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Resumo - o Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agticar com uma producédo aproximada de 634 milhdes de toneladas

para a safra 2017/2018. Um importante fator restritivo para a expressdo do potencial dessa cultura no Brasil é o ataque
de pragas e doencas, e estima-se que cerca de 10% das perdas anuais para sejam ocasionadas por insetos, sendo a praga mais
importante a broca da cana (Diatraea saccharalis). As plantas, durante seu processo evolutivo, para reduzir os danos
causados pelo ataque dos insetos herbivoros, tém desenvolvido uma série de mecanismos de defesa, dentre eles: barreiras fisicas,
metabolitos secundarios toxicos e a emissdo de metabdlitos organicos volateis (MOVs) sinalizadores. Quando a
planta é atacada por insetos herbivoros, ela emite MOVs que podem atrair inimigos naturais dos insetos, repelir
a praga ou sinalizar a outras partes da planta e plantas vizinhas para o preparo da defesa. A manipulagdo da produgdo
de metabolitos secundarios toxicos também tem sido utilizada na busca de alternativas para o controle de pragas e promogdo
de resisténcia. Os mecanismos de defesa apresentam-se tdo distintos, que ha variacdo dentro da espécie, fruto das
diferencas de pressdo de selecdo durante o curso evolutivo. No entanto, pouco dessa variabilidade natural tem sido
explorada para aplicagdo na agricultura. A prospeccdo da variabilidade natural entre parentais selvagens, rdsticos ou até
mesmo entre diferentes cultivares, pode ser uma ferramenta bastante Util no desenvolvimento de cultivares
resistentes. Estudos envolvendo mecanismos de defesa e o conhecimento da variabilidade natural para a resisténcia
a insetos ainda sdo bastante escassos. Nosso grupo de pesquisa vem desvendando o0s mecanismos de defesa
da cana-de agUcar e o presente trabalho teve como objetivo realizar andlise do metaboloma da cana-de-aglicar no sitio
de entrada da broca-da-cana e a caracterizagdo da resisténcia em diferentes genétipos do complexo Saccharum, em busca
de novas fontes de resisténcia.

Introducéao

As plantas, durante seu processo evolutivo, na tentativa de reduzir os danos causados pelo ataque dos insetos herbivoros,
tém desenvolvido uma série de mecanismos de defesa, dentre eles: barreiras fisicas, metabdlitos secundarios toxicos e a
emissdo de metabolitos organicos volateis (MOVs). Os MOVs podem atrair inimigos naturais, repelir a praga ou
sinalizar diferentes partes da planta, desde a parte aérea até as raizes, como também plantas vizinhas para o
preparo da defesa (Voelckel; Baldwin 2004; Agrawal, 1999; Dudareva et al., 2006; Dicke e Loreto, 2010;
Dudareva et al., 2006; Baetz; Martinoia, 2014; Nalam; Nachappa, 2014). Os MOVs podem afetar diretamente a
fisiologia e o comportamento dos herbivoros apresentando-se como tdxicos (antibiose) ou repelentes/deterrentes (antixenose)
(Kessler; Baldwin, 2002).

A resisténcia de plantas é uma das formas mais efetivas para o controle de pragas e uma interessante alternativa ao uso
de inseticidas. Para o desenvolvimento de variedades resistentes, & essencial identificar, caracterizar e categorizar as
possiveis fontes dessa resisténcia. Na natureza, pragas com efeitos altamente devastadores raramente ocorrem, apesar da
presenca constante e abundante de insetos herbivoros. Isto ocorre devido a grande variedade de mecanismos defesa que as plantas
apresentam (Shoonhoven, 2005).

No entanto, estudos envolvendo mecanismos de defesa e o conhecimento da variabilidade natural para a resisténcia
a insetos em cana-de-agUcar ainda sdo bastante escassos. Portanto, é importante desvendar os fundamentos e mecanismos
dessa variagdo existente. Tais analises podem facilitar o desenvolvimento de marcadores moleculares para
introduzir caracteristicas de resisténcia em programas de melhoramento genético de culturas de importancia
econdmica (Bergelson; Roux, 2010).
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Nos dltimos anos, a Embrapa iniciou a implantacdo de seu Banco de Germoplasma do Complexo Saccharum (S. officinarum,
S. spontaneum, S. robustum, Erianthus sp. e Miscanthus sp.) necessitando de uma caracterizagdo para resisténcia a pragas. O ataque
de pragas continua com o um dos fatores restritivos para aumentos de produtividade, e a variabilidade genética presente
pode ser uma valiosa fonte para o desenvolvimento de materiais resistentes. Portanto, o presente projeto, dentro da
variabilidade existente e ainda pouco caracterizada buscou identificar novas fontes de resisténcia, direta e indireta, para
a cana-de-agucar.

Material e Métodos

Primeiramente foi realizada a analise do metaboloma do material vegetal restrito ao sitio de injdria pela lagarta para
identificar possiveis metabolitos de defesa rapida na variedade SP 791011. Em seguida foram realizados os ensaios para
verificar a atividade de antibiose entre os diferentes acessos do banco, como um screening inicial para selecionar e
reduzir o nOmero de acessos a serem caracterizados quimicamente. Na proxima etapa, com 0s materiais
selecionados, serdo realizados os ensaios de metaboldmica e analise dos MOVs para identificar possiveis marcadores e novas fontes
de resisténcia.

Material Vegetal

O material vegetal utilizado em todos os experimentos com cana de aglcar é oriundo do Banco de Germoplasma
da Embrapa, sendo utilizados cinco diferentes gendétipos. Os toletes foram plantados através de propagacdo de entrends,
cultivadas em copos plasticos de 0,5 L utilizando como substrato composto organico. As plantas de canas-de-agucar
desenvolveram-se em casa de vegetagdo sob condigBes de temperatura e umidade controladas, onde receberam o0s
devidos tratos culturais. Na base dos copos plasticos foram abertos orificios para o escoamento de possivel excesso
de 4gua. Para o ensaio de metabolomica foi utilizada a cultivar SP791011. Para os ensaios de antibiose utilizaram-se
0s acessos: Miscanthus sp.Fiji 10, Saccharum hibrido US 67-22-2, S. espontaneum US72_1319, Erianthus arundinaceus 1j76-358,
Eriantus arundinaceus 1J76-381

Obtencdo e Manutenc¢do da Diatraea saccharalis

Os insetos foram adquiridos junto a Usina Santo Antonio, s/n, zona rural, Sdo Luis do Quitunde, AL. Para os
experimentos sem chance de escolha foram utilizadas lagartas de terceiro instar. As lagartas foram mantidas em
tubos de vidro com dieta artificial até quatro horas antes do inicio do experimento. A partir de entdo as lagartas foram
privadas da alimentagcdo tendo contato somente com algoddo umedecido em agua destilada. A privacdo de alimentacdo
foi utilizada para garantir que as lagartas brocassem a cana durante os experimentos.

Bioensaios

A fim de avaliar a resisténcia do tipo antibiose, a performance larval das lagartas foi avaliada pela realizacdo de
um bioensaio sem chance de escolha de alimentacdo. O bioensaio foi realizado adicionando-se as lagartas na
base da planta e deixando-a brocar por um periodo de 14 dias. Para o estudo do metaboloma utilizou-se o tempo de
120 horas. Apds esse periodo, as lagartas foram cuidadosamente removidas do interior do colmo com auxilio de
uma pinga. A performance larval foi calculada como a percentagem de ganho de peso antes e apds sua alimentagdo
nas plantas. Para manter a lagarta na base do colmo da planta, utilizou-se uma adaptagdo de gaiola telada.
Cada tratamento foi composto por dez plantas (repeticdes) e uma lagarta por planta. A analise estatistica dos valores para
0 ganho de peso foi realizada pelos testes ANOVA e Kruscal-Wallis.

Extracdo de compostos para a analise metaboldmica

Para a andlise dos metabolitos coletou-se 10 amostras de folhas de plantas de cana-de- aglcar aos de cada acesso
com 60 dias de idade. O procedimento para RMN 2D serd o mesmo, porém foi analisada uma amostra de cada tratamento.
As folhas foram seccionadas junto ao caule das plantas e imediatamente congeladas em N, liquido, armazenadas em
temperatura de -80 °C. As amostras foram trituradas em N, liquido, secadas e entdo submetidas a extracdo. Para a extracdo
pesou-se 50 mg de cada amostra em tubos de 1,5mL (tipo eppendorf) devidamente identificados, onde foi
adicionado 500 pL de tampdo fosfato (90 mmol/L, pH 6.0), o qual foi preparado adicionando 1,232 g de KH2PO4 e
10 mg de TSP (0,01%) para 100 mL de D20 e posteriormente 500 pL metanol deuterado. Procedeu-se com a
extracdo por microondas durante 30 minutos e centrifugacdo a 14000 RPM durante 15 minutos para a remog¢do dos
residuos solidos. Posteriormente coletou-se o sobrenadante e procedeu-se com a analise por RMN em tubo adequado
para este procedimento.
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Analise por RMN e estatistica multivariada

A identificacdo dos metabdlitos ndo voléateis serd feita com uso da técnica de RMN (Ressonéncia Magnética Nuclear) RMN-1H, os
espectros foram obtidos a 25 °C em espectrdmetro Bruker AVANCE operando a 400 MHz na frequéncia do hidrogénio. Cada
espectro de RMN-H consistiu de 128 pulsos (10min e 26s) com tempo de aquisicéo de 5 s, largura do pulso de 90° = 9,75 ps, atraso
(delay) de relaxamento (RD) de 2 segundos. Sera utilizada a técnica de supressao do sinal da 4gua para reduzir a razdo sinal ruido. Os
decaimentos livre de inducdo (FID) passaram por transformadas de Fourier com um line broadening (LB) = 0,3 Hz. O espectro de
J-resolvido foi adquirido com 32 pulsos por 128 incrementos em 8K pontos de dados, com comprimento espectral de 5,208 KHz e
60 Hz em acoplamento spin-spin com RD = 1,5s. O espectro COSY *H-'H foi obtido com 32 pulsos por 512 incrementos em 2K
pontos de dados, com comprimento espectral de 5,208 KHz em ambas as dimensdes com RD = 1,5s. Os espectros HMBC *H-*C e
HSQC H-C foram adquiridos com 64 pulsos por 512 incrementos em 4K pontos de dados, com comprimento espectral de
5,208 KHz para o 'H e 22,149 KHz para 0 °C com RD = 1,5s. Os espectros resultantes seréo calibrados com o TSP como padréo
interno em 0,0 ppm, usando o programa TopSpin RMN (versdo 2.1, Bruker). Os espectros de RMN-'H otimizados serdo
reduzidos (5 0,3-10,0 ppm) e divididos em regides de largura (bucket = 0,0004 ppm), normalizados e alinhados através do programa
MATLAB versdo 2014a. As regibes de & 4,7-5,0 e 3,24-3,33 & foram excluidas da analise por causa dos sinais residuais de agua e de
metanol. A andlises estatistica que serdo efetuadas sdo: PCA e OPLS-DA usando o software SIMCA-P (versdo 14.0, Umetrics,
Umed, Suécia) com escalonamento baseado no método de Unica variancia (UV).

Resultados e Discussao

Quando analisadas as modificagdes no metaboloma da planta, no sitio restrito ao de entrada da lagarta de Diatraea saccharalis,
verificaram-se alteragGes no perfil dos metabdlitos entre os trés grupos estudados: plantas sadias (controle), plantas submetidas a
dano mecanico (controle positivo) e as plantas submetidas a herbivoria (Figura 1). Esses resultados indicam que ha uma resposta
especifica a herbivoria, possivelmente a presenca dos eliciadores presentes na secrecdo oral das lagartas. Além disso, o dano causado
pela lagarta é capaz de induzir localmente a biossintese de compostos especificos. A continuagdo do estudo e a identificacdo destes
compostos podem auxiliar na descricdo do mecanismo de defesa local, bem como fornecer um possivel marcador ou composto de
defesa na espécie vegetal.
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Figura 1. PCA escores dos perfis de metabolitos de tecido de cana-de-aglicar amostradas ap6s 120h de bioensaiode
herbivoria (PCA). Score plot das amostras. As plantas foram submetidas a herbivoria por D. saccharalis (azul),
controle positivo aplicando dano mecénico (vermelho) e plantas sadias (verde).
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Foram realizados os bioensaios com cinco genétipos do BAG do complexo Saccharum. As lagartas foram submetidas a
herbivoria e retiradas do confinamento as plantas e pesadas ap6s 14 dias. Quando analisadas as médias de ganho de peso, observa-se
diferenca entre os genotipos, demonstrando que as lagartas ganharam menos peso quando se alimentaram de plantas do género
Miscanthus e Erianthus (Tabela 1). No entanto os testes aplicados ndo demonstraram diferenca estatistica significativa. Estudos
adicionais como a quantificacdo do ganho de peso em diferentes tempos de herbivoria, a utilizagdo um nimero maior de repeti¢des e
de gendtipos testados sdo necessarios para melhorar a qualidade dos resultados deste bioensaio.

Tabela 1. Ganho de peso de lagartas de D. Saccharalis em diferentes gen6tipos
do Complexo Saccharum.

Miscanthus sp. Fiji 10 7,54
Saccharum hibrido US 67-22-2 92,72
Saccharum espontaneum US72_1319 48,07
Erianthus arundinaceus 1j76-358 40,05
Erianthus arundinaceus 1j76-358 32,48

*Média da massa de 4 lagartas alimentando-se por 14 dias em 4 plantas diferentes

Conclusoes

A diferenca de perfil metabdlico durante a herbivoria mostra que ha uma resposta especifica da planta no local em que a lagarta
utiliza como porta de entrada na planta.

Embora sem significancia estatistica, as médias de ganho de peso de lagartas de D. Saccharalis alimentando-se em diferentes
gendtipos do Complexo Saccharum foram diferentes.
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