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RESUMO

A cana-de-acucar (Saccharum sp.) é uma planta originaria do sudeste da Asia que
adaptou-se bem ao clima e solo do Brasil, sendo a principal matéria-prima para a
producdo de etanol e agclucar. Um dos grandes entraves a producdo de cana-de-
acucar ainda é o ataque de pragas e doencas. Dentre as pragas mais importantes
para a cultura estdo as que atacam o colmo e entre elas a broca-da-cana, Diatraea
saccharalis. As plantas ao serem atacadas se protegem através da combinacdo de
defesas constitutivas e induzidas que consequentemente, podem interromper a
propagacdo do dano. Entre essas defesas esta a sintese de compostos organicos
volateis (COVs) e a producdo de metabdlicos secundarios téxicos que lhes atribui
protecdo contra diferentes herbivoros. Este trabalho busca Identificar os metabdlitos
volateis e as alteracdes metabodlicas em diferentes cultivares de cana-de-acUcar que
sejam induzidas em resposta a herbivoria, visando a busca de novas fontes de
resisténcia. Além disso, avaliou-se o efeito de diferentes doses do &cido clorogénico
sobre as diferentes fases do ciclo de vida de D. saccharalis. Primeiramente duas
cultivares de cana-de-agucar foram analisadas SP81-3250 e SP89-1115
(consideradas resistente e suscetivel, respectivamente). Estas foram adquiridas
junto ao banco de germoplasma do Programa de Melhoramento Genético de cana-
de-acucar da Universidade Federal de Vigosa (RIDESA). Num segundo momento
utilizaram-se diferentes materiais do “complexo Saccharum”, entre elas Saccharum
officinarum, Saccharum officinarum (Caiana), Miscanthu e Erianthus que foram
adquiridos junto a EMBRAPA Tabuleiros Costeiros. Foram realizados bioensaios de
preferéncia em tanel de vento, comportamento de oviposi¢cao e performance larval,
além de extracdo e identificacdo de compostos fendlicos, DIMBOA e &acido
clorogénico nas duas cultivares SP81-3250 e SP89-1115. No teste de oviposicéo
com chance de escolha D. saccharalis a mostrou preferéncia de oviposi¢do para a
cultivar suscetivel SP89-1115. As diferengas encontradas entre os perfis dos COVs
podem auxiliar a explicar este comportamento. As duas cultivares também
apresentaram diferencas quantitativas e qualitativas nos compostos fendlicos
presentes nos tecidos foliares e radiculares com e sem infestacdo, entre eles, o
acido clorogénico que foi detectado apenas no tecido foliar e em maior concentracao
na cultivar resistente. Quando adultos de D. saccharalis foram alimentados com
dietas adicionadas de acido clorogénico, estes apresentaram ma formacédo apos
emergirem das pupas. Os diferentes materiais do “complexo Saccharum”
apresentaram também diferencas nos perfii de COVs. Os resultados obtidos
demonstram que diferentes cultivares de cana-de-agucar possuem respostas de
defesa direta e indireta distintas, apresentando-se como potencial a ser explorado e
aplicado em Programas Genético de cana-de-acUcar no desenvolvimento de
materiais mais resistentes.

Palavras-chave: cana-de-agucar, Diatraea saccharalis, COVs, metabolicos

secundarios



ABSTRACT

Sugarcane plants (Saccharum sp) originates from Southeast Asia but has adapted to
the climate and soil in Brazil thus become the main crop for ethanol and sugar
production. The main obstacles in sugarcane production are pests and plant
diseases. Amongst the various sugarcane pests, Diatrea saccharalis, are of great
importance as they attack the sugarcane stalk. Upon attack, sugarcane plants
combine constitutive and induced defenses in order to prevent further damage.
Volatile organic compounds and secondary metabolites are two mechanisms
synthetized by the plant that provides protection against herbivores. Based on the
attributes, secondary metabolites have gained great interest as a tool for pest
management. This study aims to identify volatile metabolites and metabolite
alterations upon herbivore attack in different sugarcane cultivars in order to
determine resistance. In addition, the effect of various chlorogenic acid doses on the
different life stages of D. saccharalis was evaluated. Initially, two sugarcane cultivars
were analyzed, SP81-3250 and SP89-1115, that are considered to be susceptible
and resistant, respectively. These cultivars were acquired by the germplant bank of
the Genetic Improvement Program of sugarcane at the Federal University of Viscosa
(RIDESA). In addition, different material from the Saccharum Complex was used,
including Saccharum officinarum, Saccharum officinarum (Caiana), Miscanthu and
Erianthus, all acquired from EMBRAPA Tabuleiros Costeiros. The following
behavioral assays were conducted: choice assays using wind tunnel, oviposition
assays and larval performance when exposed to two plant cultivars (SP81-3250 and
SP89-1115). Extraction and identification of phenolic compounds, DIMBOA and
chlorogenic acid from SP81-3250 and SP89-1115 was conducted. Results from the
no choice oviposition assay using D.saccaralis demonstrated a significant preference
for oviposition on the SP89-1115 cultivar. There was a significant difference between
the volatile profiles of the two different cultivars, which could explain the preference
of D.saccaralis. The two cultivars also presented a quantitative difference of phenolic
compounds present in both leaf and root tissue with and without infestation,
chlorogenic acid was only detected in leaf tissue and at higher concentrations in the
resistant cultivar. Feeding adult D. saccharalis with a diet containing chlorogenic acid
resulted in deformation after emerging from the pupae. The various materials from
the “Saccharum complex” presented a varied VOC profile. This study demonstrated
that there is a difference between cultivars of sugarcane plants and their direct and
indirect defense mechanisms. This provides a potential aspect that should be further
explored within genetic programs of sugarcane and the development of resistant
cultivars.

Keywords: Sugarcane, Diatraea saccharalis, COVs, secondary metabolites,
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1 INTRODUCAO

A cana-de-acUcar (Saccharum sp.) é uma planta originaria do sudeste da
Asia, que adaptou-se bem ao clima e solo do Brasil. A partir de entdo o plantio dessa
graminea sO cresceu e € cultivada até os dias atuais, principalmente a espécie S.
officinarum. Porém com o surgimento de doencas foi exigido a criacdo de hibridos
através do cruzamento da S. officinarum com outras espécies do género Saccharum
e, posteriormente, por meio de retrocruzamento obtiveram-se assim as cultivares
modernas (MARAFANTE, 1993; BENEDINI e CONDE, 2008; JADOSKI et al, 2010)

A cana-de-acucar € hoje a cultura mais produzida no mundo sendo a principal
matéria-prima para a producao de agucar. Além de serem atribuidas outras mdaltiplas
utilizacdes. O colmo pode também ser consumido in natura (mastigado), ou entédo
usado para fazer caldo de cana (garapa), melado e rapadura, podendo também ser
usada na alimentacdo animal. O caldo da cana-de-acuUcar através do processo de
fermentacdo produz etanol, que além de bebidas destiladas como cachacga e outras
bebidas alcodlicas, € utilizado como matéria prima para a producéo de bioetanol,
biocombustivel renovavel, altamente relevante na corrente tentativa de substituicao
dos combustiveis fésseis (MARAFANTE, 1993).

No entanto, muitos fatores sao responsaveis pela reducdo dos rendimentos
agroindustriais. Uma das principais limitagdes no cultivo da cana-de-acucar € a
ocorréncia frequente de pragas. Esta cultura € atacada por diversos insetos-praga
(MENDONCA et al., 1996; ALMEIDA, 2005; SRIKANTH et al., 2011) que provocam
perdas na producdo. Apenas no Brasil estas perdas podem atingir 10% (OLIVEIRA
et al., 2014). As pragas mais importantes para a cultura da cana-de-agucar sdo as
brocas do colmo, entre elas a broca da cana-de-aglcar (Diatraea saccharalis
Fabricius, 1794) Lepidoptera, familia Crambidae. Essa broca ataca a cana-de-agucar
causando diversos danos, pois a praga se alimenta do tecido do colmo gerando
galerias e causando diminuicdo do peso e de valores nutritivos da planta que
consequentemente irdo gerar reducdo da qualidade e quantidade dos produtos
finais, além de deixar a cana-de-agUcar mais suscetivel a um acamamento e
tombamento, pois seu colmo estara fragilizado. Outros danos também estédo
relacionados com 0 acesso de microrganismos patogénicos que irdo causar a
inversdo da sacarose e afetar a qualidade da matéria-prima da industria

sucroalcooleira.
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Com os constantes surgimentos de novas pragas e formas de ataque, as
plantas desenvolveram ao longo do tempo habilidades de reconhecer e responder
defensivamente aos ataques aos herbivoros (HOWE, et al.,, 1996). Dentre estas,
destacam-se a producédo de barreiras fisicas, espinhos e tricomas, dificultando o
acesso dos insetos praga; a sintese de metabdlitos primarios e secundarios toxicos
ao inseto praga (a producdo de resina, aumento da concentracdo de lignina,
acumulo de silica e cera em sua epiderme); e a sintese de compostos organicos
volateis (COVs), que podem ter a funcdo de sinalizacdo para plantas vizinhas,
repeléncia da praga e de atracdo de inimigos naturais (AGRAWAL, 1999; MELLO e
SILVA-FILHO, 2002).

Os COVs de plantas além de atuar na comunicacdo entre plantas e em
interacBes com os proprios herbivoros, com acao repelente ou atraente (BALDWIN,
2002), podem exercer uma acgdo sobre outros organismos como nematoéides
entopatogénicos (RASMANN et al., 2005), plantas parasitas (RUNYON, et al, 2006),
passaros (MANTYLA et al., 2008) e a esporulacdo de fungos entomopatogénicos
(HOUNTONDJI et al., 2005).

Quando o inseto herbivoro inicia o ataque, os componentes ativos localizados
na secre¢do oral do herbivoro chamados de elicitores entram no interior da célula
vegetal e desencadeiam uma cascata de sinalizacdo de defesa, resultando na
liberacdo de COVs no ar (HEIDEL e BALDWIM, 2004). Esta resposta também
acontece nos tecidos ndo atacados, caracterizando uma resposta sistémica que
fornece uma maior protecao a planta (ERB et al., 2009). As plantas desenvolveram a
capacidade de responder de forma diferente a danos mecanicos em comparacgao ao
ataque por herbivoros mastigadores e por herbivoros sugadores, no qual o dano
induz diferentes padrbes de expressdo génica. Esta resposta da planta a herbivoria
sugere a existéncia de um sistema de defesa sofisticado que otimiza a resposta em
conformidade com o organismo (BALDWIM, 2002).

Poucos séo os trabalhos sobre mecanismos de defesa em cana-de-acucar.
Por outro lado, a resposta das plantas contra herbivoria ou ferimento tem sido
intensamente estudada em diversas culturas como tabaco (WANG et al., 2000;
SCHITTKO et al, 2001), Arabidopsis (REYMOND e FARMER, 1998;
GLAZEBROOK, 1999; SCHENK et al.,, 2000), tomate ( MCGURL et I., 1992;
THALER et al.; HOWE et al., 1996; STOUT et al.; FIDANTSEF et al., 1999), batata
(BOLTER, JONGSMA, 1995; DAMMANN et al.; KORTH, DIXON, 1997), pimenta
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(JUNG, HWANG, 2000; MOURA, RYAN; KIM et al., 2001) e arroz (SCHWEIZER et
al., 1997; AGRAWAL et al., 2000; et al., 2001) .

Até o presente momento, os estudos de resposta da cana-de-acucar a
herbivoria tém se restringido principalmente a dindmica de genes, proteinas e
metabdlitos especificos elicitados pelo ataque do inseto ou a andlises trancricionais
em grande escala de bibliotecas e microarranjos. Pouco se sabe sobre o sistema de
defesa indireta de cana-de-aglcar e seu papel em interacdes planta-herbivoros,
além do mais, pesquisas nesta area podem promover uma interacdo entre a
ecologia quimica, utilizando a biologia molecular como ferramenta de estudo
ecolégico envolvendo pragas de importancia econdmica.

Volateis de plantas sdo conhecidos por sua diversidade na composicao
quimica, complexidade das misturas, variabilidade no tempo e dependéncia as
condicdes da cultura (MASSON et al.,, 1990). Diferentes espécies de plantas
apresentam diferenca em seu perfil de COVs (BOEVE et al., 1996), o que também
pode ocorrer em plantas da mesma espécie, existindo diferencas claras entre as
cultivares (LOUGHRIN et al., 1995; GOUINGUENE et al., 2001). GRISALES (2013),
trabalhou com plantas de cana-de-aclUcar, modernas e ruasticas, ilesas e quando
atacadas por D. saccharalis e encontrou uma diferenca na composicao no perfil dos
COVs entre plantas das mesmas cultivares ilesas e atacadas. Essa diferenga no
perfil de COVs em cana-de-aclUcar esta relacionada com seu arranjo genético
complexo, pois se trata de uma espécie poliploide, aneupléide, além da variacdo que
existe entre as proprias variedades de cana-de-acucar (GRIVET; ARRUDA, 2002)

A obtencéo de cultivares resistentes a D. saccharalis é de suma importancia
para o0 setor sucroalcooleiro, nos aspectos de reducdo de custos e no
desenvolvimento dessa cultura, aspectos estes que resultardo em maior economia e
longevidade das cultivares comerciais (DEMETRIO et al.,, 2008). Trabalhos que
tratam da discriminacdo de cultivares de cana-de-aglcar quanto a resisténcia a D.
saccharalis na literatura brasileira, foram especialmente conduzidos com as
cultivares comerciais antigas (AMARAL e ARRUDA, 1964; 1972; DERNEIKA e
LARA, 1991). DEMETRIO et al. (2008) selecionaram, os clones RB975311 e
RB9755286 como portadores de resisténcia a D. saccharalis por apresentarem
menor ocorréncia de ataque por D. saccharalis, além de boa produtividade e
qualidade tecnoldgica. Entretanto, poucas informagfes tém sido veiculadas acerca

dos tipos de resisténcia a D. saccharalis e ao parasitdide Cotesia flavipes.



Esta tese visou elucidar os mecanismos de resposta da cana-de acucar a
herbivoria, buscando identificar metabdlitos secundarios e compostos fendlicos
das cultivares SP81-3250 e SP89-1115 (consideradas resistente e suscetivel,
respectivamente) que sejam elicitados pela herbivoria da broca da cana-de-agucar
D. saccharalis. Desta forma, o trabalho pode contribuir para geracdo do

conhecimento dos mecanismos de resposta desta espécie.
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OBJETIVOS GERAIS

Verificar as respostas de defesa a Diatraea saccharalis em diferentes

cultivares de cana-de-acUcar em busca de novas fontes de resisténcia.

Objetivos especificos:
+ Identificar compostos volateis da parte aérea de diferentes cultivares de cana-
de-acucar;
+ Observar o comportamento de oviposi¢ao de D. saccharalis na presenca de
diferentes cultivares de cana-de-acucar;

+ Identificar e quantificar compostos fendlicos das diferentes cultivares;

+ Identificar os metabdlitos secundarios produzidos na resposta a herbivoria

por D. saccharalis;

+ Avaliar o efeito das concentracdes do acido clorogénico sobre as diferentes

fases do ciclo de vida de D. saccharalis.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 A cana-de-agucar

A cana-de-acucar (Figura 1) € uma monocotiledénea que pertence a familia
das gramineas (Poaceae), como arroz, milho, trigo e sorgo. Considerada uma das
culturas mais antigas do mundo, originaria do Sudeste Asiético, na regido da Nova
Guiné Indonésia e se estendeu para Borneu, Samatra e india (DANIELS; ROACH,
1987; SHUTZ N et al., 2014).).

Figura 1. Planta de cana-de-agucar.

FONTE: autora 2016.



21

A cana-de-agucar, introduzida no Brasil em 1502, adaptou-se bem ao clima e
solo principalmente da regido nordeste, a partir de entdo o plantio da graminea so
cresceu e é cultivada até os dias atuais. O género Saccharum foi primeiramente
descrito no livro Species Plantarum por Carl Linnaeus (1800). Esse género é
composto principalmente, pelas espécies S. officinarum, S. spontaneum, S.
robustum, S. sinense, S. Barberi, as quais sdo consideradas do velho mundo. No
Brasil, inicialmente, foi introduzida a espécie Saccharum officinarum, conhecida
como cana-nobre, pelo alto teor de acucar. Com o surgimento de hibridos
interespecificos, tolerantes, e com grande adaptacdo as diversas condicdes
ambientais, através do melhoramento genético, permitiu-se a consolidacdo e
expansao da cultura pelo mundo (BENEDITE e CONDE, 2008; MARAFANTE, 1993;
GUPTA et al., 2010; CHEAVEGATTI-GIANOTTO et al., 2011; FIGUEIREDO et al.,
2012).

De todas as espécies citadas anteriormente apenas S. spontaneum e S.
robustum sdo consideradas puras, enquanto que as demais sdo de origem hibrida.
Assim as cultivares de cana-de-acUcar atuais sdo originadas de espécies e hibridos
do género Saccharum, porém alguns paises como india e China usam outras
espécies do mesmo género para producdo comercial do agucar, devido a isso €
incorreto referir-se a cana-de-acUcar como sendo da espécie S. officinarum
(STEVENSON, 1965).

A espécie S. officinarum (2n = 80) ndo € conhecida no seu estado selvagem.
Em se tratando do centro de origem desta cultivar, ele ndo é exatamente conhecido,
mas € possivel encontrarmos descrito duas opinides diferentes: uma que por meio
da selecao natural ela se originou da S. robustum em Wallacea / Nova Guiné (Grassl
1974, 1977); e outra que evoluiu a partir de S. spontaneum, Miscanthus e Erianthus
arundinaceus (DANIELS e ROACH, 1987). A primeira opinido € apoiada pelo fato de
que todos os clones, com excegado ‘Badilla’, tem em sua parte foliar padrédo de
flavonoides semelhantes de S. officinarum (WILLIAMS et al., 1974). A espécie S.
spontaneum (2n = 40-128) com individuos poliploides, apresenta alta adaptabilidade
e é considerada uma espécie polimorfica, pois s6 na india sdo conhecidos mais de
300 ecotipos. Essa espécie pode ser encontrada desde o Japao, Indonésia, Papua-
Nova Guiné até o Mediterraneo e Africa (PANGE, 1933; RAO e BARU, 1955;
FIGUEIREDO, 2012). A variabilidade dessa espécie contribui com caracteristicas de

interesse agrondmico como vigor, dureza, perfilhamento, capacidade de rebrota de
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soqueira, resisténcia a estresse hidrico, salinidade, doencas e pragas (NAIDU e
SREENIVASAN, 1987). A espécie S. robustum (2n = 60, 80) teve sua origem na
Indonésia e Nova Guiné. Essa espécie surgiu a partir da hibridizagdo natural de S.
spontaneum com outros géneros Erianthus, Sclerostachya e Miscanthus. A S.
robustum possui colmos ricos em fibras e pouca sacarose, sendo também suscetivel
ao virus do mosaico da cana-de acucar. (DANIEL et al., 1975).

Segundo DANIELS e ROACH (1987) os genomas: S. officinarum, S.
spontaneum, S. robustum, S. sinens e, S. barberi podem estar participando, ainda
que parcialmente, dos hibridos interespecificos (obtidos do cruzamento de diferentes
espécies) atualmente cultivados. As cultivares modernas sdo altamente
polianeuploides (com cromossomos duplicados ou ausentes), geralmente com o
namero de cromossomos acima de 100, derivadas principalmente de hibridizacdes
interespecificas entre S. officinarum e S. spontaneum. A origem recente de
cultivares derivadas de um germoplasma restrito pode resultar em perda de
variabilidade genética. Geralmente uma das primeiras preocupacdes de um
melhorista é a existéncia de variabilidade genética no germoplasma, que pode
aumentar as chances de encontrar individuos superiores nas geracées segregantes
(SANTOS et al., 2012).

Além dos hibridos interespecificos, acredita-se que a cana-de-aclUcar seja
oriunda de um grupo de cruzamento bastante préximo, denominado de “Complexo
Saccharum”, que compreende diferentes géneros, Saccharum, Erianthus,
Sclerostachya e Narenga, podendo ser acrescidos Miscanthus e Diandra (GARCIA,
2006), hipoteses estas que tém sido testadas com o auxilio de marcadores
moleculares e sequenciamento de DNA (HODKINSON, 2002)

Uma cultivar comercial de cana-de-agclUcar necessitara agregar um conjunto
de caracteristicas como: resisténcia ou tolerdncia a doencas e pragas, acumulo
elevado de sacarose, tolerancia a seca, teor de fibra adequado, capacidade de
brotacdo sobre palhas, uniformidade de colmo, habito ereto de crescimento, rapido
crescimento, tolerancia a frio, entre outras. O estudo com diferentes cultivares
realizado pelos programas de melhoramento de cana-de-acucar vem desenvolvendo
cultivares com tolerancia ao estresse hidrico, maior resisténcia as pragas e doencas
e melhor adaptacdo a colheita mecanizada (DINARDO-MIRANDA et al., 2010;
LANDELL e BRESSIANI, 2010)
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2.2 Importancia Econémica da Cana-de-agucar

A cana-de-acucar é hoje umas das culturas tropicais de grande importancia,
sendo a principal matéria-prima para a producdo de agucar. Além de serem
atribuidas outras multiplas utilizagBes: pois o colmo (caule) é esmagado e libera o
caldo que é concentrado por aquecimento, resultando no mel, a partir do qual o
acucar é cristalizado, tendo como subproduto o melago ou mel final. O colmo pode
também ser consumido in natura, ou entdo utilizado para fazer o caldo de cana
(garapa), melado e rapadura, podendo também ser utilizada na alimentagcéo animal.
O caldo da cana-de-acUcar através do processo de fermentacédo produz etanol, além
de bebidas destiladas como cachaca, rum e outras bebidas alcodlicas. Os residuos
ou subprodutos que durante o processamento como a torta de filtro e vinhaca,
podem ser utilizados na fertilizacdo do canavial (MARAFANTE, 1993; DEMATTE,
2004).

Por motivos econdmicos, geopoliticos e ambientais, as aten¢des do mundo se
voltam para fontes alternativas de energia, em especial para o etanol. Essas
atencdes voltadas para o etanol ndo estdo mais restritas ao etanol combustivel, mas
incorporam o etanol grau quimico, fonte de matérias-primas (quimicas) utilizadas em
diversos setores da industria de transformacéo. A alcoolquimica é o segmento da
industria quimica que utiliza o alcool etilico como matéria-prima para fabricacdo de
diversos produtos quimicos. Com efeito, boa parte dos produtos quimicos derivados
do petréleo pode ser obtida também do etanol (eteno e seus derivados acetatos e o
éter etilico). Hoje, a industria quimica mundial obtém mais de 90% da matéria-prima
para sintese de moléculas organicas com base no petréleo. No futuro, por razées
econdmicas, a alcoolquimica podera vir a substituir a petroquimica e o etanol podera
assumir o lugar do petréleo como fonte de matérias primas (BASTOS, 2007).

O novo conceito de etanol (ou bioetanol) corresponde a sua fabricacao
utilizando como matéria-prima a biomassa lignocelulosica. Essas matérias-primas
provenientes de sobras e residuos de produtos naturais (como o sabugo e a palha
do milho, o bagago, as pontas e as palhas da cana-de-agucar) e o conceito de
biorrefinarias emergem como fundamentais para a expressiva ampliacdo pretendida
da producdo de etanol, que hoje esbarraria em limitacdes para expansdo da area

plantada, seja por competir com a producédo de alimentos, seja pelo nivel de seus
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precos relativos frente ao petréleo e aos proprios alimentos. E justamente por
disputar matéria-prima e depender das cota¢gbes de precos do acucar (no caso da
cana) e dos alimentos (no caso do amido dos cereais), que ainda nao foi possivel o
desenvolvimento de um mercado estavel para o etanol (BASTOS, 2007).

A cana-de-acucar tem como principal importancia na economia brasileira a
producdo na agroindustria (agUcar, alcool e aguardente). Isso é decorrente da sua
capacidade de armazenamento significativo de sacarose (OMETTO, 2000). A
agroindustria sucroalcooleira brasileira € um dos principais segmentos econémicos
na geracdo de empregos diretos, além de ser uma importante fonte de renda e
desenvolvimento. O volume de cana-de-agUcar processado na safra 2015/2016 foi
de 666.824 milhdes de toneladas, enquanto que a regido Norte-Nordeste atingiu 49.
115 milhdes de toneladas (UNICA 2016). Segundo dados do SINDACUCAR (2016),
o estado de Alagoas é classificado como o maior produtor nordestino de cana-de-
acucar, contabilizando uma producao de 16.382 milhdes de toneladas (cana moida),
1.228 milhdes de toneladas (aclcar) e 378 milhdes/m® (alcool), um produto
considerado imprescindivel em funcdo da geracdo de emprego e renda que a

atividade com a cana-de agUcar proporciona a economia do estado.

2.3 Perdas Econbmicas por Pragas

Apesar da facilidade de adaptacdo da cana-de-acucar ao clima do Brasil,
muitos fatores séo responsaveis pela reducdo da produtividade e rendimentos
agroindustriais da cultura. A cana-de-acUcar pode ser atacada por mais de 80
espécies de pragas acarretando perdas de aproximadamente 20% do total de toda a
producdo (ROSSETTO e SANTIAGO, 2007). Assim 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).

As pragas reduzem a producao, diretamente sdo carreadores de doencas e
diminuem a qualidade dos produtos agricolas causando dessa forma, perdas
econbmicas. Com isso, faz necessaria uma medida sistematica e estratégica
visando a minimizacao destas pragas (PICANCO et al, 2010). Como fator limitante a

producdo sucroalcooleira estdo os danos causados por insetos na cultura, com
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perdas de grande valor anualmente (DEMETRIO et al., 2007). Em se tratando da
praga agricola D. saccharalis (Lepidoptera: Crambidae), conhecida como broca da
cana-de-acucar, o dano econémico € muito variavel, dependendo da idade do
canavial, do local da infestacdo, do nivel da infestacdo e da cultivar. Estima-se que
para cada 1% de indice de infestacdo de broca, as perdas industriais ficam em torno
de 20 a 30kg de acucar por hectare, representando, em média, 0,85% de
decréscimo em produtividade (ROSSETTO E SANTIAGO 2007).

2.4 A broca-da-cana de acgucar — Diatraea saccharalis

Dentre as pragas mais importantes para a cultura estao as brocas do colmo
e entre elas a broca da cana-de-acUcar (D. saccharalis Fabricius, 1794)
Lepidoptera, Crambidae. E nativa do hemisfério ocidental sendo a espécie mais
amplamente distribuida do género, encontrada no Caribe, América Central e nas
regides quentes da América do Sul até o norte da Argentina (SGRILLO, 1979;
LIMA FILHO e LIMA, 2001).

Seu ciclo de vida (Figura 2) apresenta quatro fases bem distintas: ovo,
larva, pupa e adulto o que a caracteriza como uma espécie holometabdlica (LIMA
FILHO e LIMA, 2001; COSTA, 2010). A fase adulta é representada pelas
mariposas com asas anteriores de coloracdo amarelo-palha e apresentam
manchas escuras em forma de “V” invertido, enquanto que as asas posteriores
sdo esbranquicadas. As fémeas sdo maiores que 0s machos com menos
pigmentacdo nas asas, outro diferencial esta na grande quantidade de cerdas no
ultimo par de pernas dos machos (Figura 3) (SEGATO et al. 2006; PANNUTI,
2012).
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Figura 2 — Ciclo de vida da Broca da cana-de-agucar (D. saccharalis).

4 a 8 dias

ADULTO

(

9 a 14 dias

Figura 3 - Fémea e macho de D. saccharalis.

Fémea visao dorsal

Macho visao dorsal

Fonte: autora 2016.

LAGARTA

20 a 40 dias

Fémea visao ventral

Macho visao ventral
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Os adultos apresentam habito noturno, longevidade de aproximadamente
cinco dias e as fémeas durante esse periodo liberam feroménio para atrair o
macho e copular. O ciclo inicia-se ap0s o0 acasalamento, onde as fémeas
ovipositam na parte dorsal das folhas. O nimero de ovos pode variar a cada
postura, normalmente de 5 a 50, mas durante seu ciclo de vida as fémeas podem
colocar cerca de 200 a 600 ovos. Os ovos sao de formato oval achatado e
coloracdo que varia de amarelo palha a marrom-escura, além do mais sao
sensiveis ao ressecameto (BOTELHO e MACEDO, 2002; GALLO et al, 2002;
PANNUTI, 2012).

As lagartas alimentam-se primeiramente das folhas do cartucho onde se
abrigam e apds a primeira ecdise penetram na porcdo mais macia do colmo,
proximo as gemas. Este processo gera galerias que facilita a entrada de outros
organismos como fungos. As lagartas apresentam coloracdo branco leitosa,
capsula cefalica marrom-escura e linhas marrons dispostas ao longo do corpo. A
fase larval pode durar de 20 a 40 dias a depender da temperatura, seu tamanho
maximo ao final da sexta ecdise € de 25 mm que logo em seguida comeca a fase
de pupa que pode durar até 9 a 14 dias. Nessa fase a pupa possui coloracao
castanha. Apos a emergéncia do adulto ele sai do colmo para o exterior por meio
de uma abertura que foi previamente aberta pela lagarta no colmo (BOTELHO e
MACEDO, 2002; PINTO et al. 2004). O ciclo evolutivo da D. saccharalis leva em
torno de 60 dias, e de acordo com as condicBes climaticas atingem quatro
geracdes. O milho também pode servir como hospedeiro alternativo a praga
(GALLO et al. 2002).

Com relacdo aos danos esta praga destaca-se em virtude do seu poder
“destruidor” (COSTA; FRANCEZ; SA, 2010). Os prejuizos em cana-de-aclcar
guando atacada por D. saccharalis sdo classificados como diretos e indiretos. Os
prejuizos diretos podem ser causados em todos os estagios de desenvolvimento da
planta. O sintoma conhecido como “coragdo morto” € um dos principais problemas
de perdas em canaviais. Em plantas adultas é observado brotagcfes laterais,
enraizamento aéreo, perda de peso, afinamento e quebra do colmo causando morte
da planta (BARSALOBRES, 2004). Os prejuizos indiretos, causados pela acao de
agentes patologicos, sdo consequéncia do comportamento da broca que quando
inicia o ataque a planta e a formacao de galerias adentrando no colmo, facilitam aos

microrganismos como os fungos Fusarium moniliforme e Colletotrichum falcatum,
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penetrar pelo orificio ou sdo juntamente disseminados com a lagarta causado,
respectivamente, “podriddo-do-fusarium” e a “podridao vermelha”. Em contra partida
para se defender a planta produz substancias de defesa a partir da conversao da
sacarose, ocasionando consequentes perdas nos niveis de sacarose e
comprometendo a produc&o de aclcar e alcool (MELO, 1984; SANDOVAL e SENO,
2010).

2.5 Mecanismos de defesa das plantas

Nas plantas existe uma correlagcdo entre multiplicar-se e defender-se, e isso
se deve a disponibilidade de recurso, pois as plantas quando atacadas por
herbivoros tem o seu desenvolvimento vegetativo e/ou reprodutivo impactado. A
amplitude desse impacto depende do tecido atacado, da disponibilidade dos
recursos e da intensidade e constancia do dano (DIRZO, 1984; COLEY et al., 1985;
BEGON et al., 1996).

Herbivoros dependem das plantas para se alimentarem, e desenvolveram
mecanismos para obter esse tipo de alimento. Com 0s constantes surgimentos de
novas pragas e formas de ataque as plantas desenvolveram ao longo da evolugéo a
habilidade de reconhecer e responder defensivamente ao ataque dos herbivoros que
ocorre de maneira sistematica, iniciada a partir da interacdo inseto-planta. (HOWE,
et al., 1996). Dentre estas, destaca-se a producao de barreiras fisicas (espinhos e
tricomas), dificultando o acesso dos insetos praga; a sintese de metabdlitos
primarios e secundarios toxicos (a producédo de resina, aumento da concentracéo de
lignina e outros fendlicos, acumulo de silica e cera em sua epiderme) ao inseto
praga; e a sintese de metabdlitos volateis, que podem ter a funcdo de sinalizacéo
para plantas vizinhas e de atracdo de predadores dos insetos praga (AGRAWAL,
1999; MELLO E SILVA-FILHO, 2002).

As plantas podem ser classificadas como suscetiveis ou resistentes. A
resisténcia a herbivoria é resultado de estratégias que as plantas utilizam para
dificultar sua localizacdo, tornar-se um alimento inadequado ou simplesmente
sobreviver (CINGOLANI et al., 2005; MACDONALD; BACH, 2005) O mecanismo de
defesa das plantas podem se expressar como constitutivo, composto por estruturas
morfolégicas e compostos quimicos que dificultam o acesso dos herbivoros as

plantas; e induzido, que se refere a qualquer mudanca na morfologia ou fisiologia da
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planta ap6s o ataque. O ataque do herbivoro induz uma série de eventos
moleculares nas células vegetais que por sua vez, traduzem este alarme em sinais,
resultando dessa forma, no acumulo de metabdlitos de defesa. (COLEY; BARONE,
1996; KARBAN; BALDWIN, 1997; LUCAS et al., 2000).

Um dos primeiros sinais de ataque para planta é a deposicdo de ovos na
superficie foliar, pois possivelmente haverd& a emergéncia das larvas e
consequentemente a tentativa de dano. As plantas percebem a deposi¢cdo dos ovos
e esse contato constante envolve outros fatores além do fisico. A secrecdo que
auxilia a adesdo dos ovos a superficie da planta induz uma resposta contra a
oviposicdo. Porém um conjunto de ac¢Bes da fémea durante a oviposicdo também
podera desencadear esta resposta. A fémea pode se alimentar na mesma folha que
estd ovipositando e para melhorar a adesdao a fémea morde o local (dano) onde
serdo depositados 0s ovos; ou para evitar dessecacdo, a fémea provoca maiores
danos e insere os ovos no local. (DOSS et al., 2000; MEINERS; HILKER 2000).

Muitas espécies de Passiflora sdo hospedeiras dos ovos de Heliconius e sua
forma larval danifica excessivamente as plantas por meio de herbivoria. Devido a
esse ataque as plantas desenvolveram um mecanismo de autodefesa mimetizando
por meio das glandulas foliares ovos de Heliconius, desencorajando desta forma a
oviposicao por borboletas, pois as larvas dessa espécie tem comportamento canibal.
(GILBERT 1975). Plantas tem também a capacidade de necrosar o tecido onde os
ovos sao depositados, fazendo com que os ovos caiam da planta e assim seja
inviabilizado o desenvolvimento do inseto (BALBYSHEV; LORENZEN, 1997). Os
mecanismos indiretos, por sua vez, sdo os de facilitar com que os parasitdides de
ovos localizem seus hospedeiros. Assim, a oviposi¢ao induz a producéo pela planta
de um padrdo especifico de volateis que sera percebido pelos parasitdides que
encontrardo os ovos mais facilmente (HILKER; MEINERS, 2006).

O rastro do inseto é outro fator fisico percebido pelo planta pois geralmente a
pisada possui composi¢cao quimica semelhante a cuticula do proprio inseto e contem
lipidios especificos, refletindo qualitativamente como padrdo quimico especifico do
inseto (HILKER; MEINERS, 2010).

A alimentacdo dos herbivoros pode ser detectada por uma planta
simplesmente como resultado de um dano fisico. No entanto sabe-se que nao
basta ocorrer o dano fisico para que a planta responda, a planta percebe a

presenca de elicitores presentes nas secrecdes orais acelerando sua fisiologia,



ativando a emissao induzida de compostos organicos volateis e vias metabdlicas
de defesa. Os herbivoros liberam regurgito no local da mordida e compostos
guimicos presentes no regurgito desempenham um papel na inducao de respostas
defensivas das plantas. Estes elicitadores presentes na saliva e secrecao oral do
inseto levam ao aumento da producgéao de fitormonios e liberagdo de compostos
volateis com fungcdo de atrair inimigos naturais do herbivoro (TUMLINSON;
ENGELBERTH, 2008).

Entre os primeiros compostos ja isolados de regusgitos em amostras de
larvas de lepiddpteros o composto N-(17-hidroxilinolenoil)-L-glutamina conhecido
como volicitina e outros derivados de &cidos graxos, desencadeiam respostas
diretas bem como respostas indiretas de defesa, ou seja, induzem a producédo de
volateis nas plantas (SPITELLER e BOLAND, 2003).

A volicitina (Figura 4), N-(17-hidroxilinolenoil)-L-glutamina foi o primeiro
conjugado de éacidos graxos e aminoéacidos identificado. No inicio dos anos 90,
este composto foi isolado, identificado e sintetizado a partir da saliva da lagarta S.
exigua, e quando aplicado em plantas de milho causa a liberagdo dos mesmos
volateis liberados apds o dano realizado por lagartas. Porém, ndo tem os mesmos
efeitos no feijdo-de-lima, também hospedeiro de Spodoptera exigua. Além de
lepidépteros, também foram isolados acidos graxos conjugados e aminoacidos da
secrecdo oral de outros insetos como larvas de moscas das frutas e grilos que
também induzem a emissao de volateis (MAFFEI et al, 2012). Na secrec¢do oral do
gafanhoto-sul-americano Schistocerca americana Drury, 1773  (Orthoptera:
Acrididae) foram identificados elicitores conhecidos como caeliferinas (Figura 4)
qgue induzem a emissdo de volateis (ALBORN, 2007). As caeliferinas sao
compostas de acidos graxos hidroxi sulfatados saturados e monoinsaturados, nos
quais o carbono é funcionalizado com uma hidroxila sulfatada ou com uma
carboxila ligada a uma glicina através de uma ligagdo amida.

No grupo das enzimas liticas, um segundo elicitor foi identificado alguns
anos depois da volicitina, a B-glucosidase (MATTIACCI et al, 1995). Esta enzima
litica esta presente no regurgito de lagartas de Pieris brassicae (Linnaeus, 1758)
(Lepidoptera: Pieridae) e, quando aplicado em folhas de couve (Brassica
oleraceae L.) com danos mecénicos, resulta na emissao de volateis que atraem
parasitoides da espécie Cotesia glomerata (Linnaeus, 1758) (Hymenoptera:

Braconidae). Outras enzimas liticas, tais como glicose oxidases de lepidopteros e
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fosfatase alcalina de mosca branca, foram identificadas, mas suas fungoes como
elicitores ndo foram comprovadas. Na saliva do pulgdo-da-espiga Sitobion
avenae (Fabricius, 1775) e Schizaphis graminum (Rondani, 1852) (Hemiptera:
Aphididae) também foram encontrados elicitores (polifenol oxidases) de respostas
de defesa em trigo (Triticum aestivum L.) (MA et al., 2010). Portanto, a inducéo da
emissao de volateis de plantas € causada por um elicitor presente na glandula

salivar do inseto (Rodriguez-Saona et al., 2002).

Figura 4. Estrutura de alguns elicitores derivados de herbivoros envolvidos na
producdo e emisséo de voléateis
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O toque do inseto na planta desencadeia respostas, pois o caminhar sobre
as folhas ativa-as mecanicamente, por estiramento, canais idbnicos na membrana
celular seguida de uma rapida alteracdo na concentracéo de Ca*" no citosol. Tais
concentracbes elevadas provocam a transducdo de sinal adicional na planta

induzindo genes envolvidos na defesa ou no crescimento (BRAAM, 2005).
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O mecanismo de defesa induzido nas plantas sé sera utilizado pela planta na

presenca do patdégeno ou herbivoro. A indugcdo de resisténcia de plantas quando

colocada no contexto de protecéo € vista como um importante método alternativo no

controle de pragas e doencas que acometem diferentes tipos de 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
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diversidade genética associada as diversas formas de resisténcia de plantas a
insetos (CARVALHO, 2012; WU; BALDWIN, 2010).

Em resposta ao ataque de herbivoros, as plantas possuem uma habilidade
Unica de reconhecimento e consequentemente desencadeiam sua resposta para
produzir desde uma simples toxina até substancias que interfere no crescimento ou
reproducéo do inseto. Dentre estes metabdlitos que estdo presentes nos tecidos das
plantas se incluem os aleloquimicos com atividades antinutricionais, toxicas ou
repelentes ao herbivoro, e como exemplo pode-se listar os glicosideos cianogénicos,
inibidores de enzimas digestivas, lectinas, glicosinolatos, alcaloides e terpendides. A
defesa indireta consiste da producdo de compostos organicos volateis (COVs) que
sao liberados pelas plantas quando sofrem algum dano causado pelo herbivoro e
podem atrair predadores ou parasitdéides que protegerdo a planta ou repelir a
oviposic¢ao ou inseto herbivoro (KARBAN, 1993; VOELCKEL; BALDWIN 2004).

2.6 Volateis e ndo volateis no mecanismo de defesa

As plantas sdo constantemente atacadas por herbivoros e patdégenos e desta
forma elas devem destinar uma fracao de seus recursos metabdlicos para defender-
se, emitindo uma mistura de compostos volateis e ndo-volateis que alteram essas
interacdes. Ao investir em defesa, as plantas ganham protecdo, mas, além disso,
também podem beneficiar plantas vizinhas. A composicdo e emissdo de volateis
variam conforme a idade da planta, local, grau, tempo e tipo da injaria (FEENY,
1976; JANSSEN et al., 2002; ZHANG, 2010). A sobrevivéncia das plantas depende,
portanto, da habilidade de responder ao ataque de herbivoros, modificando seu
metabolismo sintetizando desta forma, inUmeros compostos de defesa que combata
o agressor de forma direta ou indireta (MYSORE; RYU 2004, JONES; DANGL 2006).

Os compostos organicos volateis (COVs) das plantas sdo normalmente
liquidos lipofilicos com eleveda presséo de vapor, e podem atravessar membranas
celulares facilmente sendo liberados na atmosfera ou no solo, quando ndo ha
alguma barreira de difusdo (PICHERSKY et al.,, 2006). Os COVs abrangem
hidrocarbonetos saturados e insaturados (alcanos e alcenos) e hidrocarbonetos
oxigenados, como acidos carboxilicos, aldeidos, cetonas, éteres, ésteres e alcoois
(MARTINS, 2004; SCHIRMER e LISBOA, 2008; LIGOR et al., 1998). Os COVs séo

liberados por praticamente todos os tecidos vegetais e classificados nas seguintes



33

classes: terpendides, carotendides, fenilpropandides/benzendides, derivados de
acidos graxos (incluindo os produtos da via da lipoxigenase) e o compostos C5-
ramificados (Figura 5). Aléem desses, ha também os derivados de aminoacidos, que
sao frequentemente encontrados como componentes em aromas liberados por flores
e frutos (DUDAREVA; PICHERSKY, 2008). Desde a antiguidade, sabe-se que
tecidos florais e vegetativos emitem substancias com diferentes odores. O
entendimento da importancia, apesar de muitas vezes imperceptiveis aos humanos,
e de que estes exercem alguma alteracéo fisiolégica nas plantas, comecou apés a
descoberta do horménio gasoso etileno em 1934 (DUDAREVA et al., 2004). Hoje
sabe-se que as plantas realizam um incalculavel arsenal de diferentes reacdes
biossintéticas e estima-se que dos 100.000 compostos quimicos produzidos pelas
plantas, aproximadamente 1.700 sejam volateis (DICKE; LORETO, 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; ZARBIN et al,
2009). Esses semioquimicos podem atuar como aloménios, cairoménios ou
sinoménios, dependendo do contexto ecoldgico.

Alguns COVs sédo emitidos a partir das plantas infestadas sendo apenas
resultado da ruptura mecanica de células da planta, e ndo sdo especificas de
herbivoria. No entanto, outros volateis que sédo liberados apos danos séo indicadores
especificos de herbivoros na planta (DICKE et al., 1990 a,b) chamados sinoménios.
Por exemplo, o acaro predador Phytoseiulus persimilis é atraido pela inducéo de
sinomonios produzidos apds dano causado pelo acaro aranha Tetranychus urticae
em plantas de feijdo e pepino (DICKE et al., 1990a,b). Outro exemplo bem estudado
desse fato é também encontrado no milho em que o dano foliar provocado por larvas
de lepidépteros faz com que o vegetal libere uma mistura volatil contendo indol, a
libertacdo do composto indol aromatico € especifico do herbivoro e ocorre mais cedo
do que outras respostas induzidas. Usando mutantes indol-deficiente e
dispensadores de indol sintéticos, foi demonstrado que o indol induzida por
herbivoro aumenta a inducdo de volateis defensivas nas plantas vizinhas de milho
de uma forma especifica da espécie. Aléem do mais, esses volateis atraem vespas
parasitas como Cotesia marginiventris para o local da lesédo, onde eles ovipositam
nas larvas de lepidopteros (TURLINGS, 1995; Erb, 2015)
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Figura 5 - Principais compostos e classes de Compostos Organicos Voléateis (COVs)
de plantas.
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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 apos danos herbivoros é o
terpeno B-cariofileno. Os metabdlitos secundarios da classe dos terpenos séo
derivados de uma unidade pirofosfato de isopentenil (IPP) e desempenham
inUmeras fungbes importantes na planta a exemplo de atracdo de polinizadores,
defesa contra danos, sinalizacdo para outras plantas, repelente de herbivoros,
efeitos alelopaticos e reguladores de crescimento (KOLNER et al., 2008).

O B-cariofileno foi encontrado em resposta ao dano por herbivoria em varios
parentes silvestres de milho e em linhagens de milho cultivadas a partir de
programas de melhoramento genético da Europa (GOUINGUENE et al., 2001).
Abaixo do solo, o B-cariofileno foi encontrado como um sinal importante na atracéo
de inimigos naturais, especificamente nematoides entomopatogénicos, para outro
herbivoro de milho, a praga Diabrotica virgifera virgifera. (RASMANN et al., 2005).
Este composto em cana-de-acUcar esta envolvido na defesa da planta em resposta
a herbivoria por D. saccharalis sendo produzido apenas pelo tecido foliar e atrai o
predador endoparasitdide Cotesia flavipes estabelecendo, dessa forma uma relagéo
tritréfica ( SILVA FILHO, 2014).

Dentro dos mecanismos de defesa vegetal, entre os compostos produzidos
por plantas para este fim estdo também os compostos fendlicos, que geralmente,
apresentam o papel importante na defesa das plantas relacionada as suas
propriedades antibidticas, antinutricionais e impalatabilidade. A relacdo entre insetos
e plantas sofre a interferéncia de varios fatores, entre eles a composi¢cao quimica da
planta. Os insetos possuem uma grande cultivar de quimioreceptores (gustativos e
olfativos), localizados principalmente em suas antenas e aparelho bucal, que sao
capazes de discriminar os compostos quimicos com uma altissima sensibilidade, ou
seja, detectam diferentes concentracfes desses compostos e processam essa
informacdo no sistema nervoso central. Assim, os metabdlitos secundarios, e
consequentemente os fendlicos, exercem um papel fundamental nos padrdes de
utilizacdo das plantas pelos insetos. Quando o inseto estd a procura de um

hospedeiro ele deve primeiramente localizar e identificar a espécie de planta


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2276456/#bib40
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apropriada. Pistas tigmotéacticas, visuais e olfativas podem participar neste processo
de reconhecimento e consequente migracdo ao hospedeiro. Quando a locomocao
do inseto na planta cessa, o inseto faz a primeira prova e o balanco final entre o
estimulo e a deterréncia do material determinara se o inseto permanece no local e
se alimenta. Portanto, a aceitacdo ou rejeicdo da planta pelo inseto depende em
grande parte de sua composi¢cdo quimica. Além disso, os compostos quimicos
presentes podem inibidir a oviposicdo e a sobrevivéncia e performance da larva.
Muitos compostos tem sido descritos com essas atividades e os compostos fendlicos
estdo entre os principais envolvidos na protecéo de plantas (Latanzio et al., 2006).

Além de vérias outras classes de compostos os fendis tém sido implicado
nos mecanismos de defesa da planta (ELGERSMA; LIEM, 1989; NICHOLSON;
HAMMERSCHMIDT, 1992; KUE, 1972). Alguns sdo formados em resposta a
penetracdo dos agentes patogénicos, e a sua producdo € considerado como parte
de uma resposta de defesa ativa (NICHOLSON; HAMMERSCHMIDT, 1992). MATTA
et al. (1988), observaram a ativacdo do metabolismo dos compostos fendlicos
mediante a presenca de patdgenos nos vasos do xilema de tomate. Essa
observacdo foi confirmada por COOPER et al. (1996), que encontraram dois
compostos fendlicos, um triterpenoide e, muito raramente em um eucariota superior,
como enxofre elementar S8 cyclooctasulphur, em células associadas com patdgenos
vasculares em genaétipos resistentes a doencas de Theobroma cacao.

Plantas de Pisum sativum quando tratadas com rizobactérias promotoras de
crescimento e infectadas com Erysiphe pisi tiveram a sintese dos compostos
fendlicos acido tanico, acido galico, &cido ferulico, e acidos cinamico melhorada
porque induziram uma maior quantidade desses compostos (SINGH et al. 2002)

Outros compostos produzidos por plantas como mecanismo de defesa sao os
acidos hidroxamicos e seus derivados, uma classe de metabolitos secundarios de
grande interesse, com a formula geral R - CO - NHOH e R-CO - NR'OH. Os acidos
hidroxdmicos sdo encontrados em diversas espécies de gramineas, incluindo o
milho, o trigo e o centeio. Eles exercem varias funcbes na planta, tais como
resisténcia a doencas e insetos, tolerancia a herbicidas e regulacéo do crescimento
(STOESSL, 1983; MAYORAL et al, 1994).

A DIMBOA (2,4-dihidroxi-7metdxi-1,4-benzoxazin-3-ono) (Figura 6) o mais

7

abundante dos &cidos hidroxamicos, € um composto intracelular, ndo volatil, e
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funciona como pesticida e inseticida e pode apresentar propriedades alelopaticas
(JONCZYK, 2008).

Figura 6 - Estrutura molecular da DIMBOA
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Sua biossintese (Figura 7) 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 oxidagdo ocorrem no reticulo endoplasmatico (RE)
através de citocromo-P450-monooxigenases levando ao mais simples dos acidos
hidroxamicos, DIBOA. A enzima citosélica UDP-glucosil-transferases produz
DIMBOA-glc que é oxidada por uma dioxeganase 2-oxoglutarato-dependente
presente no citosol, seguida de uma metilagdo 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 7 - Biossintese do Acido Hidroxamico DIMBOA. Cada gene Bx expressa uma
proteina responsavel pelas transformacées do Indol até o produto final DIMBOA.
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O projeto transcriptoma da cana-de-agucar (SUCEST) identificou inimeros
genes ortélogos envolvidos na resposta ao dano por inseto, entre eles, gene
similar 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 e VIRAKTAMATH (2004) apés tentativas na identificacao
de fontes de resisténcias em cana-de-acucar contra afideos os acidos
hidroxamicos DIBOA e DIMBOA foram detectados.

Em resposta ao ataque de herbivoros, as plantas emitem volateis, e
produzem metabdlitos secundarios que podem repelir as pragas e comunicar-se
com plantas vizinhas e atrai os inimigos naturais desses herbivoros, essa resposta
desencadeia cascatas quimicas nas plantas, as quais podem alterar a expressao
de genes envolvidos na resposta a tal dano. Muitos trabalhos tém sido
desenvolvidos para decifrar os mecanismos de defesa da cana-de-agUcar ao
ataque de insetos herbivoros, na tentativa de subsidiar programas de
melhoramento genético e a biotecnologia.

Ao longo dos anos, o melhoramento de plantas cultivadas visou melhorar a
qualidade das plantas para uso humano em busca de aumentar a produtividade
alterando assim tamanho, sabor e qualidade nutricional das partes de plantas de
interesse, favorecendo a maturagdo sincrona, tamanhos de plantas homogéneas,
dominancia apical, crescimento determinado, ou outras caracteristicas de
relevancia para o cultivo e colheita, bem como alterar os tracos que facilitam o
transporte e armazenamento, além da resisténcia a patdgenos e estresses
abidticos. Como consequéncias disso, as plantas foram perdendo a resisténcia a
ataque de pragas. Como ja se sabe, parentes silvestres de plantas cultivadas tém
muitas caracteristicas benéficas que nao estdo presentes nas culturas modernas,
assim 'rewilding "tornou-se uma nova tendéncia na reproducdo de culturas que
abre oportunidades interessantes para o controle bioldgico e agricultura organica.
No entanto, varias questbes regulamentares e politicos atualmente impedem o
uso da maioria das técnicas genéticas para fornecer cultivares com tracos
especificos de resisténcia, particularmente quando estas cultivares devem ser
utilizados na agricultura organica (STENBERG et al., 2015).

Este trabalho visou elucidar os mecanismos de resposta de diferentes

cultivares de cana-de acucar. Desta forma, podendo contribuir para geracdo do

39



conhecimento dos mecanismos de resposta desta espécie, bem como identificar
alvos para, atravées do melhoramento genético e transgenia, desenvolver plantas

com aumento de resisténcia a insetos herbivoros.
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3 MATERIAIS E METODOS GERAL

3.1 Producéo das Plantas de cana-de-acucar

Estacas maduras do terco médio da planta de cana-de-acuUcar (Saccharum
spp.) das cultivares consideradas, pelos produtores rurais, resistente (SP81-3250) e
suscetivel (SP89-1115) a D. saccharalis, obtidas a partir da unidade de reproducéo
de germoplasma de cana-de-acUcar do programa da Universidade Federal de
Vicosa, componente da RIDESA (Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do
Setor Sucroenergético) (Barbosa et al., 2012) foram quinzenalmente semeadas em
bandejas plasticas (Figura 8), utilizando um substrato comercial para mudas
(substrato para plantas, Tropstrato HT hortalicas), mantidas em casa de vegetagao
com controle de temperatura, umidade, luz natural e regadas diariamente até

atingirem a idade para transplante.

Ao atingirem 20 dias de semeadura, as mudas foram transplantadas para
vasos plasticos preto de 2L contendo o substrato comercial (Figura 8). Feito isso,
elas foram colocadas em bancadas com irrigacdo automatizada. As plantas
utilizadas para os experimentos tinham a mesma idade fenolégica (60 dias) e

apresentavam sete folhas perfeitamente desenvolvida.

Figura 8. Producao das plantas de cana-de-agucar.

Fonte: autora, 2016.
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3.2 Criacgao Diatraea saccharalis

Os insetos utilizados para os experimentos de tunel de ventos e oviposi¢ao
foram provenientes de criacdo mantida no Laboratério de Semioquimicos e
Comportamento de Insetos da Universidade Federal de Vigosa, onde foram criados
em dieta artificial (HENSLEY e HAMMOND, 1968). As pupas foram mantidas em
recipientes com papel filtro umedecido, até a emergéncia dos adultos. Todos o0s
insetos foram criados em condicbes controladas sob temperatura de 26+2%,
umidade relativa de 60+2% e fotoperiodo de 12 horas. Para obtencdo dos ovos,
foram utilizadas gaiolas de PVC de 30x20 cm com 50 casais de D. saccharalis onde
foi fornecido algoddo com agua. As gaiolas foram vistoriadas diariamente para

monitorar a ocorréncia de copulas e oviposicoes.

Os insetos utilizados para os demais experimentos foram fornecidos pela
Usina Triunfo Agroindustrial LTDA, que fica localizada no municipio de Boca da

Mata, estado de Alagoas, Brasil.

3.3 Comportamento reprodutivo

As observacdes sobre o comportamento reprodutivo foram realizadas em uma
sala escura a uma temperatura de 26£2°C e umidade relativa do ar de 80%z+10%.
Para facilitar as observacdes durante 12 horas da escotofase foi usada uma
lampada vermelha de 15W.

Pupas de fémeas e machos foram colocadas no interior de uma camara de
acrilico, e observadas diariamente até casais emergirem. Apés a emergéncia foram
observados por 30 minutos a cada hora da fotofase e escotofase (12:12) desde o
primeiro dia até 48 horas. Durante este periodo, os insetos foram alimentados
através de um algodao embebido com solucdo de sacarose (10%).

As observacdes consistiram no registro da hora de emergéncia, a hora inicial
e final em que a fémea exibiu o comportamento de chamamento, determinacéo do

tempo de copula e tempo para iniciar a oviposicao.
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3.4 Bioensaio de tunel de vento

Os bioensaios para verificar as respostas de fémeas de D. saccharalis a
cana-de-agucar foram conduzidos em tunel de vento. A sala exclusiva para os
bioensaios em tunel de vento possuia iluminagéo, temperatura e umidade relativa
controladas. Os bioensaios foram realizados em diferentes dias e horéarios. Apos
ligar e estabilizar o fluxo de ar do equipamento, as fémeas de interesse que estavam
acondicionadas em tubos de vidro foram colocadas dentro do tunel em um local que
permitia a passagem de ar. Transcorridos dois minutos, as fontes de odor foram
colocadas dentro do tanel na extremidade oposta das fémeas, permitindo a
passagem do ar (Figura 9). Foram utilizadas fémeas virgens (90 individuos) e
fémeas acasaladas (120 individuos) de D. saccharalis em diferentes fotofases.
Esses bioensaios foram realizados com o intuito de observar se elas responderiam a
fonte de odor (COVs de cana-de-acucar).

Figura 9 — Fémeas em tubo de vido dentro do tlnel para avaliagdo de atratividade em
voo e fonte de odor do lado oposto das fémeas.

Fonte: autora, 2016.
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Inicialmente, foram testadas fémeas virgens (n=15) e fémeas acasaladas
(n=15).0s ensaios tiveram inicio uma hora antes de amanhecer e as primeiras
fontes de odor foram uma planta da cultivar suscetivel SP89-1115 ou resistente
SP81-3250. No segundo experimento, foram testadas fémeas virgens (n=24) e
fémeas acasaladas (n=24). A partir deste experimento as fémeas foram expostas a
fonte de odor por 5 minutos. Os ensaios tiveram inicio uma hora antes e uma hora
apos anoitecer. As fontes de odor foram duas plantas da cultivar suscetivel SP89-
1115 ou resistente SP81-3250. No terceiro experimento, foram testadas fémeas
virgens (n=21) e fémeas acasaladas (n=21), uma hora antes e uma hora apoés
anoitecer. As fontes de odor foram um extrato etandlico de folhas de cana-de-acucar
da cultivar suscetivel SP89-1115 ou resistentes SP81-3250. No quarto experimento,
foram testadas fémeas virgens (n=30) e fémeas acasaladas (n=30), uma hora antes
e uma hora ap0ds anoitecer, utilizando como fonte de odor duas plantas da cultivar
suscetiveis SP89-1115 ou resistentes SP81-3250. Neste a distancia entre as fémeas
de interesse e a fonte de odor foi reduzida para um metro, pois anterioemente elas
ficavam numa distancia de dois metros e meio. No quinto experimento, foram
testadas fémeas acasaladas (n=30), uma hora apds o acasalamento, utilizando
como fonte de odor duas planta da cultivar suscetivel SP89-1115 ou resistente
SP81-3250.

3.5 Bioensaios de oviposi¢cdo em tubo

Para avaliar o efeito do tecido foliar da cana-de-acucar como fonte de
possiveis volateis indutores de oviposi¢ao realizou-se experimento em tubos com e
sem contato com a fonte de volateis. A cana-de-acucar utilizada foi a cultivar
suscetivel SP89-1115. Para tal, realizou-se a contagem de ovos apés 24 h. Foram
utilizadas fémeas acasaladas mantidas individualmente em cada tubo de vidro (15,0
x 3,0 centimetros). Como substrato de oviposicao foi utilizado uma folha de papel A4
instalada na parede do tubo de vidro cobrindo toda sua superficie. As extremidades
dos tubos foram fechadas em ambos os lados com uma pelicula plastica de PVC
(Figura 10). O experimento foi realizado em blocos ao acaso com 17 repeticdes e
trés tratamentos. Os tratamentos foram 1) Fémea com folha e sem separagcao por

tela; 2) Fémea com Folha e separada por tela; 3) Fémea sem folha e sem tela.
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Devido as caracteristicas detectadas pelo teste de Normalidade e
Homocedasticidade de Liliefors e Cochran & Bartlett, respectivamente, os dados
foram submetidos a analise de variancia ndo paramétrica e comparadas entre si pelo
teste de Kruskal-Wallis. O software utilizado foi 0 SAEG. V5.1 1995-FURB/UFV.

Figura 10 - Tubo de vidro (15,0 x 3,0 centimetros) envolvido com folhade A4 e
coberto em ambos os lados com uma pelicula plastica de PVC.

Fonte: autora, 2016.

3.6 Teste de preferéncia para oviposi¢cdo de D. saccharalis nas diferentes cultivares

de cana-de-agucar

3.6.1 Teste com chance de escolha

Para avaliacdo da preferéncia de fémeas de D. saccharalis por sitios de
oviposi¢cdo em fungéo do efeito atrativo de cultivares de cana-de-agucar foi realizado
o teste de preferéncia com chance de escolha. Foram utilizadas as duas cultivares
de cana-de-acucar SP89-1115 e SP81-3250. Foi utilizada uma planta de cada
cultivar de cana-de-acucar acondicionada aleatoriamente em uma gaiola (145 cm x
60 cm x 60 cm de dimensdes, cobertas com voil), totalizando 2 mudas por gaiola.
Foram liberadas 6 fémeas por gaiola (Figura 11) em uma propor¢ao de trés fémeas
por cultivar. O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com 20 repeti¢cdes
e dois tratamentos (SP89-1115 e SP81-3250) onde, cada gaiola representou um

bloco. Apés 24 horas ap0s a liberacdo das fémeas nas gaiolas procedeu-se a
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contagem do numero total de ovos depositados em cada tratamento ou cultivar
testada. Para a andlise dos resultados procederam-se os testes de Normalidade e
Homocedasticidade de Liliefors e Cochran & Bartlett, respectivamente. De acordo
com resultados dos testes supracitados os dados foram submetidos a Analise de
Variancias (Anova) e comparadas entre si pelo teste de Scott-Knott. O software
utilizado foi o SAEG. V5.1 1995-FURB/UFV.

Figura 11 - Esquema da gaiola para teste de escolha com duas mudas
e seis fémeas por gaiola.
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Fonte: autora, 2016.

3.6.2 Teste com chance de escolha e uma fémea por gaiola

Para avaliacdo da preferencia de fémeas de D. saccharalis por sitio de
oviposicdo em funcao do efeito atrativo de cultivares de cana-de-acucar foi realizado
o teste preferencia com chance de escolha com uma fémea, pois até entdo ndo era
sabido se a D. saccharalis oviposita em plantas ja ovipositadas por outras fémeas.
Foram utilizadas as duas cultivares de cana-de-acucar SP89-1115 e SP81-3250. Foi
utilizada uma planta de cada cultivar de cana-de-agucar acondicionada
aleatoriamente em uma gaiola (145 cm x 60 cm x 60 cm de dimensdes, cobertas
com voil), totalizando 2 mudas por gaiola. Foi liberada 1 fémea por gaiola (Figura
12). O delineamento experimental foi em blocos ao acaso com 12 repeticdes e dois
tratamentos (SP89-1115 e SP81-3250) onde, cada gaiola representou um bloco.
ApoOs 24 horas apos a liberagcéo das fémeas nas gaiolas procedeu-se a contagem do
numero total de ovos depositados em cada tratamento ou cultivar testada. Para a

analise dos resultados procederam-se o0s testes de Normalidade e
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Homocedasticidade de Liliefors e Cochran & Bartlett, respectivamente. De acordo
com resultados dos testes supracitados os dados foram submetidos a Analise de
Variancias (Anova) e comparadas entre si pelo teste t. O software utilizado foi o
SAEG. V5.1 1995-FURB/UFV.

Figura 12 - Esquema da gaiola para teste de escolha com duas mudas e uma fémea
por gaiola.
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Fonte: autora, 2016.

3.6.3 Teste sem chance de escolha

Para avaliacdo da preferencia de fémeas de D. saccharalis por sitio de
oviposicdo em funcgéo do efeito atrativo/repelente de cultivares de cana-de-agucar foi
realizado o teste preferencia sem chance de escolha Utilizou-se 1 muda de cada
cultivar de cana-de-acucar por gaiola com as dimensfes 145 cm x 60 cm x 60 cm,
cobertas com voil, onde foi liberada uma fémea (Figura 13). A avaliacao foi realizada
24 horas apos a liberacdo dos insetos, procedendo-se a contagem do numero de
ovos por tratamento. O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com 20
repeticbes, sendo 10 de cada tratamento (SP81-3250) e (SP89-1115). Para a
analise dos resultados procedeu-se os testes de Normalidade e Homocedasticidade
de Liliefors e Cochran & Bartlett, respectivamente. De acordo com resultados dos
testes supracitados os dados foram submetidos a Analise de Variancias (Anova) e
comparadas entre si pelo teste de Scott-Knott. O software utilizado foi o SAEG. V5.1
1995-FURB/UFV.
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Figura 13 - Esquema da gaiola para teste de escolha com uma muda e uma
fémea por gaiola.

Fonte: autora, 2016.

3.7 Bioensaios de performance larval sem chance de escolha

Para avaliacdo da resisténcia por antibiose a taxa de crescimento das
lagartas realizou-se um bioensaio sem chance de escolha de alimentagdo. O
bioensaio foi realizado colocando-se a lagarta na base da planta e deixando-a
alimentar por um periodo de 5 dias. ApGs esse periodo, as lagartas foram entéo
cuidadosamente removidas do interior do colmo. A base do colmo das plantas foi
quebrada e as lagartas retiradas com auxilio de uma pin¢ca. Foram registradas as
massas, em balanca de precisdo (0,1 mg), antes e ap0s a liberacdo das lagartas na
planta, calculando-se o ganho de peso. Para manter a lagarta na base do colmo da
planta, utilizou-se uma gaiola telada (Figura 14). Cada repeti¢cao foi composta por de
15 plantas de cada tratamento e uma lagarta por planta.

O delineamento experimental foi inteiramente ao acaso com 15 repeticdes de
uma planta e inoculada com uma lagarta de D. saccharalis cada. Para a andlise dos
resultados procederam-se os testes de Normalidade e Homocedasticidade de
Liliefors e Cochran & Bartlett, respectivamente. De acordo com resultados dos testes
supracitados os dados foram submetidos a Analise de Variancias Ndo Paramétricas
e comparadas entre si pelo teste de Wilcoxon. O software utilizado foi o Bioestat 5.1

Instituto Mamiraua.
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Figura 14 - Lagartas D saccharallis aprisionadas em gaiolas para o Bioensaio sem
chance de escolha.

Fonte: autora, 2016.

3.8 Coleta dos compostos organicos volateis (COVs) emitidos pelas diferentes

cultivares

Os compostos volateis foram coletados de diferentes gendétipos e cultivares
da plantas do “Complexo Saccharum”, quais sejam: Saccharum officinarum,
Saccharum officinarum (Caiana), Miscanthus, Erianthus, Saccharum officinarum
cultivares SP81-3250 e SP89-1115 usando adsorvente Porapak Q (80/100 mesh,
0,05 g; Supelco). As plantas foram acondicionadas dentro de sacos de poliéster para
microondas e freezer como descrito por STEWART_JONES & POPPY (2006),
isolando o vaso com papel aluminio. Ar foi injetado no saco plastico passando antes
por um filtro de carvéo ativado a um fluxo de 400 mL/min. por planta. Tubos com o
Porapak Q foram utilizados no topo do saco e o ar coletado a uma vazao de 400
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mL/min. para cada planta (Figura 15) . As plantas foram aeradas por 48 horas. Ao
término das aeragdes a dessorgao foi realizada passando 500 yL de hexano nos
tubos contendo o Porapak Q e armazenado-se a -20°C até injecdo em um sistema

de cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massa (GC/MS) QP2010.

Os cromatogramas do GC/MS das cultivares ditas resistentes (SP81-3250)
e susceptiveis (SP89-1115) foram analisados estatisticamente por analise
multivariada supervisionada de PLS-DA (Ortogonal Projection of Latent Structures-
Discriminant Analysis) sendo utilizados os softwares MatLab e SIMCA-P (verséo
14.0, Umetrics, Umed, Suécia) com escalonamento baseado no método de
unidade de variancia (UV). Inicialmente os dados no formato CDF foram inseridos
no MatLab, sendo submetidos a normalizacéo e alinhamento. Analise de STOCSY
(Statistics Total Correlation Spectroscopy) foi executada para a verificagcdo de
correlagdes entre os componentes das amostras. Um arquivo no formato de TXT
gerado foi transferido para o SIMCA para a obtencdo do grafico de classificacédo

de classes.

Figura 15 - Aeracéo das diferentes cultivares plantas do Complexo Saccharum.

Foto: Autora, 2016
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3.9 Identificacdo dos compostos organicos volateis das cultivares

Para a identificacdo dos compostos as amostras foram analisadas em
cromatografo a gas acoplado a espectrometro de massa (GC-MS, Shimadzu,
Modelo QP2010), por meio da injecdo manual de 2uL do extrado. O aparelho
equipado com a coluna capilar de silica fundida (5% difenol/95% dimetil-polisilaxano)
revestida com Rtx-5 (df = 0,25 m; J W Scientic Folsom, CA, USA), utilizando o helio
como gas carreador (1 mL/min.). A temperatura inicial da coluna foi de 50 °C,
permanecendo por 5 minutos, elevando-se a uma taxa de 5 °C/min., até atingir 250
°C, permanecendo por mais 5 minutos, totalizando um tempo de analise de 50 min.
As analises foram realizadas em modo splitless. Os dados foram analisados pelo
programa GCMS solutions (Shimadzu Corporation) e a identificagdo baseou-se na
comparacao dos espectros de massa de cada composto com o banco de dados das
bibliotecas NIST08 MS e Wiley. Por meio de comparacédo de tempo de retencédo dos
compostos com os padrdes de hidrocarbonetos (C7 - C30), sendo calculados os
indices de Retencdo. A partir dessas informagdes, foram identicados os compostos

das amostras.

3.10 Compostos fendlicos totais

O extrato etandlico foi preparado através do método de maceracdo. Os
pesos das amostras submetidas ao teste foi SP89-1115 - 7,609g e SP81-3250 -
7,610g, As amostras foram extraidas com 100 ml de etanol e submetidas ao
evaporador rotatério a cada 72 horas para obtencéo do extrato bruto.

A determinacao espectrométrica de compostos fendlicos ocorreu fazendo-se
uso do reagente de Folin-Ciocalteau segundo a metodologia descrita por Scherer,
R.; Godoy, H.T,2014. Pesou-se 1 mg do extrato obtido e este foi diluido em 1 mL de
MeOH. Em seguida, adicionaram-se 100 pL da solucdo da amostra + 500 pL
solucéao aquosa de folin 1:11 (v/v) + 400 pL da solugcdo aquosa de Na,CO3 a 7,5%.
Em seguida agitou-se em vortex por 30 segundos.

O ensaio foi preparado em microplacas. Para a leitura, adicionou-se em
cada poco 250 pL da solugédo da amostra e a placa foi mantida em ambiente escuro

por 2h.
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Foram tidas as absorvancias das amostras e também preparada a curva de
acido gélico com a leitura em triplicata de absorbancia em espectrofotometro UV-VIS
a 740nm. Os resultados obtidos foram expressos em mg de EAG (equivalentes de

acido galico) por g de extrato.

Gréfico 1 - Curva de calibracéo do acido galico.
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado Os dados das
concentra¢gbes de cada amostra foram submetidos a anélise de variancia e aplicou-
se o teste de Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade. O software utilizado foi
ASSISTAT Verséao 7.7 beta (2015)

3.11 Extracao e Identificacdo de Compostos Fendlicos

Seis plantas das cultivares resistente (SP81-3250) e suscetivel (SP89-1115) com e
sem herbivoria foram selecionadas para o estudo de alguns compostos fendlicos,

separando-se parte aérea e raiz para serem estudados separadamente.

Um grama da parte aérea e raiz recentemente colhidas foram maceradas
separadamente com pistilo em uma solucdo de 5 mL de etanol-agua (80: 20; v/v).
As amostras foram recolhidas em tubos de eppendorf de 1,5 ml e a suspenséo foi
submetida a ultrassonicacdo (Branson 3510E) em ciclos de funcionamento de
60% durante 15 min a 4 ° C, seguido por centrifugacao a 7500 rpm durante 15

min. O sobrenadante foi transferido para tubos de vidro e evaporado sob vacuo
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(Buchi Rotavapor R-210). As amostras secas foram ressuspendidas em 1,0 ml de
metanol grau HPLC e armazenadas a 4 °C para posterior analise.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realizada em um sistema de
HPLC (Shimadzu Carporation, Quioto, Japao) equipado com duas bombas
Shimadzu LC-10 ATVP, um detector UV-VIS variavel (Shimadzu SPD-10 AVP) e
um integrador Winchrom (Winchrom). A analise cromatogréfica de fase reversa foi
realizada em condic¢des isocraticas com coluna C18 fase inversa (150 x 2,0 mm id,
tamanho da particula 5 pm). As condic¢des de funcionamento incluiram volume de
injecdo (20uL), fase movel metanol:acido acético 0,4% (80:20, v/v), fluxo de 1
mL/min, deteccao a 290 nm. As amostras foram filtradas através de membrana de
filtro (tamanho de poro 0,45 m, Merck) antes da injecdo no loop de amostra. Os
acidos tanico, gélico, ferulico e cinamico foram utilizados como padrdes. Os
compostos fendlicos presentes nas amostras foram identificados por comparacao

com tempos de retencao (TR) dos padroées.

3.12 Identificagdo do Acido Hidroxamico DIMBOA e Acido Clorogénico durante a

herbivoria

As cultivares SP81-3250 e SP89-1115 foram infestadas com D, saccharalis
48horas antes da extracdo. Um fragmento da planta cana-de-agucar infestada com
D. saccharalis foram retiradas para maceracéo. 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.
Logo em seguida, 1mL de solucdo de metanol:acido acético (98:2) foi adicionado
aos tubos que foram agitados10 minutos. Os tubos foram centrifugados a 13.000rpm
por 5 minutos e o sobrenadante retirado. O liquido sobrenadante foi colocado em
frasco de vidro (vial) apropriado para HPLC e concentrado com fluxo constante de
nitrogénio. Cada vial recebeu o sobrenadante de dois tubos (aproximadamente 2
mL) correspondendo a 1g de tecido fresco.

A andlise dos &cidos hidroxamicos dos extratos foi realizada com sistema
HPLC (Shimadzu Carporation, Quioto, Japdo) equipado com duas bombas
Shimadzu LC-10 ATVP, um detector UV-VIS variavel (Shimadzu SPD-10 AVP) e um
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integrador Winchrom (Winchrom). Os acidos hidroxamicos presentes nas amostras
serédo identificados por comparacao do tempo de retencao (TR) dos padrdes.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia foi realizada em um HPLC
(Shimadzu Carporation, Quioto, Japao) equipado com duas bombas Shimadzu
LC-10 ATVP, um detector UV-VIS variavel (Shimadzu SPD-10 AVP) e um
integrador Winchrom (Winchrom). A andlise cromatografica de fase reversa foi
realizada em condigfes isocraticas com coluna C18 fase inversa (250 x 4,6 mm
id). As condi¢Bes de funcionamento incluiram volume de injecdo (20ul), fluxo de
1ml/min os dois solventes foram: A foi acido acético 0,1% em agua e solvente B
foi 100% metanol. Os solventes foram desgaseificado e filtrado. A fase mével foi
iniciada em 80:20 (A/B), ap6s a injecdo o gradiente linear se manteve por 3 min
em seguida foi alterado para 50:50 (A/B) e se manteve por 17 minutos, a eluicao
foi detectada a 290 nm. As amostras foram filtradas através de membrana de filtro
(tamanho de poro 0,45 m, Merck) antes da injecdo no loop de amostra. Os acidos
hidroxamico e clorogénico foram utilizados como padrbes. Os compostos
presentes nas amostras foram identificados por comparacdo dos tempos de

retencdo (TR) dos padrdes.

3.13 Efeito de diferentes concentracdes de Acido Clorogénico sobre biologia de D.

saccharalis

Folhas de papel sulfite contendo posturas de D. saccharalis foram
acondicionadas em recipiente de vidro contendo dieta artificial (Figura 16A). Sete
dias apos a eclosao, as lagartas foram transferidas com o auxilio de um pincel de
cerdas macias para placas de Petri contendo dieta artificial cortada em forma de
cubo e oferecida as lagartas (Figura 16B). Sete dias ap6s o desenvolvimento
larval foi acrescentado nas placas de Petri mais um cubo de dieta artificial para

alimentacao das lagartas até atingirem a fase de pupa.

Foram preparadas diferentes porcbes de dieta artificial, nas quais foram
acrescentadas as concentragdes de acido clorogénico: 2,25 mg/mL, 22,5 mg/mL e
225 mg/mL. Posteriormente, a dieta ja solidificada foi cortada em cubos de 2,0

cmz2,
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O experimento foi inteiramente casualizado, consistindo de quatro
tratamentos (1 — apenas dieta artificial; 2 - dieta artificial + 2,25 mg/mL de &cido
clorogénico; 3 - dieta artificial + 22,5 mg/mL de acido clorogénico e 4 - dieta artificial
+ 225 mg/mL de acido clorogénico) e 24 repeticdes. Cada repeticédo foi constituida

de uma placa de Petri contendo a dieta e uma lagarta.

Para avaliar o efeito das concentracdes do acido clorogénico sobre as
diferentes fases de D. saccharalis, foram observados o periodo larval, pupal e
longevidade dos adultos, bem como as deformacg6es morfolégicas nas respectivas
fases de desenvolvimento. As pupas obtidas foram sexadas, pesadas e
acondicionadas em recipientes plasticos transparentes (com capacidade
volumétrica de 150 mL) até a emergéncia dos adultos. Estes, por sua vez, foram
sacrificados em freezer e posteriormente montados para melhor observar as

deformacdes presentes.

by

Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica e as médias

comparadas pelo teste de Tukey.

Figura 16 — (A) Vidro contendo dieta artificial para alimentagdo de D.
saccharalis (B) Placas de Petri contendo dieta artificial cortada em forma de cubo e
oferecida as lagartas.

Fonte: autora, 2016.
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4 RESULTADO E DISCUSSAO

A obtencdo de cultivares resistentes a D. saccharalis € de suma importancia
para o setor sucroalcooleiro, nos aspectos de reducdo de custos e no
desenvolvimento dessa cultura, aspectos estes que resultardo em maior economia e
longevidade das cultivares comerciais (DEMETRIO et al., 2008). Para a
implementacédo de cultivares resistentes dentro de programas de melhoramento da
cultura da cana-de-acglcar, torna-se necessario o conhecimento da biologia do
inseto-praga e dos possiveis inimigos naturais (DERNEIKA e LARA, 1991).
Trabalhos que tratam da discriminacdo de cultivares de cana-de-acUcar quanto a
resisténcia a D. saccharalis na literatura brasileira, foram especialmente conduzidos
com as cultivares comerciais antigas (AMARAL e ARRUDA, 1972; DERNEIKA e
LARA, 1991). DEMETRIO et al. (2008) selecionaram, os clones RB975311 e
RB9755286 como portadores de resisténcia a D. saccharalis por apresentarem
menor ocorréncia de ataque pela D. saccharalis, média de 1,7% e 3,5% de
infestacdo, respectivamente, além de boa produtividade e qualidade tecnoldgica.
Entretanto, poucas informacdes tém sido veiculadas acerca dos tipos de resisténcia
a D. saccharalis em relacdo ao parasitoide C. flavipes (BOICA JUNIOR e JESUS,
2009).

Portanto, é necessario estudar as cultivares de planta de cana-de-acucar e
sua interacdo com a D. sacharalis, a fim de desenvolver um protocolo confiavel para
avaliar resisténcia da cana-de-acucar a D. saccharalis. Além do conhecimento sobre
as caracteristicas de resisténcia em cultivares de cana-de-agucar contra D.
saccharalis, outro fator importante para os programas de melhoramento de cana-de-
acucar para o desenvolvimento de cultivares resistentes é o estudo da divergéncia
genética em resposta a broca (SOUZA et al., 2013). Um grupo de cultivares pode
ser avaliada de forma a identificar divergentes gendétipos que podem ser usadas
como progenitoras para a hibridacdo em programas de melhoramento de culturas
(CRUZ, 2012). Estudos sobre divergéncia genética para uma resposta de pragas
tem sido bem sucedidos, tais como Tibraca limbativentris Stal (Hemiptera:
Pentatomidae) do arroz (SOUZA et al, 2013) e Tuta absoluta Meyrick
(Lepidoptera.:Geleichidae) em tomate (SUINAGA et al, 2004), indicando a
importancia do estudo da divergéncia genética para a resposta pragas. Assim

outras avaliacbes, em fases de desenvolvimento mais avancadas da planta e do
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inseto, poderiam demonstrar resultados distintos daqueles obtidos no presente
trabalho e permanecem a ser desenvolvidos.

Na observacdo do comportamento sexual da D. saccharalis foi possivel
verificar que ao iniciar a escotofase as fémeas e machos comecaram a emergir da
pupa. Este comportamento foi verificado em uma sala com iluminagéo, temperatura
e umidade controladas. Apos duas horas de emergéncia as fémeas iniciavam o
chamamento para a cOpula e apds escolher o macho, a copula iniciava por volta da
0 hora que durava em médias duas horas. Durante o dia 0s insetos permaneciam
praticamente imoOveis e ao anoitecer a fémea comecava a ovipositar. Ao final da
oviposicdo ela iniciava todo o processo de chamamento e acasalamento. Apoés

essas observacdes foram definidos o horario e duracéo dos bioensaios

4.1 Bioensaio de tunel de vento

No teste de bioensaio de tunel de vento, foram testadas fémeas virgens e
fémeas acasaladas em diferentes experimentos. Em todos os resultados as fémeas
nao apresentaram atracdo pelas fontes de odor. Como controle positivo para o tanel
de vento foram testados machos expostos a fémeas selecionadas durantes seu
“horario de acasalamento” por 5 minutos. O comportamento dos machos observados
no teste apresentou um padrdo caracteristico, pois o0 macho ao ser liberado orientou-
se em direcédo a fémea, possivelmente encontrando a pluma de feroménio.

Ao analisar as respostas das fémeas nas tentativas descritas anteriormente
nao foi observado nenhum voo, portanto outros bioensaios tiveram que ser
realizados.

Apesar das fémeas nao terem sido atraidas, alguns autores relatam que na
maioria dos insetos herbivoros, o comportamento de busca de acolhimento ndo se
da apenas pela percepcdo do olfato. Outros fatores como: percepcao visual,
maturacdo ovariana, producdo de ovos e estado de acasalamento podem influenciar
na resposta de insetos (THOMPSON; PELLMYR, 1991; YAN et al., 2001). Por
exemplo, fémeas acasaladas de Lobesia botrana (Denis e Schiffermiller)
(Lepidoptera: Tortricidae) séo atraidas por COVs de folhas, flores e frutos maduros
de videira (MASANTE-ROCA et al., 2007); e fémeas acasaladas de Tuta absoluta
(Lepidoptera: Gelechiidae) em experimentos com tanel de vento utilizou volateis das
folhas de tomate como pistas (PROFFIT et al., 2011).
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4.2 Bioensaios de oviposi¢cao

O experimento de oviposicdo em tubo de vidro sem chance de escolha
realizado somente com a cultivar suscetivel SP89-1115 objetivou analisar se a
oviposicdo da D. saccharalis é estimulada por caracteristicas olfativas, visuais ou por
contato. Nao houve diferenga significativa (Figura 17) entre o numero médio de ovos
nos tratamentos 1) Fémea com folha e sem separacédo por tela; 2) Fémea com Folha
e separada por tela; 3) Fémea sem folha e sem tela. Os comportamentos de
oviposicdo mostram-se bastante distisnto entre os insetos. Algumas pragas como a
Tuta absoluta (Lepidoptera:Gelechiidae), praga de cultivares de tomate (Solanum
lycopersicum), aumentam significativamente o nimero de ovos quando em contato
com folha de tomateiro, ovipositando no lado superior da folhas que sédo cobertas
com tricomas, fornecendo assim, estimulos quimicos e mecéanicos (TORRES et al.,
2001; PROFFIT, 2011). Por outro lado, Tecia solanivora e Phthorimaea operculella
ovipositam no solo, proximo ao hospedeiro (batata) ao invés de ovipositar nas folhas
ou no caule. Um dos motivos dessa nao preferéncia para oviposicdo na planta se
deve aos tricomas glandulares presentes nas folhas e ramos (FENEMORE, 1988;
LOPES et al., 2000; HORGAN et al., 2007; KARLSSON et al., 2009). A mariposa
fémea de D. saccharalis, por sua vez, vive no maximo sete dias (BOTELHO e
MACEDO, 2002) e realiza a oviposicao frequentemente na face superior do limbo
foliar, apresentando um periodo de oviposicdo de até quatro dias, quando séo
colocados a maioria dos ovos de forma agrupada e num total de 300 a 600 ovos, em
massas de cinco a 50 ovos (PINTO et al., 2006).

Nos testes de preferéncia de oviposicdo com chance de escolha pelas
cultivares suscetivel SP89-1115 e resistente SP81-3250 de cana-de-agucar. D.
saccharalis depositou mais ovos na cultivar SP89-1115, enquanto que no teste sem
chance ndo houve preferéncia por qualguer uma das duas cultivares de cana-de-

acucar testadas (Figura 18, 19 e 20).
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Figura 17 - Nimero médio de ovos de adultos de D. saccharalis em bioensaio de tubo
de vidro. Colunas com a mesma letra n&o diferem entre si pelo teste de Kruskal-Wallis
p > 0.05.
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Os resultados mostram que na presenca das duas cultivares a fémea de D.
saccharalis deu preferéncia a cultivar susceptivel SP89-1115, porém na auséncia
dessa cultivar o comportamento de oviposi¢do das fémeas D. saccharalis manteve-
se inalterado.

O comportamento de oviposi¢do do inseto em um hospedeiro deve garantir o
desenvolvimento de suas larvas, assim assegurando o desenvolvimento da espécie.
Ja a resisténcia nas plantas pode se manifestar de diferentes maneiras em testes
com e sem chance de escolha. Estudos tém mostrado que uma cultivar pode se
revelar resistente em teste com chance de escolha, mas ndo mantem essa
caracteristica quando cultivada isoladamente, permitindo a alimentac&o e oviposi¢ao
dos herbivoros (LARA, 1991). Por exemplo, no teste de oviposicdo de Bemisia
tabaci (Gennadius, 1889) biotipo B (Hemiptera: Aleyrodidae) com chance de escolha
em diferentes genotipos de feijdo-caupi, os genoétipos TE93-244-23 F-1 e TVU-36
apresentaram resisténcia pelo mecanismo de nado preferéncia para oviposig¢ao.
Porém no teste sem chance de escolha, apenas o genoétipo TVU-36 apresentou

resisténcia por esse mecanismo (CRUZ et al., 2012).
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Figura 18 - Oviposicao de trés fémeas por planta de D. saccharalis em bioensaio com
chance de escolha em cultivares de cana-de-acUcar. Colunas de Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferem entre si. Teste de Scott Knott a p < 0.05.
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Figura 19 — Oviposicdo de uma fémea de D. saccharalis em bioensaio com chance de
escolha em cultivares de cana-de-acucar. Colunas de Médias seguidas pela mesma

letra ndo diferem entre si. Diferenca significativa pelo testet a P < 0.05.
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Figura 20 - Oviposicdo de adultos de D. saccharalis em bioensaio sem chance de
escolha em cultivares de cana-de-aglcar. Colunas de Médias seguidas pela mesma
letra ndo diferem entre si. Teste de Scott Knott a p > 0.05.
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Na cultura da cana-de-acucar existem fatores que influenciam a preferéncia
de D. saccharalis para oviposicdo e estes atuam negativamente na capacidade
reprodutiva da broca em funcéo, principalmente, da cultivar em que se desenvolve
(TERAN et al., 1985; 1988). Para GUAGLIUMI (1973), em plantas de cana-de-
acucar, a pilosidade das bainhas presente na superficie das folhas é uma
caracteristica morfolégica que confere tolerancia das plantas a D. saccharalis.

De acordo com os resultados obtidos no teste com chance de escolha, a
cultivar SP81-3250 foi a menos adequada para oviposicado de D. saccharalis, pois
apresentou menor quantidade de ovos, quando comparada com a cultivar SP89-
1115, sugerindo que a cultivar SP81-3250 apresenta certa deterréncia para
oviposicdo a D. saccharalis. Assim o mecanismo de ndo preferéncia pode estar
envolvido na possivel resisténcia desta cultivar. Quando todas as plantas sdo
visitadas pode ser iniciada a oviposi¢cdo, mas a planta pode ser abandonada devido
a algum atributo morfolégico ou quimico que desfavoreca a presenca do inseto
naquele local. Entretanto, no teste sem chance de escolha as duas cultivares SP81-

3250 e SP89-1115 foram adequadas para a oviposi¢cao da broca, portanto, se faz
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necesséario a realizacdo de mais estudos para investigar as diferencas quimicas,
fisiolégicas e morfologicas entre essas cultivares.

A pilosidade das bainhas, lignificacdo dos nos, abundéancia de cera sobre o
cortice, sdo caracteristicas que conferem tolerancia de plantas de cana-de-acucar ao
ataque da broca (GUAGLIUMI, 1973). Cultivares de ciclo de maturacdo precoce,
mais ricas em sacarose (DINARDO MIRANDA, 2008) e menos fibrosas (PINTO et
al.,, 2009) apresentam tendéncia para uma maior atratividade da broca nos
canaviais. SILVA-NETO et al., (2014) avaliou diferentes caracteristicas, entre elas o
indice de sacarose de cultivares de cana-de-acucar em 2010/2011 e a cultivar SP81
3250 apresentou um valor de 11,76% de sacarose na regido do colmo sendo
considerada baixa. A variedade SP89 1115 destaca-se tanto pela sua alta
produtividade e 6tima brotacdo de soqueira (inclusive sob a palha), como pela sua
precocidade e alto teor de sacarose (Coopersucar Unido), e foi a mais escolhida
para oviposicao.

Dessa forma para o controle de D. saccharalis sugere-se a utilizagcdo de
futuros bioensaios com linhagens da cultivar SP89-1115 considerada suscetivel, e
da cultivar SP81-3250 considerada portadora de resisténcia do tipo nao-preferéncia
para oviposicao a D. saccharalis. Uma estratégia para 0 manejo de pragas poderia
ser o plantio de diferentes cultivares, com uma cultivar armadilha. Assim as
mariposas de D. saccharalis efetuariam uma maior quantidade de oviposi¢cdes na
cultivar suscetivel, favoreceria dessa forma menor quantidade de plantas atacadas
nas cultivares portadoras de resisténcia e possibilitaria uma aplicacdo de inseticida

ou outras medidas de controle somente na cultivar armadilha.

4.3 Bioensaios de performance larval sem chance de escolha

Apesar de ndo apresentar um sistema imune de defesa que atue frente ao
ataque de agressores ou até mesmo em condi¢des adversas, as plantas apresentam
estratégias de defesa que permitem o retardamento ou até mesmo impedimento da
penetracdo de agentes fitopatogénicos, tais como, fungos, bactérias, virus,
nematodides e insetos. As plantas reagem ainda sob estresse abidtico, como por
exemplo, variacbes de temperatura, auséncia de agua ou tratamento com agentes

quimicos. Esta defesa € composta de uma resposta constitutiva, a qual ja esta
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presente nas plantas, e a resposta induzida, a qual ocorre apés o ataque de
fitopatdgenos e herbivoros ou o inicio do estresse abiotico (FERNANDES et al,
2009).

Quando o inseto se alimenta de plantas e esta exerce um efeito adverso que
afeta, diretamente a sobrevivéncia, desenvolvimento ou a fecundidade do herbivoro
que tenta utilizar a planta como hospedeiro diz-se que a planta apresenta resisténcia
do tipo antibiose. Percebe-se que uma planta que apresenta resisténcia do tipo
antibiose afeta direta ou indiretamente a reproducéo do inseto (LARA, 1991).

O ganho de peso das lagartas de D. saccharalis alimentadas com as
diferentes cultivares foi mensurado, a fim de identificar um possivel efeito da defesa
da planta, como a producédo de uma simples toxina ou substancias que interfiram no
crescimento ou reproducdo do inseto. As avaliacdo efetuadas no bioensaio de
performance larval sem chance escolha mostraram que nao houve diferenca
significativa em relacdo ao ganho de peso das lagartas de D. saccharalis quando
alimentando-se pelas cultivares suscetivel SP89-1115 e resistente SP81-3250 de
cana-de-acucar por 5 dias (Figura 21).

Resultado semelhante foi encontrado por SOUZA (2013) quando ele avaliou a
divergéncia genética de cultivares de cana-de-acUcar quanto a resisténcia a D.
saccharalis. Os testes foram com dez cultivares entre elas SP89-1115 e SP81-3250.
Ele elaborou dietas artificiais e incorporou as dietas com colmo seco triturado de
cada cultivar de cana-de-acucar. Ao termino da fase larval ele concluiu que as
cultivares SP89-1115 e SP81-3250 também foram as mais adequadas para a
alimentacéo de D. saccharalis.

TOMAZ (2014) comparou injuria no colmo em cultivares de cana-de-acuUcar e
investigou fatores de resisténcia nas folhas, superficie do colmo e interior do colmo
de seis cultivares de cana-de-acucar brasileiras. As cultivares SP80-3280, RB92-
8064 e RB83-5486 apresentaram as menores injurias no colmo enquanto a
cultivares SP89-1115 apresentou a maior injaria. As larvas gastaram mais tempo
para penetrar nos colmos da cultivar SP803280 indicando que essa cultivar pode
apresentar alguma caracteristica na superficie do colmo que atrasa a entrada da
lagarta. As analises de correlacdo entre os fatores de resisténcia indicaram que o
tempo gasto pelas lagartas para entrar no colmo € o principal fator afetando injuria

no colmo. Lagartas nos ultimos instares se alimentando no colmo de SP813250
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apresentaram o menor ganho de massa indicando que essa cultivar apresenta

algum fator de resisténcia que afeta o desenvolvimento da larva dentro do colmo.

Figura 21 - Ganho de peso das lagartas de D. saccharalis alimentadas nas cultivares
susceptivel SP89-1115 e resistente SP81-3250 de cana-de-agucar.
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4.4 Compostos organicos volateis das cultivares de cana-de-agucar SP81-3250 e
SP89-1115

Os compostos organicos volateis foram coletados das plantas SP81-3250 e
SP89-1115 e analisados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (GC/MS), Foram analisados trés repeticdes de cada cultivar, inicialmente foi
feito uma sobreposicdo dos cromatogramas (Figura 22) e em seguida uma Analise
discriminante de Minimos Quadrados Parciais para observar o agrupamento dessas
cultivares.

O grafico de escores de um modelo PLS-DA (Analise discriminante de
Minimos Quadrados Parciais) construido a partir de dados de GC-MS (Figura 23)
dos compostos organicos volateis das plantas suscetiveis (SP89-1115) e resistentes
(SP81-3250) de cana-de-acucar mostra a separacdo entre o grupo formado pelas
plantas, sendo o grau de diferenca entre as classes de 52.7126%, onde essa

diferenca € observada longitudinalmente. Isto sugere que o0s conjuntos dos

compostos organicos volateis sintetizados pelas duas cultivares diferem.
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Figura 22 - Superposicdo dos cromatogramas das diferentes cultivares SP81-3250 e
SP89-1115 de cana-de-aglUcar ap0Os tratamento de normalizacdo e alinhamento dos
dados. Foram avaliadas trés amostras por cultivares, cada cor representa uma
amostra.
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Figura 23 - PLS-DA scores plot da primeira componente
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A andlise de aeragfes de plantas resistentes e suscetiveis demonstrou que o
perfil de volateis emitidos foi diferente entre as duas cultivares. Os resultados
apontaram diferentes picos responsaveis por essa separacdo que tornam essas
cultivares diferentes em sua constituicdo quimica.

Os compostos identicados nas cultivares de cana-de-agucar resistente (SP81-
3250) e suscetivel (SP89-1115) a D. Saccharalis encontra-se discriminados na
Tabela 1. Dentre os onze compostos identificados, apenas trés compostos
apresentou-se em maior quantidade, apresentando assim uma diferenca estatistca
significativa, sado da cultivar resistente (SP81-3250) enquanto que os demais
compostos pertencem a cultivar suscetivel. (SP89-1115). Os COVs foram
identificados por similaridade de espectro de massas, tempo de retencdo e
confirmados com padrdes quimicos. Os cromatogramas de GC mostraram pico com
tempo de retencdo, porcentagem e similaridade do espectro de massas presente
nas bibliotecas NISTO8 MS (National Institute of Standards and Technology) e
WILEY. A fragmentacdo dos compostos emitidos pelas plantas de cana-de-acglcar
resistentes (SP81-3250) e suscetiveis (SP89-1115) a D. saccharalis encontram-se

no apéndice.

Tabela 1 - Compostos orgénicos volateis identificados de plantas de cana-de-agucar
resistentes (SP81-3250) e susceptiveis (SP89-1115) a D. saccharalis.

Cultivares Composto indice de retencéo

4-etilbenzaldeido 1189
SP81-3250 3-etilacetofenona 1277
4-etilacetofenona 1278
Limoneno 961
2-etil-hexanol 1027
SP89-1115 Naftaleno 1194
1,10-Decanediol 1216
Pentadecano 1499
Hexadecano 1599
Heptadecano 1699
Eicosano 1964

Fonte: Autora, 2016.
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As cultivares de cana-de-acUcar, resistente (SP81-3250) e suscetivel (SP89-
1115) a D. saccharalis, apresentam perfil de compostos organicos volateis
diferentes. Sabe-se que a emissdo de COVs em plantas tanto de forma constitutiva
guanto induzida podem ser modificada por melhoramento genético, existindo a
possibilidade de melhorar a resisténcia de plantas contra pragas importantes tanto
direta quanto indiretamente através do controle biol6gico melhorado (AHMAN et al.,
2010).

Entre os compostos das amostras do grupo suscetivel temos o Limoneno que
€ descrito na literatura como atrativo de pragas e microrganismo (RODRIGUEZ et al,
2011) sendo considerado um composto de localizacdo do hospedeiro. SILVA FILHO
(2014) também buscou identificar COVs na cultivar SP79-1011 nos tratamentos
controle e com herbivoria (D. Saccharalis) e por espectrometria de massas
Limoneno, 2-etil-1-hexanol e Pentadecano entre outros composto no tratamento
controle. Também observou a diminuicdo do composto Limoneno nas plantas
infestadas, e foi sugerido como uma estratégia da D. saccharalis de suprimir a
emissao de alguns compostos atrativos para evitar competicdo. Nas figuras 24 e 25,
encontramos a analise unidimensional STOCSY para a variavel selecionada
correspondente aos picos de interesse das cultivares resistente (SP81-3250) e
suscetivel (SP89-1115), respectivamente.

Reacdes sistémicas induzidas pelo estresse em plantas sdo comuns e a
producdo e transporte de produtos quimicos geralmente funcionam como defesa
direta contra herbivoros e patégenos (GREEN e RYAN, 1972). As plantas tem se
adaptado a melhorar a fun¢éo de sinalizacdo dos compostos volateis, 0 que tem se
traduzido da comunicacdo observada entre plantas e herbivoros (TURLINGS et al.,
1995). Assim, muitos estudos tem sido realizados com relacéo a identificacdo destes
compostos volateis (BLEEKER et al., 2009; PROFFIT et al., 2011; COPOLOVICI et
al., 2012) visando o melhor entendimento do complexo planta herbivoro na atracéo
dos inimigos naturais. Finalmente, neste estudo apresentamos compostos volateis
que podem estar causando repeléncia a pragas e/ou na atragcdo de inimigos
naturais, sendo assim necessarios estudos adicionais para entender os fatores de

resisténcia e a interacao planta-herbivoro-inimigo.
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Andlise unidimensional
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selecionada

correspondente aos picos de interesse da cultivar resistente SP81-3250. O grau de

correlacéo entre os espectros tem sido codificados por cores.
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Figura 25 - Analise unidimensional STOCSY para a variavel selecionada
correspondente aos picos de interesse da cultivar susceptivel SP89-1115. O grau de
correlacédo entre os espectros tem sido codificado por cores.
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4.5 Compostos organicos volateis das seis diferentes cultivares de cana-de-agucar

Visando estudar a variabilidade dentro do complexo Saccharum e buscar
possiveis novas fontes de resisténcia especialmente em gendtipos mais rasticos,
0s compostos volateis foram coletados de diferentes genoétipos, 0s quais sao:
Saccharum officinarum, Saccharum officinarum (Caiana), Miscanthus, Erianthus, e
as cultivares SP81-3250 e SP89-1115, os COVs foram injetados em um sistema
de cromatografia gasosa acoplada a um espectrometro de massa (GC/MS).
Foram analisados trés repeticbes de cada cultivar, inicialmente foi feito uma
sobreposicdo dos cromatogramas (Figura 26) e em seguida uma Analise
discriminante de Minimos Quadrados Parciais para observar o agrupamento

dessas cultivares.

O grafico de escores de um modelo PLS-DA (Analise discriminante de
Minimos Quadrados Parciais) construido a partir de dados de GC-MS (Figura 27)
dos compostos organicos volateis das plantas Saccharum officinarum, Saccharum
officinarum (Caiana), Miscanthus, Erianthus, SP81-3250 e SP89-1115 de cana-de-
acucar onde mostra a separacdo entre o grupo formado pelas plantas, sendo a
diferenca entre as classes de 55,5231%. Isto sugere que o0s conjuntos dos

compostos organicos volateis sintetizados pelas cultivares diferem.

Figura 26 - Superposicdo dos cromatogramas das diferentes cultivares de
cana-de-acucar ap0s tratamento de normalizacdo e alinhamento dos dados. Foram
avaliadas trés amostras por cultivares, cada cor representa uma amostra.
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Figura 27 - PLS-DA scores plot da primeira componente.
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Fonte: Autora, 2016.
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A andlise de aeracao das diferentes cultivares de cana-de-agucar demonstrou
que o perfil de volateis emitidos foi diferente entre as cultivares. Os resultados
apontaram diferentes picos responsaveis por essa separacao que torna essas
cultivares diferentes em sua constituicdo quimica. A figura 28 tras os cromatogramas
de correlacdo estatistica que demonstra as substancias que discriminam as
cultivares, onde as cores vermelhas e amarelas significa uma maior diferenca

significativa a nivel de p < 0,05 quantitativamente entre as classes.
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Figura 28 — Cromatograma de correlacdo estatistica S-Line (S) das diferentes
cultivares de cana-de-agcUcar que sdo estatisticamente relevantes diferenciando as
classes. Coloracdo de picos de acordo com a barra lateral, as cores vermelhas e
amarelas significa uma maior diferenca significativa a nivel de p < 0,05.
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Fonte: Autora, 2016.

Apbs observar o cromatograma de correlacdo estatistica que demonstra as
substancias que discriminam as cultivares, foi selecionado os picos de interesse e
feito uma quantificacdo relativa da intensidade Log do sinal em comparacdo pela
ANOVA (Figura 29).
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Figura 29 - Quantificagéo relativa da intensidade Log do sinal em comparagéao

pela ANOVA,
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Fonte: Autora, 2016.
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Os compostos que diferem estatisticamente entre as cultivares de cana-de-
acucar Saccharum officinarum, Saccharum officinarum (Caiana), Miscanthus,
Erianthus, SP81-3250 e SP89-1115 encontram-se discriminados na Tabela 2.

Os sete compostos identificados séo encontrados nas cultivares estudas mas
apresentam uma diferenca quantitativa estatisticamente significativa. Os COVs
foram identificados por similaridade de espectro de massas, tempo de retengao e
confirmados com padrdes quimicos. Os cromatogramas de GC mostraram pico com
tempo de retencédo, porcentagem e similaridade do espectro de massas presente
nas bibliotecas NISTO8 MS (National Institute of Standards and Technology) e
WILEY. A fragmentacdo dos compostos emitidos pelas plantas de cana-de-acglcar

encontra-se no apéndice.

Tabela 2 - Compostos orgénicos volateis identificados de plantas de cana-de-aglUcar
resistentes (SP81-3250) e suscetiveis (SP89-1115) a D. saccharalis.

Compostos indice de retengio

Hexanal 804
Sabineno 974

4 - Etilbenzaildeido 1189
Azuleno 1180

3 - etilacetofenona 1277
Pentadecano 1499
Nonadecano 1899

Fonte: Autora, 2016.
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Em geral, os volateis induzidos ap6s a herbivoria sdo formados
principalmente por aldeidos, e por alcoois C6 e seus ésteres, produzidos através da
rota da enzima lipoxigenase LOX e terpenoides (Figura 30). Na rota de formacao
dos volateis de folhas verdes (VFVs), o composto (Z)-3-hexenal é o primeiro produto
formado através da oxigenacdo do &cido linolénico pela acdo da rota dos
octadecanoides (via LOX), formando o acido 13-hidroperoxi-linolénico (13HPOT).
Posteriormente, o 13HPOT é metabolizado pela 13-hidroperoxidoliase (13HPL)
resultando na formacdo de (Z)-3-hexenal e do acido 12-oxo-(Z)-9-dodecenoico. O
composto hexanal € formado da mesma forma, mas a partir do &cido linoleico

(D'AURIA et al., 2007).

Figura 30 - Rotas metabdlicas para a producédo dos dois principais grupos de volateis
induzidos apés a herbivoria (Modificado de Schoonhoven et al.)
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SIGNORETTI (2015) realizou um trabalho em busca de compostos volateis
para utilizacgdo no manejo comportamental de Diaphorina citri Kuwayama
(Hemiptera: Liviidae). A resposta destes insetos foi avaliada frente as substancias
liberadas por plantas de laranja, Citrus sinensis (L.) Osbeck, variedade ‘Péra’,
enxertadas sobre limdo-cravo, C. limonia Osbeck, sadias vs sintomaticas para
Huanglongbing (HLB). Volateis destas plantas, bem como seus extratos foram

testados em olfatbmetro 'Y' e analisados por GC-MS. Somente fémeas foram
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atraidas, tanto para os volateis quanto para os extratos, e preferencialmente os de
plantas doentes. Foram encontrados 47 compostos em extratos de plantas sadias e
doentes, dos quais 11 (hexanal; a-tujeno; a-pineno; sabineno; B-mirceno; a-
terpineno; limoneno; linalol; composto 37 (néo identificado); B-elemeno e (3-copaeno)
presentes em maior quantidade nos extratos de plantas doentes, sendo que 3
desses compostos (sabineno, linalol e B -elemeno) foram majoritarios nos extratos
de ambas as plantas, doentes e sadias.

A variacdo genética dentro e entre populacdes fornece a matéria-prima para a
evolugdo. Embora muitos estudos descrevem a variagdo de metabdlitos de defesa,
pouco se sabe sobre variacdo entre populacdes de plantas da mesma espécie em
respostas a herbivoria ou pela secre¢bes orais do herbivoro introduzidos no
ferimento durante a alimentacdo. Wu (20008) comparou as respostas a herbivoria
com metabdlitos de defesa em dois acessos selvagem (Utah e Arizona) de Nicotiana
attenuata e encontraram diferencas entre os dois acessos nas concentracdes de
varios metabdlitos secundarios que contribuem para a defesa direta e indireta de N.
attenuata. Este estudo demonstra uma variacdo significativa em elementos
reguladores que medeiam respostas das plantas ao ataque de herbivoros.

Outro estudo realizado com diferentes cultivares de pimentdo Capsicum spp.
e 0 pulgdo do algodoeiro, Aphis gossypii, investigou o papel de semioquimicos
volateis na preferéncia de acolhimento. Apds a analise dos compostos organicos
volateis liberados pelas plantas, antes e depois da infestacdo por A. gossypii,
revelou que uma das cultivares ndo preferenciais emitiu nove compostos adicionais
apos a infestacao, incluindo 6- metil-5-hepten-2-ona, conhecido como semioquimico
de defesa da planta envolvido em interacdes planta-afideos. Estes dados sugerem
gue as cultivares ndo preferidos emitindo este semioquimicos tém o potencial de ser
utilizados em programas de melhoramento para produzir cultivares resistentes a A.
gossypii (COSTA et al, 2012)

A cultura do milho (Zea mays ssp.) € uma das mais importantes em todo o
mundo e existem muitos relatos na literatura sobre defesas constitutivas e induzidas
contra agentes patogeénicos e insetos. No entanto, a pesquisa sobre seus ancestrais
selvagens, os teosintos, no que diz respeito a resisténcia contra estes antagonistas
é limitado. LANGE (2014) realizou um levantamento sobre o que se sabe em relacédo
aos diferentes artropodes e microbios que estdo associados com milho e teosintes

no México e América Central, e avaliou os mecanismos de resisténcia contra
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estresses bidticos das plantas. Ele concluiu que Teosintos parecem ter maior
resisténcia contra certo nimero de pragas do que as cultivares modernas. Destacou-
se também a necessidade de estudar os teosintos, a fim de identificar novas fontes
de resisténcia em milho.

As plantas foram perdendo a resisténcia a ataque de pragas, no entanto
parentes silvestres de plantas cultivadas tém muitas caracteristicas benéficas que
nao estdo presentes nas culturas modernas. Assim “rewilding” vem tornando-se uma
nova tendéncia na reproducdo de culturas que abre oportunidades interessantes

para o controle bioldgico e agricultura organica (STENBERG et al., 2015).

4.6 Compostos fendlicos

Compostos fendlicos, ou polifendis, sdo metabdlitos secundarios de plantas
que consituem o mais comum e mais amplamente distribuido grupo de substancias
em plantas. Como regra geral, todos os compostos fendlicos sdo biossintetizados
pelas vias do chiquimato-fenilpropandides-flavonoides, produzindo assim todos os
fendis ou polifen6is monoméricos e poliméricos em plantas. As plantas utilizam
compostos fendlicos principalmente na pigmentacdo, reproducdo e resisténcia a
patégenos e herbivoros, além de outras funcbes (HALBOURNE, 1989).

Convencionalmente, os métodos que demonstram que fendlicos constitutivos
estdo envolvidos na defesa da planta sdo os de quantificacdo de fendlicos totais. A
analise de fendlicos totais nas cultivares suscetivel e resistente do presente estudo
mostra uma clara diferenga na concentragdo entre elas. A cultivar resistente
apresentou uma concentracdo de 198,68 mg/g de planta, enquanto que a cultivar
suscetivel apresentou a concentracdo de 119,47 mg/g de planta, isto representa um
teor maior para a cultivar que apresenta resisténcia, podendo portanto estar
implicado neste processo. A concentracdo de metabdlitos toxicos € sempre papel
fundamental. No entanto, apesar de haver inUmeros exemplos que correlacionam
um alto teor de fendlicos totais com a defesa da planta, sdo os compostos
individualmente ou algumas subclasses que realmente exercem a atividade contra
um herbivoro em particular. Além disso, ha também a defesa induzida, ou seja,
alguns fendlicos téxicos podem ter a sua sintese aumentada apds a herbivoria. Nas

duas cultivares de cana-de-acUcar foram identificadas diferencas qualitativas no
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acido gélico/tanico (ambos apresentaram mesmo TR), no &cido ferulico e no &cido

cinamico (Figura 31).

Figura 31 — Estrutura dos compostos fendlicos.
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Os perfis de fendlicos de tecido foliar constitutivos apresentaram-se diferentes
para as duas cultivares (Figura 32). Na cultivar suscetivel, entre outros picos,
identificou-se a presenca de acido gélico/tanico (ambos apresentaram mesmo TR),
acido ferulico e acido cinamico, enquanto que na cultivar resistente, eles ndo foram
detectados. Nesta cultivar houve a presenca de outros compostos que nao 0s
fendlicos citados, com tempo de retencéo diferentes, que permanecem ainda a ser
identificados. No tecido radicular, o perfil dos fendlicos constitutivos mostrou-se
novamente diferente entre as duas cultivares. Além disso, quando analisados os
fendlicos induzidos apés o dano do inseto, verificou-se que o acido ferdlico foi
produzido exclusivamente sob herbivoria, além de outros picos nado identificados.

Esses picos estiveram ausentes nas plantas controle, bem como n&o houve indugao
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de nenhum composto na cultivar suscetivel. Interessante notar que, mesmo que o
dano ocorra na parte aérea da planta (D. saccharalis ataca o colmo em cana-de-
acucar), as alteracdes se deram a nivel de raiz da cultivar resistente. MANDAL
(2010) estudou a inducdo de defesa em berinjela (Solanum melongena L.) em
resposta ao ataque de Ralstonia solanacearum (Smith) e verificou o0 aumento do teor
de fendlicos totais das raizes de berinjela. A partir desses dados, juntamente com 0s
resultados da quantificacdo de fendlicos totais, especula-se que 0s compostos
fendlicos podem estar contribuindo com a resisténcia da planta, no entanto séo

necessarios bioensaios para confirmar esta hipotese.

Figura 32 — Cromatogramas HPLC das cultivares suscetivel e resistente. (a) parte
aérea de plantas controle e infestada; (b) raizes de plantas controle e infestada. 1.
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Os acidos hidroxicinamicos como o p-cumarico e ferulico, este sendo
encontrado exclusivamente em raizes atacadas da cultivar resistente, podem atuar
como reservatoérios de unidades de fenilpropandéides para a biossintese de lignina e
suberina. A biossintese aumentada de lignina no tecido radicular apds a herbivoria
pode estar ligada a um possivel reforco da parede celular e aumentando assim a
barreira de protecdo da planta. Estes acidos também séo precursores de outras
classes de compostos de defesa como flavondides, taninos entre outros, que podem
atuar como adstringentes e/ou deterrentes (SOLECKA, 1997). Portanto, as
diferencas qualitativas e quantitativas nos fendlicos das duas cultivares indicam uma
participacdo desta classe de compostos na resisténcia da cultivar SP81-3250, porém
um estudo mais aprofundado dos compostos formados (ainda nao identificados) se

faz necessario.

4.7 Acido Hidroxamico DIMBOA e Acido clorogénico

O &cido hidroxamico DIMBOA tem sido relacionado a uma série de atividades

biolégicas. Em extratos de milho e trigo, foi citado por desempenhar papel
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importante na resisténcia contra pragas e apresentar toxicidade contra bactérias e
fungos. Estes efeitos foram atribuidos, dentre outros aspectos, a inibicbes de
enzimas nucleofilicas com residuos de cisteina (NIEMEYER, 2009). O DIMBOA
também foi demonstrado ser produzido somente nas raizes de cana-de-agucar
(gendtipo sulafricano) com funcdo de defesa, sendo em cana-de-acucar o gene Bx2
gene da rota biossintética de DIMBOA, apresentou maior nivel de expresséo durante
a herbivoria por D. saccharalis (SILVA FILHO, 2014).

Para a analise da producdo de DIMBOA na cana-de-acgucar foram utilizadas
amostras de tecido foliar/colmo e raizes nas duas cultivares, resistente (SP81-3250)
e susceptivel (SP89-1115), em plantas controle e infestadas com D. saccharalis. Os
resultados das analises das partes aéreas (folha e colmo) e parte subterranea (raiz)
dos tratamentos avaliados ndo apresentaram nenhuma quantidade detectavel de
DIMBOA (Figura 33).

Figura 33 — Cromatogramas HPLC. (A) Padrdo DIMBOA e (B) Amostra da raiz sem a
presenca do composto.
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Encontramos na literatura relatos sobre a produgéao de grande quantidade de
benzoxazindides e seus glicosideos atuando como elementos antialimentares por
conta de sua toxidade e alelopatia. Na cultura do milho a quantidade de DIMBOA foi
relatada em maior quantidade em cultivar resistente a Ostrinina nubialis (GUTHRIE
et al., 1986). O trabalho de GUTIERREZ et al., (1988), com duas linhagens de milho,
mostrou o aumento de DIMBOA apds o ataque de Sesamia nonagrioides em
comparacao com as plantas controles que nao foram infestadas.

Cambier et al., 2000 estudou a variacdo da quantidade de DIMBOA em
relacdo a idade e 6rgdo do milho e seus resultados mostraram que a concentracdo
de DIMBOA é elevada apés a germinacdo das sementes, continua a ser sintetizada
até os 10 primeiros dias e em seguida diminui com a idade, variedade e do tecido da
planta.

Nossos resultados negativos para quantificacdo de DIMBOA, podem estar
relacionados com diferentes fatores: idade das plantas, pois trabalhamos com
cultivares com 60 dias apds a germinacao; essas variedades podem ter perdido
essas caracteristicas devido aos cruzamentos durante o melhoramento genética e
sua via metabdlica pode esta sendo utilizada para producdo de outros compostos.
No entanto, um estudo mais aprofundado do DIMBOA e até a busca por seus
derivados se faz necesséria.

O &cido clorogénico (Figura 34) é um metabolito secundario que fornece
resisténcia contra pragas a varios insetos, entre eles a lagarta da espiga do milho
(CORTEZ-CRUZ et al., 2003), € um composto derivado de fenilpropandide e se
acumula no tecido foliar acima do solo em resposta a herbivoria (BUSHMAN et al.,
2002).

Figura 34 — Estrutura do acido clorogénico.
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A cultivar de Milho SH2 que apresenta o alelo P1 tem um papel importante
na resisténcia contra a lagarta da espiga de milho, um alelo que foi perdido durante
a selecédo, e o alelo P1 tem efeitos significativos sobre biossintese de compostos
antibioticos que podem reduzir os danos da lagarta da espiga de milho na espiga.
Além disso, milhos com mutacdo P1, que tem a biossintese da producdo do &cido
clorogénico alterada, pois aumenta sua producdo nas folhas. O acido clorogénico
foliar acumula em resposta a raizes tratadas com acido abscisico ou herbivoria,
fornecendo evidéncias de comunicacao na defesa das plantas (ERB et al. 2009).

Para a andlise da producdo de &cido clorogénico na cana-de-agucar foram
utilizadas amostras de tecido foliar/colmo e radicular nas duas cultivares, resistente
(SP81-3250) e suscetivel (SP89-1115), em plantas controle e infestadas com D.
saccharalis. Os resultados com material das partes aéreas (folha e colmo) e parte
subterrdnea (raiz) mostram a confirmagdo da presenca do acido clorogénico na

cana-de-agUcar na parte aérea dos tratamentos avaliados (Figura 35).



Figura 35 — Cromatogramas HPLC das cultivares suscetivel e resistente. Parte aérea de plantas controle e infestada.
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Os resultados com material da parte subterranea (raiz) de cana-de-agucar
ndo apresentaram nenhuma quantidade detectdvel de &cido clorogénico. J& os
resultados das partes aéreas (folha/colmo) demonstram que houve producdo de
acido clorogénico e que esta aumentou no tratamento da cultivar resistente (SP81-
3250) quando submetida a herbivoria.

O 4&cido clorogénico é amplamente distribuido em diferentes partes de
muitas plantas e geralmente ocorre nos tecidos em quantidades facilmente
detectaveis. Pode ser oxidado por enzimas do tipo polifenoloxidase, dando origem a
quinonas altamente téxicas (GOODMAN et al., 1986). O &cido clorogénico também
pode funcionar nas plantas como um intermedidrio metabdlico na formacédo de
compostos fendlicos insollveis (p.ex.: lignina e polimeros semelhantes a lignina)
associados com a resisténcia (FRIEND, 1981b). Em funcéo dessas caracteristicas, o
acido clorogénico tem sido apontado como um composto importante na resisténcia
das plantas. Como exemplo, pode-se citar a resisténcia da batata contra Verticillium
albo-atrum. O conteudo de acido clorogénico nas raizes de plantas de batata é
diretamente relacionado a resisténcia & murcha de Verticillium (PATIL et al., 1966).

Apbs obtencdo dos resultados da presenca do acido clorogénico apés
herbivoria na cultivar resistente, fomos avaliar seu efeito em diferentes
concentracbes sobre as diferentes fases do ciclo biolégico de D. saccharalis,
observando o periodo larval, pupal e longevidade dos adultos, bem como as
deformacfes morfolégicas nas respectivas fases de desenvolvimento.

O sistema utilizado foi adequado ja que a dieta artificial do tratamento
controle apresentaram caracteristicas nutricionais possibilitando as larvas a
aguisicdo do alimento e, posteriormente, desenvolvendo até a fase adulta
normailmente.

No que se refere ao peso de pupas, os resultados ndo revelaram diferenca
significativa entre as diferentes doses de acido clorogénico e o controle, indicando
gue as mesmas apresentam desempenho similar (figura 36). No entanto, houve
diferenca significativa entre os tratamentos para as caracteristicas biolégicas periodo
larval, pupal e longevidade dos adultos (ciclo de vida), bem como nas deformacdes
em adultos (Figura 37 e 38) indicando que o acido clorogénico afetou negativamente

a biologia do inseto e pode estar relacionado com a resisténcia em cana-de-agucar.
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Figura 36 - Peso de pupa da D. saccharalis em funcéo das doses de acido clorogénico
adicionados a dieta artificial da fase larval.
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Figura 37 - Ciclo de vida de larva a adulto de D. saccharalis em fungdo das doses de
acido clorogénico adicionados a dieta artificial da fase larval.
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Figura 38 - Numero total de adultos de D. saccharalis com ma formacdo em funcao
das doses de acido clorogénico adicionados a dieta artificial da fase larval.
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Quando analisada a influéncia do acido clorogénico sob o ciclo de vida de D.
saccharalis, a medida que a dose de acido clorogénico aumentava entre 0s
ztratamentos o ciclo foi encurtado. O periodo pupal das larvas que se alimentavam
com a dose de 225 mg/mL de &cido clorogénico foi de 17 a 19 dias, indicando um
sinal de estresse devido a presenca desse metabodlico secundario em sua dieta
artificial, ja as larvas do tratamento controle tiveram um periodo pupal de 23 a 25
dias.

O acido clorogénico tem sido relatado como metabdlico secundéario que reduz
a digestibilidade e palatabilidade em alguns insetos. O besouro Lochmaea Capreae
gquando alimentado com Salicaceae e acido clorogénico teve sua alimentacéo
impedida (NATSUDA; SENBO, 1986). A presenca do mesmo também ocorre em
tricomas de tomate e reduz o crescimento dos estadios iniciais da lagarta do
algodao, Helicoverpa zea. Mais uma vez, o &cido 1-cafeoil-4-desoxiquinona,
presente nas folhas do selvagem Arachis paraguaensis, inibe o crescimento da
lagarta Spodoptera litura em tabaco (STEVENSON et al, 1993).

O trabalho de LEISS et al (2009) com crisantemos (Dendranthema

grandiflora) e resisténcia a trips (Frankliniella occidentalis), uma praga chave de

culturas agricolas e horticolas em todo o mundo, relatou diferenca na taxa de
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crescimento relativo da primeira fase larval de trips quando alimentada com dieta
artificial e diferentes doses de &cido clorogénico.

A eficacia dos compostos fendlicos como um fator de resisténcia por meio da
alimentacdo € aumentada por oxidacdo de polimeros, os quais reduzir a
digestibilidade, palatabilidade e valor nutricional. Isto acontece no caso da
alimentacdo do besouro-da-batata (Leptinotarsa decemlineata). A batata é rica em
acido clorogénico, que na presenca de enzimas oxidantes produz polimeros
prejudiciais ao inseto, este fato pode ser correlacionada com a elevada resisténcia
ao besouro-da-batata entre os varios genétipos (CASTANERA et al, 1996).

Em relacdo ao numero total de adultos de D. saccharalis com ma formacgéao
em funcao das doses de acido clorogénico, o maior valor foi verificado no tratamento
com dose de 225 mg/mL, sendo que nas demais doses também foi observado a
emergéncia de adultos deformados (Figura 39), ao contrario da dieta sem acido

clorogénico.
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Figura 39- D. saccharalis na fase adulta com ma formagéo em funcéo das doses do acido clorogénico
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7

Quando o mecanismo de resisténcia é de natureza quimica e afeta
negativamente a biologia do inseto, sem que haja interferéncia em seu
comportamento de alimentagcdo ou oviposicdo, pode-se dizer que a planta é
resistente por antibiose ao determinado inseto. Os principais efeitos desse tipo de
defesa das plantas sobre os parametros biol6gicos dos insetos sdo mortalidade da
fase imatura, menor crescimento e peso, deformacdo e aumento no ciclo de vida do
inseto (BOICA JUNIOR et al., 2009). Em nosso trabalho observamos a deformacao
dos adultos apos emergirem da pulpa, pois o acido clorogénio causou esse efeito
deletério.

O mecanismo de defesa das plantas produzem compostos organicos como 0s
metabdlitos secundarios como: flavonoides, compostos fendlicos, alccalbides,
aminoacidos ndo proteicos, saponinas, lectinas, quitinases, glucanases e inibidores
de proteases, que sdo encontrados em inUmeras espécies de planta (BOWLES,
1990)

Encontramos trabalhos na literatura que envolvem a expressao de antibiose
nas plantas como resisténcia ao ataque de inseto-praga. Por exemplo, BOTEGGA
(2013) avaliou nove gendtipos de feijoeiro ao cartucho Zabrotes subfasciatus
(Coleoptera: Bruchidae), observou que em varios genétipos, os cartuchos tiveram
alta mostalidade larval e pupal, além de maiores duragdes nos ciclos de vida. Os
gendtipos foram classificados como altamente e moderadamente resistentes por
antibiose ao cartucho.

Em outro estudo MORAES (2014) avaliou as categorias e mecanismos de
resisténcia de gendtipos de couve a Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797). Os
gendtipos Manteiga de Ribeirdo Pires 1-2620 e Manteiga de Mococa apresentaram
resisténcia para S. frugiperda devido principalmente aos maiores teores de fendlicos
na composicdo do gendtipo Manteiga de Ribeirdo Pires 1-2620 e de sinigrina no
gendtipo Manteiga de Mococa. SOUZA (2014) observou a lagarta-da-soja Anticarsia
gemmatalis Hubner e a lagarta-militar Spodoptera frugiperda (J. E. Smith)
alimentadas com folhas do gendtipo de soja Pl 227687, tiveram sua biologia
influenciada. Os mecanismos associados a expressao de antibiose nesse genaotipo
foram relacionados as menores concentracdes dos nutrientes N, P, K e S; maiores
concentracdes dos nutrientes Cu, Fe e Ca; e maiores concentragdes dos flavonoides

rutina, isoquercetrina, daidzina, daidzeina e hesperidina.
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Estudos futuros sdo necessarios para melhor entender os mecanismos que
governam a expressao da resisténcia por antibiose como defesa de planta, visando
a desenvolver novas cultivares resistentes.

Os resultados indicam que a cultivar de cana-de-agucar resisténcia SP81-
3250 pode estar relacionada as defesas constitutiva e induzida a broca da cana D.
saccharalis. Quando realizados os bioensaios com as duas cultivares, a broca
mostrou uma preferéncia para ovipositar na cultivar SP89-1115, suscetivel. Esse
comportamento possivelmente € influenciado pela constituicdo quimica das
cultivares, seja ela pela producdo de compostos secundarios volateis, ja que o perfil
de COVs foram bastante diferentes entre elas, ou sollveis, haja vista a andlise
qualitativa dos compostos fenélicos também mostrou-se bastante diferentes.

O melhoramento genético tradicional vem utilizando uma base genética
relativamente estreita, onde poucos parentais foram utilizando para os cruzamentos
atuais. Portanto, apesar da base estreita variabilidade genética na defesa da planta
foi encontrada, mostrando o potencial na busca por novas fontes de resisténcia. A
segunda etapa do trabalho, visou verificar a variabilidade em diferentes gendétipos do
“‘complexo Saccharum”, a fim de encontrarmos mais contraste relacionados a defesa
que encontra-se em curso. Os materiais testados mostraram ainda mais
variabilidade nas caracteristicas testadas. Esses resultados demonstram o potencial
da busca de novas fontes de resisténcia na variabilidade genética encontrada dentro
do “complexo Saccharum” que deve ser levada em consideracdo na implementacéo
ou no desenvolvimento de novas cultivares em programas de melhoramento

genético visando a obtensao de plantas resistentes.



92

CONCLUSOES

As fémeas de D. saccharalis ndo voaram no teste do tlnel de vento em
direcdo a nenhuma fonte de odor proveniente das plantas de cana-de-agucar;

No teste de oviposicdo com chance de escolha as fémeas de D. saccharalis
mostraram preferéncia pela cultivar suscetivel SP89-1115, porém no teste
sem chance de escolha o comportamento de oviposicdo das fémeas foi
semelhante em ambas as variedades;

N&o houve diferenca significativa em relagdo ao ganho de peso das lagartas
de D. saccharalis quando se alimentando pelas cultivares susceptivel SP89-
1115 e resistente SP81-3250 de cana-de-agucar por cinco dias;

Houve diferenca no perfil de volateis entre as duas cultivares. Dentre os
compostos identificados, apenas trés compostos diferem estatisticamente
entre cultivar resistente (SP81-3250) e a cultivar suscetivel (SP89-1115). Os
outros oito compostos diferem estatisticamente a cultivar suscetivel (SP89-
1115) da resistente (SP81-3250);

Os COVs emitidos pelos gendtipos do “Complexo Saccharum” estudados
mostram-se diferentes;

Os fendlicos totais nas cultivares suscetivel e resistente do presente estudo
mostram uma clara diferenca na concentracdo entre elas. A cultivar resistente
apresentou uma concentracdo de 198,68 mg/g de planta, enquanto que a
cultivar suscetivel apresentou 119,47 mg/g de planta;

Na andlise qualitativa dos fendlicos a cultivar suscetivel, identificou-se a
presenca de acido galico/tanico, acido ferdlico e acido cinamico, enquanto
que na cultivar resistente, eles ndo foram encontrados. No tecido radicular, o
perfil dos fendlicos constitutivos mostrou-se novamente diferente entre as
duas cultivares. O acido ferulico foi produzido exclusivamente sob herbivoria,
além de outros picos ainda nao identificados;

Na analise qualitativa do DIMBOA e do &cido clorogénico, identificou-se
apenas a presenca do acido clorogénico da parte aérea (foliar e colmo), em
maior quantidade na cultivar resistente;

Em funcdo das doses de acido clorogénico os de adultos de D. saccharalis
apresentaram ma formacao apos emergirem das pupas.
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Apéndice 1 - Espectros de massas e fragmentacdo do pico da amostra que difere as variedades resistente e suscetivel de cana-de-aclcar.
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Apéndice 2 - Espectros de massas e fragmentacdo do pico da amostra que difere as variedades resistente e suscetivel de cana-de-aclcar.
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Apéndice 3 - Espectros de massas e fragmentacdo do pico da amostra que difere as variedades resistente e suscetivel de cana-de-ac¢lcar.

Tempo de retencéo Composto Peso molecular Férmula quimica indice de retencgéo
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Apéndice 4 - Espectros de massas e fragmentacdo do pico da amostra que difere as variedades resistente e suscetivel de cana-de-agucar.
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Apéndice 5 - Espectros de massas e fragmentacédo do pico da amostra que difere as variedades resistente e suscetivel de cana-de-agucar.

Tempo de retencéo Composto Peso molecular Formula quimica indice de retengéo
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Apéndice 6 - Espectros de massas e fragmentacéo do pico da amostra que difere as variedades resistente e suscetivel de cana-de-ac¢lcar.

Tempo de retencéo Composto Peso molecular Férmula quimica indice de retencgéo
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Apéndice 7 - Espectros de massas e fragmentacdo do pico da amostra que difere as variedades de cana-de-aglcar.
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Apéndice 8 - Espectros de massas e fragmentacédo do pico da amostra que difere as variedades resistente e suscetivel de cana-de-agucar.
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Apéndice 9 - Espectros de massas e fragmentacédo do pico da amostra que difere as variedades resistente e suscetivel de cana-de-agucar.
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Tempo de retencéo Composto Peso molecular Formula quimica indice de retengéo
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Apéndice 10 - Espectros de massas e fragmentacdo do pico da amostra que difere as variedades resistente e suscetivel de cana-de-agucar.
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Apéndice 11 - Espectros de massas e fragmentacédo do pico da amostra que difere as variedades de cana-de-agucar.

Tempo de retencéo Composto Peso molecular Férmula quimica indice de retencgéo
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Apéndice 12 - Espectros de massas e fragmentacdo do pico da amostra que difere as variedades de cana-de-acUcar.

Tempo de retencéo Composto Peso molecular Férmula quimica indice de retencgéo
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Apéndice 13 - Espectros de massas e fragmentacdo do pico da amostra que difere as variedades de cana-de-acUcar.
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Peso molecular Férmula quimica
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Apéndice 14 - Espectros de massas e fragmentacdo do pico da amostra que difere as variedades de cana-de-acUcar.

%

Tempo de retencéo
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