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ESTUDO DA RESISTENCIA DE PLANTAS DE ALGODAO AO ATAQUE DE
PULGOES PELA DETERMINACAO VOLTAMETRICA DE ACIDOS
FENOLICOS TOTAIS UTILIZANDO ELETRODO DE CARBONO VITREO

Magarelli, G.'; Sousa Filho, I.A."?, Hoffmann, L.V.>, Allem, L.N., Castro, C.S.P.!

lEmbrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia/DF, clarissa.castro@embrapa.br; *Universidade
Catolica de Brasilia, Brasilia/DF; 3Ernbrapa Algodao, Santo Antonio de Goias/GO;

Projeto Componente: 2 Plano de Acao: 3

Resumo

A resisténcia ao ataque de pulgdes de 20 gendtipos de duas espécies de algoddo (G. hirsutum, G.
barbadense) foi investigada por meio de um método voltamétrico de pulso diferencial baseado na oxidagao
do acido 3,4-dihidroxibenzoico em eletrodo de carbono vitreo. Os resultados obtidos indicam a ocorréncia de
uma defesa induzida (aumento da concentragido de acidos fendlicos totais) quando plantas de G. hirsutum sao
atacadas por pulgdes e uma maior resisténcia dos genétipos da espécie G. hirsutum aos pulgdes, por
apresentarem uma concentracdo média de acidos fendlicos totais de 111,4 ug/g.
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Introducio ao aumento de pragas que atacam essa cultura,

causando danos crescentes a producdo. O pulgdo
do algodoeiro, Aphis gossypii, ¢ uma das
primeiras pragas que ocorrem no algoddo,
podendo ser presenciada logo apos a germinagdo
das plantas. E um inseto de tamanho pequeno, de
coloragdo variavel do amarelo-claro ao verde
escuro, que atua como vetor de duas viroses para
o algodoeiro conhecidas como vermelhdo e
doenga azul (GABRIEL, 2010). Alguns estudos
vém demonstrando que algumas variedades de
algoddo apresentam uma defesa significativa
contra o pulgéo (ALIMUKHAMEDOV;
SHVETSOVA, 1988). Estas variedades mais
resistentes apresentam alto teor de compostos
fendlicos, metabolitos secundarios sintetizados
durante o desenvolvimento normal da planta ou
em resposta a infec¢des, lesoes fisicas ou outras
formas de stress. Portanto, a identificacdo e
quantificacdo de possiveis compostos fenolicos
que possam ser usados no campo em armadilhas,
no desenvolvimento de plantas de algoddo
melhoradas geneticamente, apresentam grande

Devido a sua grande importancia socio-
econdmica, o algoddo ¢ cultivado em cerca de
30,28 milhdes de hectares em todo o mundo,
sendo o Brasil responsavel por 833,7mil de
hectares, o que coloca o pais em quinto lugar no
ranking mundial de area colhida e de producéo do
algodao (CIB, 2010). Hoje a regido centro-oeste
responde por 84% da producdo brasileira de
algodao, tendo o estado de Mato Grosso como
maior produtor brasileiro. No Brasil sdo
encontradas trés espécies de algoddo (género
Gossypium): G. hirsutum, G. barbadense ¢ G.
mustelinum. A espécie G. barbadense ¢
encontrada em quase todo o territoério nacional,
preferencialmente em areas indigenas e em fundos
de quintal, onde tem sido utilizada como planta
medicinal. A espécie G. hirsutum ¢é a mais
difundida e é responsavel pela quase totalidade da
produgdo comercial da fibra de algodao no Brasil.

Uma das consequéncias das grandes areas
cultivadas com algoddo no Brasil esta relacionada
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interesse e potencial para sua utilizagdo no manejo
de pragas. Para a utilizacdo correta dos compostos
fenolicos no monitoramento integrado de pragas
do algodao, faz-se necessario o conhecimento de
como esses compostos sdo usados no meio
ambiente pelas plantas, isto € a taxa de liberacdo e
a quantidade produzida antes e ap6s o ataque dos
insetos. Neste contexto, este trabalho apresenta a
utilizagdo de um método baseado na voltametria
de pulso diferencial e eletrodo de carbono vitreo,
para o estudo da resisténcia de duas espécies de
algodao (G. hirsutum, G. barbadense), ao ataque
de pulgdes, onde os 4acidos fendlicos foram
utilizados como indicadores da resisténcia.

Materiais e métodos

O nplantio das espécies G. hirsutum (5
genotipos) e G. barbadense (15 genotipos) foi
realizado em dezembro de 2011, na Fazenda
Capivara, em Santo Antdnio de Goias (Embrapa
Algodao, Nucleo Cerrado). Para o estudo da
resisténcia, as plantas foram coletadas em junho
de 2012, com cerca de 160 dias. Como foram
feitas aplicagGes regulares de inseticida, a
presenca de pulgdes ndo foi frequente. Foram
selecionados os genotipos que apresentavam os
insetos. Foram coletadas duas folhas de uma
mesma planta, uma folha com presenca de
pulgdes e outra folha com auséncia de pulgdes
(controle). As plantas que apresentavam pulgdes
possuiam de 1 a 8 individuos, sendo que a maioria
possuia somente 1 ou 2, ndo havendo portanto
uma grande infesta¢@o. Todas as folhas foram do
terco superior da planta. As amostras de algoddo
foram preparadas por extragdo etanoica (25%) de
0,1 g das folhas desidratadas e maceradas, seguida
de agitagdo pendular (1 h) e centrifugagdo (10
min., 13.000 rpm). As analises de acidos fendlicos
totais foram realizadas utilizando-se a voltametria
de pulso diferencial e um analisador voltamétrico
Metrohm 797 acoplado a uma célula
eletroquimica composta pelos eletrodos: carbono
vitreo (® = 2,0 mm) (trabalho); Ag/AgCl (KCI 3
mol L) (referéncia) e platina (auxiliar). Antes das
medidas voltamétricas, o eletrodo de carbono
vitreo foi polido em suspensdo aquosa de alumina
1,0 pm e sonicado com acetona por 5 minutos.
Entre cada medida voltamétrica, o eletrodo de
carbono vitreo foi limpo eletroquimicamente por
cinco ciclos entre 0 e 1,8 V. Os reagentes
utilizados nos experimentos foram de grau
analitico (Sigma-Aldrich). As solucdes estoque
dos 4cidos fenolicos de concentragio 10° mol L™
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foram preparadas em uma mistura etanol-agua 1:1
(v/v). As melhores condi¢des eletroquimicas e de
analise obtidas foram: tampao fosfato pH 3,0,
como eletrdlito suporte; amplitude de pulso de 50
mV e velocidade de varredura de 50 mVs™'. A
quantificagdo de d4cidos fendlicos totais nas
amostras foi realizada por adi¢ao padrao do acido
3,4-dihidroxibenzoéico 10~ mol L.

Resultados e discussao

As amostras de algodao  analisadas
apresentaram em seus voltamogramas um pico de
corrente maximo em 0,4 V, coincidente com o0s
picos de oxidacdo dos acidos galico, clorogénico,
gentisico, cafeico e 3,4-dihidroxibenzodico (Fig.
1). O éacido 3,4-dihidroxibenzoéico foi utilizado
como padrdo nas analises por apresentar um pico
de oxidag¢do mais sensivel em relagdo aos demais
acidos e menor deslocamento de potencial em
relagdo ao da amostra.
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Fig. 1. Voltamograma de pulso diferencial de 350
pL do extrato da amostra (PA 04150 - G.
barbadense) em tampao fosfato pH = 3, com
adi¢des sucessivas de 1 pL do acido 3,4
dihidroxibenzoico 10°mol L. Amplitude de
pulso de 50 mV e velocidade de varredura de 50

mVs™.

O método voltamétrico de determinagdo dos
acidos fendlicos totais foi validado segundo o
documento orientativo do Inmetro (INMETRO,
2011) e os resultados obtidos para o acido 3,4
dihidroxibenzoico foram: Limite de Deteccdo
(LD)= 1,7 x 10 10® mol L'; Limite de
Quantificagio (LQ)= 1,0 x 107 mol L; faixa
linear =1,0 x 107 a 1,0 x 10° mol L;
repetitividade do método = apresentou RSD com a
faixa entre 4,93% a 17,68% (n=7); Recuperagido =
94%. No estudo de defesa induzida, verificou-se
uma maior concentracdo de acidos fendlicos totais
(acima de 140 ug/g) nas folhas atacadas por
pulgdes de 2 gendtipos do G. barbadense
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(AP04102 e T-15) e de 2 gendtipos do G.
hirsutum (CNPA97-06 e LOUSIANIA OKRA-2)
(Fig. 2), sugerindo uma maior resisténcia destes
gendtipos ao ataque de insetos. Considerando a
espécie G. hirsutum, observou-se ainda que as
plantas atacadas por pulgdes de todos os
gendtipos apresentaram uma maior concentragao
de acidos fenolicos totais quando comparadas
com as plantas controle, sugerindo uma defesa
induzida pelo ataque.

=180 ® Com pulgdo
150 Sem pulgdo
120
b
§9ﬂ
w B0
3 | il |
£ 0
& ]
s R EEE R R TR B
9 223"'22“"2&3‘:'“3“’ 2RB8ES
2 rngggggg"o 23382 ceAagYd
= EZEEZ2E zFvsges S35
= =Ead Pl = Q= %%mgg
(ST =
& 8
S =
3 &
Gossypium barbadense Gossypium hisutum

Fig. 2. Concentracao de acidos fendlicos totais nas
folhas atacadas e ndo atacadas por pulgdo das
espécies de algodao estudadas, por gendtipo.

Ao se comparar ainda as espécies de algoddo
estudadas, os dados mostram que as plantas da
espécie G. hirsutum submetidas ao ataque dos
pulgdes apresentaram uma média de concentragio
de acidos fendlicos totais maior que as da espécie
G. barbadense (Tab. 1). Este resultado sugere
uma maior resisténcia dos genotipos da espécie G.
hirsutum ao ataque dos insetos. Apesar destas
evidéncias, a analise estatistica dos dados (Teste t
o= 0,05) mostrou que ndo ha diferenca
significativa entre: as concentragdes de acidos
fenolicos totais nas plantas controle e atacadas por
pulgdes de G. hirsutum; as médias das
concentracdes dos acidos fendlicos totais nas
folhas atacadas por pulgbes das duas espécies
estudadas (Tab. 1). Estes resultados estatisticos
indicam que ha necessidade de estudos
complementares para confirmar qual espécie e
quais gendtipos sdo mais resistentes ¢ ainda se a
herbivoria induz um defesa aos insetos. Nestes
estudos complementares, deve-se aumentar o
niamero de genotipos da espécie G. hirsutum e
também controlar algumas condigdes criticas do
plantio (temperatura, umidade, luz, pulverizacdes,
infestagdo, idade das plantas).
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Tab. 1: Concentragdes de acidos fenodlicos totais nas
folhas de algoddo atacadas e ndo atacadas por pulgio
das espécies G. barbadense e G. hirsutum.

Espécie G. barbadense

com pulgdo | sem pulgdo
média  (ng/g) /| 69,45/ 78,61/
'CV(%) /v 55/30 35/25
Espécie G. hirsutum

com pulgdo | sem pulgdo
média (ng/g) /| 111,4/ 63,10/
CV(%) /v 41/9 74 /4

teste t (comparagdo
de médias — plantas
G. hirsutum com e
sem pulgdo

t calculado (1,913) < t tabelado
(2,160) / variancias equivalentes

teste t (comparacao
de médias — plantas
com pulgdo

t calculado (1,561) < t tabelado
(2,100) / variancias equivalentes

Tcoeficiente de variagdo; > Niimero de graus de liberdade (N-

1))

Conclusoes

O método eletroanalitico mostrou-se uma
ferramenta em potencial para identificar genotipos
de algodado resistentes ao ataque de insetos. Os
resultados obtidos sugerem: a ocorréncia de uma
defesa induzida quando plantas de G. hirsutum
sdo atacadas por pulgdes; maior resisténcia dos
genotipos da espécie G. hirsutum ao ataque de
pulgodes.
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