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RESUMO: A lagarta-do-cartucho, Spodoptera
frugiperda, € a principal praga do milho. Dentre as
diversas abordagens para lidar com esse fitéfago, a
identificacdo dos fatores quimicos de resisténcia
natural encontrada em alguns genotipos resultantes
de melhoramento genético é de grande importancia
para o desenvolvimento de -cultivares resistentes
adaptadas as condicdes tropicais. O objetivo desse
trabalho foi realizar o acompanhamento cinético da
concentracdo de duas substancias possivelmente
associadas a resisténcia do milho a essa praga, como
forma de elucidar um desses mecanismos de defesa.
As concentracdes de rutina e de acido clorogénico
foram acompanhadas por sete dias, demonstrando
que, nos gendtipos considerados resistentes a S.
frugiperda, houve aumento na concentracdo dessas
substancias, indicando que possivelmente tratam-se
de substancias associadas a defesa induzida do
milho.

Termos de indexacgdo: comunicacdo planta-planta,
defesa induzida, resisténcia a pragas.

INTRODUCAO

O milho possui mecanismos constitutivos de
defesa, que se utilizam de compostos quimicos
provenientes de metabolismo secundario para afetar a
sobrevivéncia e o comportamento de insetos-pragas,
seja por toxicidade, detergéncia ou mesmo repeléncia.
Esses compostos séo sintetizados, acumulados e
estocados pela planta nos diferentes estagios de seu
desenvolvimento (MALVAR et al., 2008).

A lagarta-do-cartucho-do-milho (Spodoptera
frugiperda) é a principal praga do milho no Brasil. A
identificacdo de resisténcia natural de gendtipos de
milho e de outros hospedeiros €, portanto, uma das
abordagens promissoras para enfrentamento dessa
praga. Machado et al. (2014) identificaram a presenca

de duas substancias em gendtipos de milho
considerados mais resistentes a S. frugiperda: a
rutina, um flavonoide glicosidico, e o &cido
clorogénico, um &cido fendlico. Entretanto, ndo foi
possivel determinar se esses compostos sédo
constitutivos e tém acado direta sobre a praga ou se
apresentam-se como precursores em um processo de
defesa induzida.

O objetivo desse trabalho foi determinar a variacéo
das concentragbes das substancias rutina e &cido
clorogénico nas folhas de genétipos de milho apés
infestacdo com S. frugiperda e, com isso, auxiliar na
compreensdo de seus papéis na resisténcia natural de
milho a essa praga.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionados quatro gendtipos de milho
provenientes do Banco Ativo de Germoplasma da
Embrapa Milho e Sorgo para avaliagdo da
concentracéo de rutina e acido clorogénico nas folhas,
sendo dois considerados resistentes a S. frugiperda
(Zapalote Chico - ZC e Sintético Spodoptera - SS), um
considerado intermediario (L3) e um considerado
susceptivel (BRS 4103). Foram plantadas em casa de
vegetacdo oito sementes por vaso, com desbaste
antes das coletas para cinco plantas por vaso de cinco
litros. A disposicdo dos vasos foi em blocos ao acaso,
entretanto os diferentes vasos do mesmo gendétipo
ndo foram usados como repeticbes, mas para
formacdo de uma amostra composta com massa
suficiente para realizar as extracoes.

Quando as plantas estavam em estagio V4, foram
coletadas as segundas folhas das plantas de cada
genotipo. Foi pesado com precisdo 1 grama de cada
amostra, triturada em nitrogénio liquido e extraida com
3 x 5 mL de etanol 70%. Os extratos foram
transferidos para tubos tipo Falcon de 50 mL e o
volume foi completado para 20 mL. As amostras foram
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armazenadas em freezer a -20 °C para analise
posterior (adaptado de AN et al., 2013).

Ainda no estagio V4, metade das plantas de cada
gendtipo foi infestada com 10 larvas neonatas de S.
frugiperda por planta. Foram realizadas coletas e
extracdes de folhas de plantas infestadas e néo
infestadas de cada genétipo apos 1, 2, 4 e 7 dias de
infestacdo, utilizando o mesmo procedimento descrito
acima.

As amostras foram analisadas em Cromatédgrafo
Liquido de Alta Eficiéncia acoplado a Espectrémetro
de Massas (Thermo TSQ Access Max) para
determinar a concentracdo de rutina e de acido
clorogénico em cada amostra. As transicdes m/z
utiizadas para quantificacdo de rutina foram
609>585,69, 609>267,97 e 609>239,90 e para o0 4cido
clorogénico 353>325,65, 353>146,47 e 353>126,81
(TORRAS-CLAVERIA et al., 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As concentracdes iniciais de rutina na folha, antes
da infestacdo das plantas com as larvas de S.
frugiperda, variaram de 248,4 a 675,8 pg.gl O
monitoramento dessa concentragdo nos quatro
gendtipos apoés a infestagdo mostra uma tendéncia de
aumento da concentracdo de rutina um dia apés a
infestacdo para os genotipos L3 e ZC, enquanto SS
permaneceu estavel e BRS 4103 apresentou reducéo
(Figura 1). No segundo dia apds a infestacdo, a
concentracdo de rutina permaneceu em queda nas
folhas do gendtipo BRS 4103, reduziu em L3 e ZC,
enquanto SS apresentou aumento na concentragdo de
rutina. Esse comportamento nos primeiros dias apos a
infestacdo sugere que a rutina possa estar relacionada
com as caracteristicas de resisténcia de ZC e de SS,
entretanto a segunda com uma resposta um pouco
tardia. Do quarto dia ap6s a infestacdo em diante,
BRS 4103 apresenta uma reacdo ainda mais tardia,
com aumento da concentracdo de rutina, podendo-se

associar essa demora na resposta, quando
comparado com 0s outros genétipos, a sua
susceptibilidade a S. frugiperda.

A comparacdo da resposta dos genétipos

infestados com seus respectivos controles (planta ndo
infestada) revela ainda uma possivel evidéncia de
comunicacdo planta-planta em alguns genétipos.
Analisando a Figura 2, é possivel verificar que, mesmo
ndo tendo sido infestadas, as plantas de ZC
apresentaram um aumento na concentra¢éo de rutina
dois dias apds a infestacdo das outras plantas do
experimento, que se encontravam na mesma casa de
vegetacdo, portanto, com um dia de diferenca em
relacdo as plantas infestadas do mesmo genotipo. Erb
et al. (2015) demonstraram que algumas horas apos a

infestacdo de plantas de milho com Spodoptera
littoralis ocorre liberacdo do composto volatil indol,
capaz de induzir plantas vizinhas a se preparar para
possiveis ataques.

Algo semelhante foi observado para o outro
genotipo resistente, SS, cujas plantas ndo infestadas
apresentaram 0 mesmo aumento na concentragao das
plantas infestadas, mostrando uma provavel resposta
via comunicacgéo planta-planta que seria tdo eficiente,
no caso desse gendtipo, quanto a resposta a injdria
causada diretamente pela larva de S. frugiperda
(Figura 3).

Avaliando a cinética da concentracdo de acido
clorogénico, verifica-se que, nos dois primeiros dias
ap6s a infestagdo, L3 e ZC apresentaram valores
estaveis, enquanto BRS 4103 apresentou reducdo e
SS aumento (Figura 4). Ao final dos 7 dias de
avaliagdo, todos o0s genodtipos apresentaram
concentracbes desse composto acima das
concentracdes iniciais antes da infestacdo, com um
destaque para L3, que apresentou uma resposta
bastante tardia, apenas apés 7 dias, mas registrou um
aumento de 40 vezes em relacdo a concentragdo
inicial, antes da infestacdo. Isso pode explicar o fato
de L3 ser um gendtipo de resisténcia intermediaria a
S. frugiperda.

Na comparag¢do com o controle, merece destaque
a variacdo da concentragdo de &cido clorogénico do
gendtipo ZC. Apesar de nao ter se destacado entre os
outros genoétipos, quando se comparam as plantas
infestadas com as ndo infestadas desse gendtipo
verifica-se que, enquanto nas plantas néo infestadas o
acido clorogénico ndo foi detectado a partir do
segundo dia, nas plantas infestadas ele apresentou
aumento crescente na concentracdo até o final do
experimento (Figura 5). Seguindo o raciocinio anterior,
o &cido clorogénico nédo seria uma substancia induzida
pela comunicagéo planta-planta.

CONCLUSOES

Ha indicios de que tanto a rutina quanto o &cido
clorogénico sdo substancias cuja biossintese nas
folhas de milho resistentes a S. frugiperda é
aumentada pela infestacdo por larvas desse fit6éfago,
podendo estar associada aos mecanismos de
resisténcia natural de determinados genétipos.

O aumento da concentracdo de rutina na folha em
genotipos resistentes que nao foram infestados sugere
a existéncia de um mecanismo de comunicagéo
planta-planta, como preparacdo de resposta para um
possivel ataque desse fitéfago. Essa observagao
precisa ser confirmada em experimentos com
isolamento entre as plantas infestadas e néo
infestadas, para avaliar se o aumento observado
realmente é decorrente desse mecanismo ou se
ocorreria  de qualquer maneira devido ao
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desenvolvimento fisiolégico das
gendtipos, © que caracterizaria
constitutiva e ndo induzida.
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uma defesa
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Figura 1 — Concentracao de rutina em plantas de milho infestadas com larvas de S. frugiperda.
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Figura 2 — Concentracao de rutina em folhas de milho do genétipo Zapalote Chico infestado e néo infestado.
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Figura 3 — Concentracao de rutina em folhas de milho do genétipo Sintético Spodoptera infestado e nao infestado.
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Figura 4 — Concentragéo de acido clorogénico em plantas de milho infestadas com larvas de S. frugiperda.

0,90
0,80
0,70
--@--N3o-infestado

0,60

0.50 —O—Infestado

Concentragdo de acido clorogénico (ug.g?)

®
3 4 5 6

Dias ap6s a infestagdo

~ e
~®



XXXI CONGRESSO NACIONAL DE MILHO E SORGO
“Milho e Sorgo: inovacoes,
mercados e seguranca alimentar”

Bento Gongalves - RS

Figura 5 — Concentracao de acido clorogénico em folhas de milho do gendétipo Zapalote Chico infestado e n&o infestado.



