCGGCCACC 37/ Bxdra - 5" CACGTGGTCGTGCGTGCG 37
Bxdrb - 5" GATGTGGTCCTGCGTGCG 37

Bx4

Bxb Bxbfa - 5" TGGTCCATGGCCTCCCACAT 3° / Bxbra - 5" GCGGCCAGAAACTCGCTCAT 3
Bxb&rb - 5" GCCGCCAGCACCTCGCTCAT 37

Bx6 Bxbfa - 5 CTGGCGCGACACGCTCTTC 37/ Bx6fB - 5" CTGGCGCGACACCCTCTIC 37
Bxbra- 5 TCCGGGCACGGCGGGTAGTA 37/ Bxbrb - 5" TCCGGGCACGCCGGGTAGTA S’

Bx7fa - 5" TCGCTCGTCGACGTCGGCGG 3 f Bxffb - 5 TCCCTCGTCGACGTCGCCGG 37
Bxffc - 5" TCGCTCGTGGACGTCGGCGG 3 / BxTra- 5" GTGCAGAATCCACTTGAGCA ¥
Bxfrb - 5" GTGCAGGATCCACTTGAGCA 3

BxT

Bx& Ex8fa - 5 GTGCTGTACGTGAGCTTCGG 37/ BxBfb - 5" GTGCTCTACGTGAGCTTCGG 37
BxBra - 5" AGCACCTCCTCCTGCGGCGC 3

Bxffa - 5" GTGCTCTACGTGAGCTTCGG 3"/ Bx9fb - 5" GTGCTCTACGTCAGCTTCGG 3
Bx9 Bx9fC - 5" GTGCTGTACGTGAGCTTCGG 37/ Bx9fd - 5° GTGCTGTACGTCAGCTTCGG 37
BxSfe - 5" GTGCTGTACGTGAGCTTCGG 3"/ Bx9ra- 5" ACCTCCTCTTGCGGCGCCCA 3
Bx9rb - 5 ACCTCCTCCTGCGGCGCCCA 3" / Bx9rc - 5" ACCTCCTGCTGCGGCGCCCA ¥7

GAPDH | GAPH1-5 CGCTGCTTGTCTATGCTGAG 37/ GAPH2 - 5" GGGATGGTAGCAGAAATGGA 37

Fonte: Autor, 2013.



75

Os primers foram utilizados com o RNA total extraido de 1g das partes aéreas e de
raizes de cada planta utilizada nos experimentos em reacgdes de

multiplex PCR para cada conjunto. Amostras de partes aéreas ndo apresentaram
amplificacéo, sugerindo que nao ha expressao desses genes nas folhas e colmo de
cana de acucar corroborando com a nao deteccdo de DIMBOA na parte aérea. A
figura abaixo mostra um gel de agarose a 2% com os produtos de amplificados de

cada grupo.

Figura 30 — Gel de agarose 2% com os aplicons dos genes putativos Bx de cana-de-agUcar.

Fonte: Autor, 2013.

Nota: Da esquerda para direita: Marcador de peso molecular de 100pb; amplicon do Bx1 com 200pb;
amplicon do Bx2 acima de 200pb; amplicon do Bx3 acima de 200pb; amplicon do Bx4 abaixo
de 200pb; amplicon do Bx6 acima de 200pb; amplicon do Bx7 abaixo de 200pb
aproximadamente 150pb; amplicon do Bx8 com 200pb; amplicon do Bx9 com 200pb. N&o
houve amplificag&o do Bx5.

Os fragmentos foram recortados, isolados da agarose e submetidos ao
sequenciamento pela empresa Eurofins MWG Operon Uk
(http://www.eurofinsgenomics.eu/). O resultado de cada sequenciamento foi
organizado de acordo com o grupo. No programa BioEdit 7.1.5.0 os grupos foram
alinhados e gerada uma sequéncia consenso. Cada sequéncia consenso (Tabela 7)
foi submetida ao BLAST para confirmacédo do produto (Figura 29) e em seguida
submetida ao software Primer3 para construcdo de primers especificos para os

fragmentos encontrados em cana-de-agucar (Tabela 8).
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Tabela 7 — Lista de sequéncias consensus apés sequenciamento dos fragmentos e
confirmacdo através do BLAST para construcao de primers especificos.”

Gene

Bx1

Sequéncias consensus

GAATGACGACACAGCGGAGGAGGCGTTGTGCCTACTAAAGCCTGTGGCGCCCACGTCATCGAGCTGGATCC
CTAAGTCGACAGCCCCATCATCCAGGCTTCTAGCTTCCGGGCTCTGGTGGGGGGCATCAGGCATGATGATAT
GGATGGCGTGCTGGAGATAATGCTAGCTCATGCAGGGAGGTGACGGCAGAGCTGT

Bx2

CTGGTGTGCCGCGCGGTGTCGGGCAAGTTCTCCATGGAGGAAGGCCGGAACAGGCTGTTCCGGGAGCTCAC
CGACATCAACGCGCAGCTCCTGGOGCGGGTTCCACATCCAGGACTACTTCCCCGGCCTGGGGEAGGATCGAGT
TCGTCAGGAAGGTGGCGTGCGCCAAGACTAGACGAGTGAGGAAGCGCTGGGACGATCTTCTCGACAAGCT
AATTGACGAAA

Bx3

TCCTGACCGTGGACGCGGGACGCGACGCGAACACATGGTCGTGAGTGCGCATGATCGCCTGCGCGGCLCGC
GGGGAGGACACGATGAGGGTGGGGACGGCGCCGAGGCGGAGGAGCATGAGGCCGTCGCGGCCATG

Bx4

AGACGATGAGTGTTGGTACGGCGCCGAGGTGGAGGAGCATGAGGCCATCACGGCCATGCCTGGLGGCGAG
GTCACGGAGGGAGACGTGCGGGAGGGAGCCAATGAGGTGCAGGTGGCCGACGATGGGGAGCCCTT

Bx6

CGCGCAGCCCATCTCGCGCAGGTGGTCGCTGGCCAGCCCGAGGGACTCCGACAGCAGCTCCAACACCCGCA
GCGCCAGCTTCGTCGCCGCGTCGCCGTACTCCAGCATCACGTACCTGACAGCCTCGGGGAGCTCCTCTAGLC
GTGGCGGGTCCGGCGCCA

Bx7

TTGAAGTGCGGGAAGCCACTTGTGACGTCAACCGGAGAAGGGCCTCGCTCAGGLCGGCGACGTCGACGAG
GGAAT

Bx8

CGGGACTGGTGGAGACGGCGTGGGGCATCGCCGGCAGCGGCGTGCCGTTCCTCTGGGTGGTCCGGCCGGG
CATGGTCCACGGGTCCGCGGACGACCACCGTCTCCCCGAGGGGTTCGCGGCAAAGTCGTGGCGT

Bx9

CGGGACTGGTGGAGACGGCGTGGGGCATCGLCGGCAGCGGCGTGCCGTTCCTCTGGGTGGTCCGGLCGEA
CATGGTCCACGGGTCCOCGGACGACCACCOTCTCCCCGAGGGGTTCGCGGCAAAGTCGTGGLGTGGGCGLC
GCAGGAGGAG

Fonte: autor, 2013.

Nota: As sequéncias estdo apresentadas no sentido 5> 3
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Figura 31 — Reproducéao da telado BLAST com os resultados para sequencia
consenso Bx1
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Fonte: Autor, 2013.

Tabela 8 — Primers especificos para as sequéncias consenso utilizados na reacao
gPCR para anélise de expresséo do genes Bx de cana-de-agucar.

Primers especificos para Bx de
Gene ;
cana-de-agucar
Bx1 Bx1f— 5" AGGAGGCGTTGTGCCTACTA 3°
Bxlr—5 TCGACTTAGGGATCCAGCTC 3~
Bx2 Bx2f — 5"GAGCTCACCGACATCAACG 3~
Bx2r — 5 CGGGGAAGTAGTCCTGGAT 3°
. Bx3f— 5" AACACATGGTCGTGAGTGC 3°
Bx3r — 5" CCACCCTCATCGTGTCCTC 3°
Bxd Bx4f - 5" GAGGTGGAGGAGCATGAGG 3"
Bx4r— 5" CACGTCTCCCTCCGTGAC 3°
B Bx6f — 5" CTCCGACAGCAGCTCCAA 3°
Bx6r —5° GTCAGGTACGTGATGCTGGA 3~
Bx7 Bx7f- 5" AAGTGCGGGAAGCCACTT 3°
Bx7r — 5" GTCGCCGGCCTGAGC 3~
B Bx8f— 5 CCGTTCCTCTGGGTGGTC 3°
Bx8r -5 GGGAGACGGTGGTCGTC 3°
Bx9 Bx9f— 5 CCGTTCCTCTGGGTGGTC 3°
Bx9r -5 GGGAGACGGTGGTCGTC 3"

Fonte: Autor, 2013.
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Os resultados demonstram um aumento na expressdo, em relacdo ao grupo
controle, de todos os genes, poréem ndo foi observado diferengas significativas
entres 0s grupos para os genes Bx1, Bx3, Bx4, Bx6, Bx7, Bx8 e Bx9. Foi detectado
um aumento diferencial para o gene Bx2 e em uma menor escala para os demais
genes no grupo herbivoria real. Os niveis de expressdo de cada um dos grupos nos

tempos analisados para os genes Bx encontram-se nos graficos abaixo (Figura 28).
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Figura 32 — Graficos A, B e C: Niveis de expresséo dos genes putativos Bx de cana-de-agucar nos trés tratamentos analisados por
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As razles pelas quais ndo foram encontradas respostas significativas para os
demais genes, estdo sendo analisadas, uma vez que ha descrito na literatura que
em outras plantas eles estdo ativos e sdo importantes (AHMAD et al.,, 2011).
Acreditamos ser cedo para afirmar que os demais genes ndo tenham participacao
nesse mecanismo ou que isso seja algo exclusivo da cana-de-acucar.

Durante o ataque pelo herbivoro, componentes presentes no regurgito das
larvas funcionam como elicitadores induzindo respostas da planta. Um desses
elicitadores é um derivado de &cidos graxo o N-(17-hidroxilinolenoil)-L-glutamina,
mais conhecido como volicitina, que desencadeia a sintese e liberacdo de
componentes volateis, incluindo terpendides e indol no milho (SAWADA et al., 2006).
Nossos resultados revelam que tanto as plantas infestadas por D. saccharalis
guanto as submetidas a herbivoria simulada apresentaram um aumento da producéo
do volatil B-cariofileno e de acidos hidroxamicos (DIMBOA).

Frey et al., 2000 mostrou que a enzima (IGL), catalisa a formagéo de Indol
livre € ativada seletivamente por volicitina, além disso, mostrou que a analise das
sequéncias dos genes IGL e Bx1 possuem evolutivamente uma relagdo com a
triptofano-sintase subunidade alfa. Essa relacdo também foi citada por Ahmad et al
2011, mostrando que a producdo dos metabdlitos secundarios, acidos hidroxamicos
benzoxazinoides como a DIMBOA, sao catalisados pela acdo do gene Bx1 ou do
IGL. O Gene Bx1 inicia as reacfes subsequentes (genes Bx1 ao Bx9) para producao
de DIMBOA, sendo no milho o principal responsavel para producdo de DIMBOA,
enquanto que o IGL é induzido por ferimentos de herbivoria. Nossos resultados
demonstram que o gene da biossintese de DIMBOA mais ativado apos a herbivoria
em cana—de-agucar foi o gene Bx2.

O gene Bx5 ndo apresentou resultados satisfatérios durante o processo de
busca do gene com os primeiros conjuntos de primers, por esta razao ficou fora de
nossa analise. Os poucos fragmentos que apareciam nos géis de agarose, também
foram cortados e sequenciados apresentando resultados insatisfatorios durante a
analise de busca de similaridade pelo BLAST.

Durante nossos experimentos de herbivoria real, observamos que as larvas
de D. saccharalis quando construiam as galerias no colmo da planta, iam em direcao

a raiz, porém, em nenhum dos casos observados elas chegaram até as raizes. Um
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dos motivos pode ser a presenca de DIMBOA, no entanto carecem ainda estudos
adicionais.

Segundo Melo (1984), fungos oportunistas Glomerella tucumanensis e
Colletotrichum falcatum infectam a cana-de-agicar no momento em que a D.
saccharalis adentra no colmo causando o fenbmeno conhecido por “podridao
vemelha”. Nair et al., 1990 citam que a DIMBOA é um metabdlito secundério de
defesa das plantas contra fungos, tais como Fusarium nivale. Outro modo de acao
mostrado por Niemeyer, (2009) é o da resisténcia contra a mastigacao de herbivoros
que causa danos teciduais. Acreditamos que o0 motivo para 0 surgimento desta
fitopatogenia, a podridao vermelha de cana-de-acucar, se dé pelo fato de nao existir
a producdo DIMBOA nas partes aéreas da cana-de-acucar como demonstrado em
nossos resultados. A presenca ou a manipulacao de DIMBOA nas parte aéreas da
planta poderia surgir como potencial alvo para aumento de resiténcia da cana aos
fungos.

Além disso, Nair et al, 1990 descrevem que a DIMBOA exerce um efeito
toxico para numerosas larvas nos cereais, como por exemplo, as larvas de Ostrinia
furnacalis que demoram muito mais tempo para atingir o nucleo da planta quando
seus tecidos secretam DIMBOA além de aparentemente diminuir seu apetite.

Outro trabalho que cita a DIMBOA presente no milho e atuando com efeito
toxico é o apresentado por Campos et al. (1990), em que larvas de Ostrinia nubialis
sofreram maior ataque pelo endoparasitéide Diadegma terebans quando fornecido
em dieta artificial com 0,3mg de DIMBOA. Além disso foi observado também
diminuicdo do peso das pupas e aumento da mortalidade.

Cambier et al., 2000 estudou a variacdo da quantidade de DIMBOA em
relacdo a idade e 6rgédo do milho e seus resultados mostraram que a concentracao
de DIMBOA ¢ elevada ap0s a germinacao das sementes, continua a ser sintetizada
até os 10 primeiros dias e em seguida diminui com a idade da planta e, diferente do
gue foi visto em nossos resultados, também mostra que ela esta presente nas partes
aéreas do milho.

O trabalho de Neal et al., 2012 mostrou que em milho DIMBOA é o principal
composto em exsudatos radiculares desta graminea. Plantas expostas a
Pseudomonas putida KT2440, bactéria colonizadora competitiva, sendo benéfica a

planta, apresentavam aumento da producao de DIMBOA, neste caso, atuando como
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elemento de quimiotaxia e atraindo uma quantidade maior de P. putida em relacédo a
plantas mutantes que ndo expressavam o Bx1l gene envolvido na biossintese dos
benzenoxandides. Isso mostra um papel de semioquimico para DIMBOA recrutando
rizobactérias benéficas ao milho nas fases iniciais de crescimento e nas vulneraveis.

Outra informagdo muito importante mostrando o papel dos acidos
hidroxdmicos como metabdlitos de defesa encontra-se nos resultados de Ahmad et
AL., 2011 utilizando milho do tipo selvagem e deficientes do gene Bx1 e do gene Igl.
As plantas foram infestadas com o pulgdo do cereal Rhopalosiphum padi e
observados os niveis de resisténcia ao fungo Setosphaeria turtica. As plantas
deficientes dos genes Bx1 e IGL apresentaram melhor desenvolvimento do pulgéo e
menor resisténcia a penetracdo ao fungo em relacdo a planta selvagem. Observou-
se ainda que nos casos de grande ruptura de tecido durante o ataque houve o
aumento da produgcdo de DIMBOA. Assim, as funcdes DIMBOA como um sinal
regulamentar de defesa no milho além da sua atividade bem caracterizada como um
metabolito de defesa biocida.

Nossos resultados corroboram com o observado com Ahmad et al. (2011),
que também concluiu que a quantidade de DIMBOA atua como um sinal de
feedback negativo transcricional extracelular para o inicio da transcricdo dos genes
Bx. Dessa forma, visto que nossas analises mostraram o aumento da concentracdo
de DIMBOA ao longo do tempo (12h>24h>48h) e diminuigdo do nivel do gene Bx2
ao longo do mesmo periodo (Figura 30), possivelmente esse mecanismo de
feedback negativo tenha ocorrido na cana-de-agucar.

A producdo mundial de graos sofre perdas inestimaveis todos os anos tanto
em quantidade quanto em qualidade. A cana-de-agcUcar, mesmo apresentando
aumentos na sua producdo nos ultimos anos, ainda apresenta, uma quantidade que
nao é utilizada pela industria devido a perdas consequentes a pragas. Segundo
Sant’Anna et al. (2001) a investigacdo de mecanismos naturais de defesa das
plantas contra organismos agressores € uma alternativa para o desenvolvimento de
novas classes de inseticidas. Metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas com
funcdo de defesa, como no caso dos benzoxazenoides, que podem atuar contra

enzimas digestivas de insetos herbivoros, sdo uma alternativa promissora.
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5.9 Resposta da cana-de-aguUcar a aplicacao de Cis-Jasmona

Explorar a inducdo de vias de defesa em plantas para controle de pragas,
doencas e ervas daninhas é uma das estratégias mais pesquisadas atualmente, pois
a substituicdo de pesticidas sintéticos, por elementos naturais trariam inimeros
beneficios, como menor impacto ao meio ambiente e a satde humana.

Segundo Pickett et al. (2007), essa abordagem envolve processos de
aplicacao de produtos naturais patenteados em plantacdes para a inducao de defesa
da planta, na qual esses compostos teriam a capacidade de ligar o sistema
defensivo da planta sem agredir o meio ambiente.

A cis-jasmona, € bem conhecida como um componente volatil de plantas e
sua liberacéo pode ser induzida por danos que ocorrem durante a herbivoria. Birkett
et al, (2000) demonstraram que a CJ induz defesa em feijao (Vicia faba) produzindo
(E)-omiceno, atraindo o parasitéide do herbivoro e iniciando assim uma interagao
tritr6fica e consequente protecdo da planta.

CJ foi descrita também na induc&o de defesa indireta em Arabidopsis thaliana
L. (Brassicaceae) onde houve a atracdo do inimigo natural do pulgdo Aphidius ervi
(BRUCE et al., 2008) e em soja, Glycine max L. (Fabaceae), onde ocorreu a atragao
de parasitoides de ovos e inimigos naturais de percevejos (MORAES et al., 2009).

O tratamento de plantas de algoddo, G. hirsutum, com CJ resultou em
alteracdo nos niveis de compostos organicos volateis emitidos para defesa e
repeléncia do pulgdo do algodoeiro. Estas plantas pareceram emitir niveis mais
elevados de quatro compostos relacionados a defesa, ou seja, 0 composto volatil
folha (Z) -3-hexenilo de etilo, 0 homomonoterpeno (e) -4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno
(DMNT), o salicilato de metila e 0 homosesquiterpeno (e, E) -4,8,12 - trimetiltrideca-
1,3,7,11-tetraeno (TMTT) (HEGDE et al. 2012). Nossos resultados demonstraram
que a CJ ndo induziu a producéo de volateis em cana-de-aclcar.

Estudos realizados em trigo (T. aestivum) por Moraes et al., (2007) revelaram
a producdo mais elevada de metabolitos de defesa, entre eles DIMBOA, nas partes
aéreas e raizes em plantas submetidas ao tratamento com CJ quando comparado
com plantas ndo tratadas. Comprovou-se pela primeira vez que a cis-jasmona
também induz a producédo selectiva de metabolitos secundéarios que séo capazes de

reduzir diretamente o desenvolvimento de pragas.
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As plantas de cana-de-acgUcar tratadas com CJ ndo apresentaram emissao de
volateis e ndo apresentaram aumento da expressdo do gene TPS, ficando bem
abaixo dos niveis encontrados nos outros tratamentos. No entanto, quando
analisada a producdo de DIMBOA houve uma resposta similar a encontrada nas
plantas submetidas a herbivoria. O tempo de 48h n&o pbde ser analisado devido ao
surgimento de outros picos juntos com o pico de DIMBOA impedindo assim sua
analise (Figura 24), porém foi possivel confirmar sua presenca através da
espectrometria de massas da amostra (dados ndo mostrados). A expressdo dos
genes Bx mesmo sendo similar ao padrao encontrado no grupo Herbivoria simulada,
foi menos pronunciada. No entanto, para o gene Bx2, houve um aumento de
aproximadamente 10 vezes na expressao de plantas tratadas com CJ em relacao ao
controle.

O estabelecimento de CJ como um ativador potencialmente util a planta
permitiu seu patenteamento e iniciou-se um programa de melhoramento que envolve
o British Wheat Breeders (BBSRC Research Grant, 2007 - 2010, “The potential to
control insects and other organisms antagonistic to wheat by upregulation of
hydroxamic acids” - O potencial para o controle de insetos e outros organismos
antagdnicos ao trigo por regulacdo positiva de acidos hidroxamicos') (Pickett et al,
2007).

Realizamos os testes com um grupo de plantas expostas a cis-jasmona para
verificar se haveria resposta como ja visto em outras plantas. Ficou claro que néo
houve inducdo para emissdo de volateis, porém ha uma producdo de DIMBOA na
raizes induzida pela cis-jasmona e uma expressiva inducdo do gene Bx2,

possivelmente regulador da biossintese de DIMBOA em cana-de-acucar.

5.10 Analise do perfil proteico e identificacdo das proteinas

diferencialmente expressas em resposta a herbivoria

As plantas, durante a evolucao, para reduzir os danos causados pelas pragas,
tém desenvolvido uma série de mecanismos de defesa, dentre eles, barreiras
fisicas, metabdlitos téxicos, volateis sinalizadores e proteinas. Neste contexto,
através da andlise protedmica, identificamos proteinas de extratos fendlicos de
tecido foliar de cana-de-agucar elicitadas pela herbivoria e secrecdo oral de D.

saccharalis.
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Através da identificacdo destas proteinas, observamos que houve uma
reducdo na taxa fotossintética e na glicolise apos elicitacdo. Frequentemente tem-se
descrito para outras plantas uma supressao sistémica da fotossintese na herbivoria
por lagartas. Por outro lado, proteinas envolvidas na defesa da planta, como na
detoxificac@o e protecao celular, tem sua sintese aumentada apos a elicitacdo (GIRI
et al, 2006; THIVIERGE et al., 2010).

Os perfis protéicos das partes aéreas das plantas apresentaram 650 spots
(Figura 33) sendo 143 que apresentaram com diferencas nos niveis de expressao
entre os tratamentos. As proteinas significativas identificadas estdo listadas com
suas respectivas funcdes na tabela 9.

Figura 33 — Gel de poliacrilamida com perfil proteico.

MwW pH

A

Fonte: Autor, 2013.

Nota: A) Imagem de Gel de poliacrilamida com perfil protéico de folha/colmo; B) apds o tratamento da
imagem no software ImageMaster 2D Platinum 7.0 os 650 spots localizados. Marcador de peso
molecular (MW) Full-Range Rainbow Molecular Weight (225kDa — 12kDa). Cada spot foi
reconhecido pelo software e delimitado para iniciar o processo de comparacdo com 0s demais
grupos.



Tabela 9 — Lista das proteinas diferenciadas e suas fun¢des nos diferentes tratamentos.
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Padrao de Indugao
Proteina Fungao

C HS HR
Ribulose bisfosfato carboxilase oxigenase (RUBISCO) Fotossintese 1 l -
Proteina 1 potencializadora envolvida com Oxigénio (PsbO) Fotossintese T l -
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase B (GADPH) Metabolismo l 1 -
Peroxirredoxina (Putativa) Via reativa de oxigénio * - -
Glutationa S-Transferase 1 (GST) Defesa l 1 -
Proteina ribossomal 50S L12-1 Biossintese de proteinas | 1 -
Proteina de ligacao ao DNA Transcricao e traducao - * -
O-acetil serina(tiol)liase Metabolismo de aminoacidos - * -
Fator de alongamento termo instavel (EF-Tu) Chaperonina l 1 -
Monotiol Glutarredoxina-$12 Defesa - - *
Hypothetical protein SORBIDRAFT_07g027960 [Sorghum bicolor] - - - *

Fonte: Autor, 2013.

Nota: (-) Ausente (*) exclusiva (1) expressdo aumentada (|) expressao diminuida
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Muitas vezes, uma supressado sistémica da fotossintese esta associada a
herbivoria por lagartas. Thivierge et al., (2010) encontrou cinco proteinas de milho
modificadas de um modo especifico por lagartas Spodoptera exigua, entre elas,
duas ribulose bifosfato carboxilase/oxigenas, também conhecida como Rubisco
(Rubisco e Rubisco Activase) que estdo associadas com modificacdes oxidativas da
fotossintese.

A Rubisco é uma proteina envolvida na fixacdo do carbono durante a
fotossintese e por esta razdo acredita-se que seja a proteina mais abundante no
planeta. Apesar dessa enzima catalisar fungdes de carboxilagéo, estudos realizados
por Pausen e Lane (1966) confirmam a nocdo de que uma parte da Rubisco nao
esta disponivel para este fim e desempenha o papel de proteina de armazenamento.
Esta ideia foi sugerida no inicio dos anos 1960, quando a Rubisco foi descoberta e
encontrada para compensar até 60% do proteina soltvel no cloroplasto.

Quando em condi¢Bes de diminuicdo ou auséncia de CO2 atmosférico, para
as plantas, a Rubisco é degradada ou diminuida (CAEMMERER et al., 2005).
Também foi relatado que espécies reativas de oxigénio (ROS) podem modificar a
Rubisco, facilitando a sua degradacéo por proteases. Esse fato sugere a explicagao
na diminuicdo dessa proteina quando em condi¢des de ataque ao vegetal, visto que
a producdo de ROS esta envolvida em respostas induzidas por herbivoria. NOs
observamos uma diminuicdo na expressdo desta proteina no grupo submetido a
herbivoria simulada.

Demonstrou-se que a diminui¢do da concentracdo de proteinas induzidas por
herbivoros que participam da fotossintese sdo maiores nas areas atacadas por
herbivoros, um resultado que aponta para a reducdo induzida por herbivoros na
proteina Rubisco em cana-de-agcucar como uma explicacdo potencial para a
inesperada diminui¢cdo na taxa fotossintética em folhas atacadas (GIRI et al., 2006).

A diminuicdo no teor de proteinas envolvidas na fotossintese durante a
herbivoria, possivelmente representa uma economia de energia para producao de
outras proteinas e metabdlitos secundarios relacionados a defesa. A Gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase B (GADPH-B) teve sua expressdo aumentada quando as
plantas foram submetidas a herbivoria simulada. Por ser uma proteina envolvida na
glicélise (metabolismo energético) onde o gliceraldeido-3-fosfato é convertido em
piruvato, culminando na formacédo de acetil-CoA, molécula central no metabolismo
geral (FARIAS; MARTINEZ-DE-DRETS, 1976) e acreditamos que a necessidade do



88

aumento da producdo desta proteina sirva para o aumento do metabolismo
energético e producdo dos compostos de defesa, uma vez que proteinas envolvidas
na fotossintese tiveram sua expressdo diminuida durante o ataque. Importante
ressaltar que utilizamos em nossos experimentos de expressao génica, a sequéncia
do trabalho de Medeiros (2012) de RNAm de cultivar hibrido de cana-de-agucar,
correspondente a subunidade GAPDH2 ou GAPC2 diferente da encontrada nos geéis
2D, que é a GAPDH B. Em milho, este mesmo gene, o GAPDH2, foi utilizado como
gene de referéncia para experimento de gPCR por Negeri et al., (2013). Segundo
informacédo encontrada site do UniProt.org (The Universal Protein Resource) as
plantas possuem dois tipos de GAPDH codificadas por genes distintos, sendo uma
forma citosélica (GAPDH2) que participa da glicélise e a forma encontrada nos
cloroplastos (GAPDHB) que patrticipa da fotossintese.

A producédo de espécies reativas do oxigénio (ROS) é parte do mecanismo de
resposta a herbivoria onde ha a oxidacdo de proteinas, ativando assim fatores de
transcricdo para producdo de compostos de defesa. Na herbivoria em cana-de-
acucar houve a diminuicdo da proteina Proteina 1 potencializadora envolvida com
Oxigénio (PsbO) (Figura xx) e pode ser consequéncia da necessidade de uma
maior concentracdo de oxigénio dentro da planta para producdo de metabdlitos
secundarios. A proteina PsbO é extrinseca e onipresente no fotossistema, presente
em todos organismos que utilizam oxigénio. Parece desempenhar um papel central
na estabilizacdo do aglomerado de manganés e é uma fator essencial para a
estabilizar eficientemente o oxigénio (DE LAS RIVAS et al., 2004; MURAKAMI et al.,
2005).

Em abordagens protebmicas algumas proteinas s&o rotineiramente
detectadas por serem abundantes sdo as Peroxirredoxinas ou Tiorredoxinas
peroxidases (TPx). Elas modulam a sinalizacdo intracelular relacionada com
espécies reativas do oxigénio e nitrogénio (DIETZ et al., 2006) e constituem um
grupo de proteinas antioxidantes comuns na natureza encontradas nos mais
diversos compartimentos celulares, presentes em varios organismos como plantas e
mamiferos. Muito estudadas pela sua atuacdo na decomposicdo de diversos tipos
de peréxidos, como H202, peroxido nitritos e perédxidos de lipideos téxicos ao
ambiente celular (IMMENSCHUH; BAUNGART-VOGT, 2005; JOHNSON;
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LOWTHER, 2007). Observamos a diminuicdo de sua expressédo sendo encontrada
apenas nas plantas controle.

Glutarredoxinas (Grxs) sdo proteinas catalisadoras eficazes para a reducao
de dissulfuretos mistos em proteinas, usando a tiorredoxina redutase para a sua
regeneracdo. Glutarredoxinas Grxs sao tiorredoxina reductase dependente
oxidoredutases envolvidas na manutencdo da homeostase redox celular ou seja
trabalham contra o stress oxidativo (CULTURIER et al.,, 2009). Nesta condicéo
bioldgica, a producao de espécies reativas de oxigénio de importante no mecanismo
de resposta, necessita de uma sistema biol6gico que remova ou repare o dano
causado pela producédo de ROS. Detectamos a presenca desta proteina apenas em
plantas infestadas, o que condiz com uma resposta ao ataque do herbivoro para
remocao destas espécies reativas.

A proteina Glutationa S-Transferase 1 (GST) tem também sido relacionada
com fungbes de defesa. GST apresentou sintese aumentada no grupo Herbivoria
simulada Pemble et al. (1996) descreveram a capacidade restrita dessa proteina em
conjugar xenobidticos (compostos organicos estranhos). A sua presenca em plantas
foi reconhecida pela primeira vez pouco depois em 1970, quando a atividade de
GST foi mostrada em milho como sendo responsavel por conjugar a atrazina cloro-
S-triazina com GSH, protegendo assim a cultura de uma lesdo por este herbicida
(EDWARDS; DIXON, 2000). Desde entdo, as atividades da GST, enzimas
correspondentes ou sequéncias de genes, foram identificados em todos os animais,
plantas e fungos analisados até o momento na detoxificagdo de moléculas toxicas a
célula.

O papel da O-acetil serina(tiol)liase (OASTL) na cadeia de producéo de outros
aminoacidos sulfurados como a glutationa sugere uma resposta para a
apresentacao dos niveis de GST frente a herbivoria. Esta enzima esta envolvida
com a sintese de cisteina (Cys), um aminoacido que contem enxofre. O metabolismo
desse aminoacido possui ligacdo com a assimilacdo de enxofre em plantas que por
sua vez, depende em grande parte da formagdo de Cys e ion sulfato. Cys € o
primeiro precursor orgéanico para a formagédo de metabolitos que contenham enxofre,
tais como glutationa (LEUSTEK; SAITO, 1999; SAITO, 2000; 2004). Enquanto que
esta ultima (GST) apresenta-se elevada durante a defesa do vegetal (herbivoria

simulada) a OASTL encontra-se exclusiva desse processo, 0 que sugere uma
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relagdo de interdependéncia entre essas duas proteinas. Além disso, o0 aumento da
expressdo dessa enzima pode levar a um desbalanco na biossintese de
aminoacidos, especificamente cisteina, e funcionar como fator antinutricional na
defesa da planta (GIRI et al., 2006).

Diversos estudos sobre os genes de proteinas ribossomais de plantas
revelaram a presenca de familias multigénicas em que ambos os membros
apresentam padrbes de sobreposicdo e diferenciais de acumulacdo de RNAmM
(LARKIN et al., 1989. REVENKOVA et al., 1999). A evidéncia de que a expressao
do gene rpl12 que transcreve proteina ribossomal 50S L12-1 a pode ser controlada a
um nivel pés-transcricional foi observado em raizes andxicas de milho (FENNOY;
BAILEY-SERRES, 1998). O aumento da proteina durante a herbivoria simulada
pode indicar que sua atividade esteja voltada para a producdo de mais proteinas de
defesa uma vez que esté diretamente ligada a sintese proteica.

Li et al., (1999) mostrou que em culturas de arroz, os genes do Factor de
elongacédo (EF-Tu) sado induzidos em resposta a varias estresses ambientais e para
o tratamento com A&cido abscisico. O trabalho de Giri et al., 2006 demonstrou
mudancas em Nicotiana attenuata sob herbivoria na traducdo da proteina EF-Tu e
varias proteinas ribossomais sugerindo uma reorganizacdo macica que ocorre na
biossintese de proteinas apds danos por herbivoro de tecidos foliares. Da mesma
forma, observamos a diminuicdo desta proteina nas plantas de cana-de-acglcar
submetidas a herbivoria simulada.

Faz-se necessario entdo que o mecanismo de transcricdo tenha algum tipo de
aumento o que justifica que a proteina aqui identificada como de ligacdo ao DNA
esteja presente apenas nas plantas submetidas a herbivoria simulada. Proteinas
compostas de dominios de ligacdo ao DNA, consequentemente uma afinidade
especifica para interagir com DNA tanto de fita dupla ou simples, podendo ser
também especificas para polimerases (SAUER et al., 1982).

Uma provavel proteina Tilacéide luminal foi detectada apenas em géis de
plantas submetidas a infestacdo por D. saccharalis. A analise da sequéncia
Hypothetical protein SORBIDRAFT 079027960 [Sorghum bicolor] apresentou maior
similaridade com a sequéncia thylakoid lumenal 19 kDa protein [Zea mays], com
namero de acesso NP _001148434. Essas proteinas podem ser previstas

computacionalmente com base em seus sinais de fragmentagdo. Em Arabidopsis
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thaliana, as proteinas luminais previstas possuem em sua maioria funcdes de
processamento de proteinas, auxilio na fotossintese, no metabolismo, e defesa
(PELTIER et al., 2002; FRISO et al., 2004).

Através da andlise destes resultados, verificamos que a protedbmica surge
como ferramenta adicional no estudo da ecologia quimica das interagbes planta-
inseto. A combinacdo destas abordagens nos permitiram ampliar o conhecimento
sobre os mecanismos de resposta das plantas a herbivoria, bem como possibilitou
identificar possiveis alvos para, através do melhoramento genético e transgenia,

desenvolver plantas mais resistentes a insetos herbivoros.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A cana-de-acUcar apresenta uma resposta sistémica quando atacada pela
larva de D. saccharalis produzindo o composto volatil B-cariofileno, acido
hidroxdmico DIMBOA e proteinas relacionadas a tentativas de inibir o ataque da
larva e preservar a planta.

A produgao B-cariofileno em cana-de-acucar como substancia envolvida na
defesa da planta, é desencadeada por compostos presentes na secrecao oral da D.
saccharalis decorrente de uma resposta a herbivoria. Este volatil € produzido apenas
pelo tecido foliar e possui a funcdo de atrair o predador endoparasitoide Cotesia
flavipes estabelecendo, dessa forma uma relagéo tritrofica.

O &cido hidroxamico DIMBOA é produzido somente nas raizes com funcéo de
defesa, sendo em cana-de-aclcar o gene Bx2 o que apresenta maior nivel de
expressao durante a herbivoria por D. saccharalis.

O conjunto de proteinas diferencialmente expressas durante herbivora por D.
saccharalis caracaterizam-se por participar do conjunto de respostas da planta ao
ataque, modificando seu metabolismo para economia de energia e producdo de
proteinas que participardo diretamente na defesa.
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