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RESUMO

MELO, Cristiane Gamarano de, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2014.
Diferencas morfofisiolégicas, alométricas e anatomicas de dois gendétipos
contrastantes de cana-de-acicar a ninfas de cigarrinha das raizes (Mahanarva
Jimbriolata). Orientador: Marcio Henrique Pereira Barbosa. Coorientadores: Valdir
Diola e Marcelo Ehlers Loureiro.

O objetivo do presente estudo foi analisar as diferencas morfofisiolégicas, alométricas e
anatomicas de dois gendtipos contrastantes de cana-de-agicar, Kawandang (tolerante) e
SP813250 (suscetivel), quando submetidos ao ataque das ninfas de cigarrinha-das-
raizes (Mahanarva fimbriolata). As caracteristicas morfofisiolégicas e alométricas
foram avaliadas em quatro diferentes tempos quais sejam: sete, quinze, trinta e trinta e
sete dias apds a exposi¢do ou ndo (controle) ao ataque das ninfas. As caracteristicas
anatomicas de ambos os gendtipos foram avaliadas no sétimo dia apds o inicio dos
tratamentos. A exposicdo das plantas ao ataque das ninfas resultou em reducdes
significativas na condutancia estomdtica, transpiracao e no grau de esverdeamento das
folhas para o gendtipo SP813250 comparativamente ao gendtipo Kawandang na
presenca da praga. A concentracdo de carbono interno ndo sofreu alteracdo significativa
ao longo do periodo experimental. Entretanto, a concentracdao foi significativamente
superior no genétipo SP813250 infestado em relagdo ao seu controle. A nota do nivel
de dano visual nas folhas causado pelas ninfas foi sempre maior no genétipo SP813250
em comparacao ao seu controle desde a primeira leitura. J4 para o genétipo Kawandang
a nota de dano visual somente diferiu do seu controle a partir do 30° dia do
experimento. O ataque das ninfas resultou em paralisacdao no ganho de massa fresca da
parte aérea em ambos os gendtipos estudados. Por outro lado, houve paralisagdo no
acumulo de massa seca para o genotipo SP813250 e aumento significativo de massa
seca para o genotipo Kawandang. SP813250 apresentou um aumento significativo da
massa fresca e seca da raiz, durante o periodo da interacio com a praga, ao passo que
Kawandang ndo apresentou alteracdes significativas nestas varidveis. A andlise da
anatomia da raiz revelou a presenca de aerénquima no cortex do genétipo SP813250,
diferentemente de Kawandang que apresentou o seu cortex com células compactas e
bem organizadas. Os resultados encontrados neste estudo demonstram a robustez do
genotipo tolerante em responder ao ataque das ninfas de M. fimbriolata e enfatizam as

diferencas morfofisiologicas, alométricas e anatOmicas entre os dois genotipos que
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podem auxiliar os programas de melhoramento que visam a obtencdo de variedades

tolerantes e/ou resistentes a ninfas de cigarrinha das raizes.



ABSTRACT

MELO, Cristiane Gamarano de, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, march, 2014.
Morphophysiological, anatomical and allometric differences of two sugarcane
contrasting genotypes to spittlebug’s nymphs (Mahanarva fimbriolata). Adviser:
Marcio Henrique Pereira Barbosa. Co-adviser: Valdir Diola and Marcelo Ehlers
Loureiro.

This study aims at analyzing the differences morphophysiological, allometric and
anatomical ones between two sugarcane contrasting genotypes, Kawandang (tolerant)
and SP813250 (susceptible), when subjected to spittlebug’s nymphs attack (Mahanarva
fimbriolata). The morphophysiological and allometrical technical features were
evaluated at four different stages: at seven, fifteen, thirty and thirty-seven days after the
sugarcane had been exposed, or not (control group), to spittlebug’s nymphs. Anatomical
features of both sugarcane genotypes were measured seven days after treatment had
begun. The exposure to spittlebug’s nymphs resulted in significant reductions of
stomatal conductance, transpiration, and leaf greenness degree for SP813250 genotype
in comparison to the Kawandang genotype. Internal carbon concentration levels did not
differ significantly throughout the period of testings. However, the levels were
significantly higher on the exposed SP813250 variety in comparison to those measured
in the control group for the same genotype. From the first readings, the damage caused
by the nymphs on the leaves always received a higher visual damage assessment when
the genotype considered was the SP813250, in comparison to the control group of that
genotype. In its turn, the Kawandang’s genotype visual damage assessment got a
different result from the control group only at the thirtieth day. In both genotypes, the
nymphs’ attack resulted in stoppage of fresh weight gain by the shoots. On the other
hand, there was a stoppage in the accumulation of dry mass in the SP813250 genotype
and a significantly increase of dry mass in the Kawandang genotype. SP813250 has
shown a significant increase of both dry and fresh mass of its roots during the time of
interaction with the plague, whereas the Kawandang type showed no significant
variations in those variables. The anatomical analysis of the roots has shown presence
of aerenchyma in the cortex of SP813250 genotype, contrariwise to the Kawandang
genotype, whose cortex cells were compact and well-organized. The results found in
this study show how strong the tolerant genotype is in responding to the attack of M.

fimbriolata nymphs, and emphasize the morphophysiological, allometric and



anatomical differences between the two genotypes. They could help genetic
improvement programs to get a sugarcane variety that is tolerant and/or resistant to

spittlebug’s nymphs.
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I-INTRODUCAO

No Brasil, a utilizacdo da colheita mecanizada, sem a queima prévia da palha,
possibilitou que a cigarrinha das raizes, Mahanarva fimbriolata (Stal, 1854)
(Hemiptera: Cercopidae) se tornasse um dos principais problemas fitossanitarios nas
plantagdes de cana-de-agicar, causando severas perdas de produtividade (Ravaneli et
al., 2011). Esse cendrio é favorecido pela cobertura vegetal que é depositada sobre o
solo apds a realizacdo da colheita mecanizada, proporcionando um ambiente com
condi¢des ideais de umidade e temperatura para o desenvolvimento das ninfas
(Dinardo-Miranda, 2008). A cigarrinha das raizes tem impactado negativamente a
qualidade tecnoldgica da cana-de-acucar utilizada como matéria-prima na industria,
reduzindo a produtividade e o teor de acticar nos colmos (Gongalves et al., 2003).

Na agricultura mundial, as estimativas das perdas produtivas provocadas por
pragas e doengas correspondem a 37% da producao (Silva-Filho & Falco, 2000), dos
quais 14% sdo causadas por insetos fit6fagos (Pimentel, 2009). Segundo Penatti (2006),
as perdas causadas pelo ataque da cigarrinha das raizes podem representar de 15% a
80% na qualidade da matéria-prima e até 30% no teor de sacarose. Nesse contexto, a
utilizagdo de variedades resistentes ou tolerantes a insetos tem sido uma alternativa
eficaz para o controle de pragas na agricultura, e o desenvolvimento dessas variedades
pode ser melhorada com o conhecimento dos mecanismos de resisténcia das plantas
(Broekgaarden et al., 2011).

A melhoria da eficiéncia na selecio de materiais genéticos resistentes ou
tolerantes a pragas € uma demanda importante dos Programas de Melhoramento de
Plantas. No entanto, dados experimentais e de 4reas comerciais mostram que quase
todas as variedades de cana-de-actcar cultivadas comercialmente sdo atacadas pela
cigarrinha das raizes e sofrem redugdes significativas na produtividade e na qualidade
tecnologica (Gassen, 2010). O gendtipo SP813250, por exemplo, que € uma variedade
comercial altamente produtiva (Almeida, 2012), foi classificado como suscetivel. Esta
variedade permite uma maior longevidade dos insetos adultos da cigarrinha das raizes,
e um maior periodo de oviposicao, sendo listada como a variedade com maior
infestacdo natural deste inseto praga (Garcia et al., 2011). Em ensaios realizados por
Pabon Valverde (2012), ao ser exposta ao ataque das ninfas de cigarrinha das raizes, a

variedade SP813250 apresentou um alto nivel de dano visual.



O Programa de Melhoramento Genético de Cana-de-Agucar (PMGCA), da
Universidade Federal de Vigosa, objetivando encontrar genétipos que apresentassem
resisténcia ou tolerancia a ninfas de M. fimbriolata, realizou ensaios experimentais,
com diferentes gendtipos do seu banco de germoplasma. O gendtipo Kawandang foi
classificado como tolerante a infestacdo. Este gendtipo apresentou danos menores do
que aos observados em outros gendtipos de cana-de-agicar quando sujeitos a mesma
pressdo do inseto praga (Pabon Valverde, 2012).

Kawandang é um genétipo ndo comercial, pertencente ao género Erianthus que
¢ estreitamente relacionado ao gé€nero Saccharum sendo possivel a obtencdo de
descendentes dos cruzamentos realizados entre eles (Cheavegatti-Gianotto et al., 2011).
O género Erianthus apresenta uma série de caracteristicas agrondmicas importantes,
incluindo tolerdncia a seca e alagamento, resisténcia a pragas e doengas, sendo uma
fonte potencial de germoplasma parental para os programas de melhoramento de cana-
de-agucar (Cai et al., 2005).

Nos programas de melhoramento genético, a compreensdo dos mecanismos de
resisténcia € uma ferramenta importante para a formulacio de estratégias que objetivam
o desenvolvimento de novas fontes de resisténcia. Entretanto, os mecanismos
responsaveis pela resisténcia da cana-de-aguicar a ninfas das cigarrinhas das raizes, quer
sejam de cardter morfofisiologico, alométrico ou anatdmico, sdo ainda pouco
conhecidos. Em genétipos suscetiveis, sabe-se que ocorrem reducdes significativas na
taxa fotossintética, no teor de clorofila e no acimulo de biomassa (Dinardo-Miranda et
al., 2014; Dinardo-Miranda, 2008).

Com a identificacdo do genétipo Kawandang como tolerante a interagdo com as
ninfas de cigarrinha das raizes buscou-se compreender os processos responsaveis pela
sua alta performance quando exposto ao ataque da praga. Portanto, foram realizadas
andlises morfofisioldgicas, alométricas e anatdmicas objetivando identificar as
diferencas entre os genétipos contrastantes de cana-de-acticar, Kawandang (tolerante) e
SP813250 (suscetivel), quando submetidos ao ataque das ninfas de cigarrinha das

raizes.



2-REVISAO DE LITERATURA
2.1-Interagao Planta versus insetos herbivoros

Em ecossistemas naturais e manejados, plantas e insetos estdo constantemente
interagindo de forma complexa. Esta interacdo existe hd aproximadamente 400 milhdes
de anos (Zagrobelny et al., 2009). Durante a co-evolugdo, tanto as plantas quanto os
insetos desenvolveram estratégias para defenderem-se uns dos outros (War et al., 2012).
Herbivoros desenvolveram estratégias para contornar os sistemas quimicos de defesa
(Zagrobelny et al., 2009), e usam de diferentes estratégias de alimentacdo para obter
nutrientes de suas plantas hospedeiras. Por sua vez, as plantas respondem ao ataque dos
herbivoros através de vdrios aspectos morfoldgicos, bioquimicos e mecanismos
moleculares (War et al.,, 2012). As plantas quando atacadas desencadeiam os seus
mecanismos de defesa para inibir, bloquear ou modificar o metabolismo da praga
(Santamaria et al., 2013).

As plantas estdo constantemente expostas a varios organismos herbivoros que se
alimentam tanto da parte aérea quanto das suas raizes (Wondafrash et al., 2013). Insetos
fitéfagos representam um problema significativo na agricultura global, causando
redugdes na produtividade em todas as principais dreas agricolas e custos considerdveis
na ado¢do de medidas de controle (Kerchev et al., 2012). A perda de rendimento global
entre os principais cereais, devido a pressdes bidticas (por exemplo, insetos, doencas,
virus) chega a ser em média mais de 23% do rendimento potencial estimado (FAO,
2012).

Segundo Nutt et al. (2004) e Parsa et al. (2011), as plantas podem apresentar trés
formas de resisténcia antixenose, tolerancia e antibiose/resisténcia; 1) antixenose é
verificada quando uma planta ou variedade € menos utilizada pelo inseto que outra para
alimentacdo, oviposi¢do ou abrigo, estando nas mesmas condig¢des; ii) tolerancia é a
capacidade da planta de suportar uma densidade maior de insetos sem reduzir a
producdo ou a qualidade, entretanto pode ser quebrada quando a taxa de infestacao for
elevada; 1iii) antibiose/resisténcia tem efeito direto sobre a sobrevivéncia ou
desenvolvimento da praga. A antibiose geralmente depende de um mecanismo quimico,
e as pragas podem desenvolver mecanismos alternativos para superar a defesa da planta
(Nutt et al., 2004).

As plantas produzem substincias quimicas para sua defesa, de duas maneiras

diferentes: 1) como substancias constitutivas que repelem herbivoros através da



toxicidade direta ou através da reducdo da digestibilidade dos tecidos vegetais e; ii)
sintese induzida de substincias em resposta aos danos causados pelos herbivoros (Mello
& Silva-Filho, 2002). Fitohormdnios, por exemplo, podem ser sintetizados apds, a
planta ser atacado por insetos. O ataque da praga regula a expressdo do gene e controla
a producdo dos metabdlitos de protecao (Maffei et al., 2007).

As barreiras fisicas, tais como o fortalecimento da parede celular, é outro
mecanismo de defesa que as plantas utilizam para se defenderem do ataque dos
herbivoros. A presenca de lignina e outros fendis existentes nas paredes das células das
plantas hospedeiras atuam como uma barreira que impede ou limita a oferta de
alimentos para os insetos fitéfagos, tornando a planta menos atrativa (Santiago et al.,

2013).
2.2-Cana-de-aciicar versus cigarrinha das raizes

Em Minas Gerais aéreas com declividade inferior a 12% deverdo ter mecanizado
100% da sua colheita em 2014 (SEAPA, 2009). Em Sao Paulo a safra 2014/2015 marca
o fim da queima da cana-de-acticar no estado. Em 2017, toda colheita de cana-de-agticar
deverd ser mecanizada (UDOP, 2014). A manuten¢do da palha da cana-de-actcar gera
um microclima favordvel ao desenvolvimento da cigarrinha-das-raizes (Garcia et al.,
2007). A fémea faz a postura préxima ao colo das plantas. No periodo sem umidade os
ovos entram em diapausa e eclodem no inicio do periodo chuvoso. As médias de
duracdo do periodo de incubacdo dos ovos, da fase ninfal e a longevidade do inseto
adulto sdo de 21, 37 e 21 dias respectivamente (Garcia et al., 2006). Entretanto,
temperatura, disponibilidade de alimento e fotoperiodo interferem no desenvolvimento
das ninfas, e a combinacdo fotoperiodo e temperatura influenciam no desenvolvimento
do ciclo de vida da cigarrinha (Simdes et al., 2013). Na figura 1, pode-se observar o

ciclo de vida do inseto e a sua duragdo.



Ciclo biologico de ~79 dias
Média de 3 Geracoes/safra.

Figura 3- Ciclo de vida da cigarrinha das raizes (Mahanarva fimbriolata).

Garcia e colaboradores (2007) estudaram o sitio de alimentagdao das ninfas e
adultos de M. fimbriolata. Estes pesquisadores observaram que as ninfas para sugarem a
seiva nas raizes inserem seus estiletes pela epiderme, atravessam todo o cértex e
atingem o cilindro vascular, realizando a alimentacio no xilema (em 65% dos casos) e
nos elementos do tubo crivado do floema primario. Enquanto os adultos, na lamina
foliar, introduzem seus estiletes preferencialmente pelos estdmatos, atravessam as
células do parénquima clorofiliano e atingem o metaxilema nos feixes vasculares.

As ninfas de M. fimbriolata alimentam-se principalmente da seiva do xilema de
raizes jovens e tenras (Mendonga & Mendonga, 2005). Como a seiva do xilema é pobre
em energia e aminodcidos grandes quantidades precisam ser sugadas para atender as
necessidades nutricionais desses insetos (Fewkes, 1969). As ninfas produzem uma
espuma caracteristica que as envolve e protege contra disseca¢do € inimigos naturais
(Batista et al., 2010). A espuma é formada pelo volume de seiva sugado e substancia
mucilaginosa excretada pela praga (Garcia, 2002). As ninfas excretam o liquido
produzido a partir da seiva da planta, adicionam bolhas de ar criadas pela expansio e

contragdo de seus abdomens, € misturam secre¢des provenientes de estruturas como as



glandulas Batelli e tubos de Malpighi (Kato, 1958; Marshall, 1965), sendo, estas

secrecOes importantes para a estabilizacdo da espuma (Valerio, 2009).

2.3- Danos fisicos e fisiologicos causados por Mahanarva fimbriolata

Os prejuizos atribuidos a cigarrinha das raizes sdo decorrentes da extracdo de
seiva nas folhas e nas raizes pelos adultos e ninfas, respectivamente, e da injecdo de
toxinas pelos adultos durante o processo de suc¢ao (Penatti, 2006). Sao dois tipos de
substancias que sdo injetadas pelo inseto adulto: umas que se coagulam no interior dos
tecidos da folha, possivelmente desorganizando o transporte da seiva; e outras, soldveis,
que se distribuem nas folhas, predominantemente no sentido apical, determinando a
morte dos tecidos (Valério, 2009). O aparelho bucal das cigarrinhas inclui dois pares de
estiletes: o par externo (mandibulas modificadas) que, com suas pontas serrilhadas,
perfura o tecido vegetal, antecedendo e facilitando a penetracdo, entdo, do par interno
(maxilas modificadas). Os estiletes que compdem o par interno acoplam-se, um ao
outro, de tal forma a originarem dois canais: um para a suc¢do da seiva e, o outro, para a
introducdo de secrecoes salivares (Valério, 2009).

A Mahanarva fimbriolata causa impactos negativos na qualidade da cana-de-
acucar utilizada como matéria-prima na industria, reduzindo a produtividade e o teor de
acucar nos colmos (Gongalves et al., 2003). Essas perdas podem representar de 15% a
80% na qualidade da matéria-prima e até 30% no teor de sacarose (Penatti, 2006). O
ataque das ninfas causa uma desordem metabdlica generalizada na planta resultando na
ocorréncia do secamento dos vasos condutores, “coracdo morto”, desidratacdo e
afinamento dos colmos (Gallo et al., 2002; Macedo & Macedo, 2004). A desordem
metabolica ocorre em decorréncia das picadas que atingem os elementos traqueais da
raiz e os deterioram, dificultando ou impedindo o fluxo de 4dgua e de nutrientes,
caracterizado pela desidratacio do floema e do xilema (Garcia et al., 2007).

Em altos niveis de infestacdo, os sintomas nas plantas sdo muito semelhantes a
restricdo hidrica (Guimarades et al., 2008a). A alimentacdo das ninfas prejudica o
transporte de dgua, o que resulta em sinais hidraulicos que estimulam o fechamento dos
estomatos (Guimardes et al., 2008a). A deficiéncia hidrica, causada pelas ninfas ao se
alimentarem da seiva do xilema e/ou do floema, altera a atividade fotossintética, nesta
condicdo, a planta reduz as perdas de dgua pelo fechamento dos estOmatos e,

consequentemente, reduz o influxo de CO, (Floss, 2008), reduzindo a fotossintese
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devido a deficiéncia desse substrato. A redu¢do no teor de clorofila € outro fator que
resulta na reducao da atividade fotossintética.

A fotossintese € um processo central para a sobrevivéncia das plantas,
fornecendo elementos essenciais para o seu crescimento e reproducdo (Frier et al.,
2012), mais de 90% da biomassa da cultura é derivada dos produtos da fotossintese
(Makino, 2011). A alimentacdo dos insetos fitéfagos pode reduzir a atividade
fotossintética da sua planta hospedeira (Velikova et al., 2010). As reducdes na
produtividade resultam, em parte, devido as alteragdes da capacidade fotossintética da
planta provocada pela interacdo da planta com o inseto (Nabity et al., 2012). Segundo
Larcher (2006), as plantas quando atacadas por pragas, podem aumentar a respiracao,
sintetizar hormonios do estresse, inibir a fotossintese e sofrer distirbios no crescimento.
Essas respostas ao ataque do herbivoro visam minimizar o estresse gerado, assim como,
preservar a vida da planta hospedeira. Genétipos de plantas que sdo capazes de manter a
taxa fotossintética quando expostas ao ataque do inseto, muitas vezes apresentam uma
maior resisténcia (Kerchev et al., 2012). A fotossintese, provavelmente, exerce um
papel chave na interacdo planta-inseto, devido ao fato de ser um importante processo
fisico-quimico das rotas de sinalizacdo da luz, carbono e nitrogénio (Kerchev et al.,

2012).

2.4-Mecanismos de defesa

Plantas de cana-de-actcar infestada por cigarrinhas apresentam reducio no teor
de solidos soluveis, no teor de sacarose e actuicares redutores totais € pH, aumento nos
compostos fendlicos, na acidez total e volétil do caldo, adicionalmente o processo de
fermentagdo também é afetado o que resulta em vinhos com menor teor alcodlico
(Ravaneli et al., 2011).

Em resposta ao ataque dos insetos e patdégenos podem ocorrer reacoes
bioquimicas nas plantas, que resultam na producdo de lignina, polissacarideos e
compostos fendlicos, com o objetivo de protegé-las do ataque (Ravaneli et al., 2011).
Os compostos fendlicos sdo metabolitos secundarios das plantas, e constituem um dos
grupos de substancias mais comuns (Lattanzio et al., 2006). Guimardes et al. (2008b)
observaram que os niveis constitutivos desses compostos foram maiores na variedade
resistente (SP835073), porém nado houve efeito da infestacdo da praga no teor de fendis

nessa variedade. Os pesquisadores concluiram que os niveis de compostos fendlicos



constitutivamente altos na variedade resistente podem estar envolvidos num mecanismo
de resisténcia do tipo antibiose, pois houve uma maior mortalidade e duracdo da fase
ninfal. Para Silva et al. (2005), niveis de compostos fendlicos mais elevados podem ser
os responsdveis pela ndo preferéncia do inseto, e que somente uma caracterizacao destes

compostos poderd indicar se existe uma resisténcia fendlica a insetos sugadores.

3-MATERIAIS E METODOS

3.1-Plantio do material e condicdes de crescimento

Com base em estudos anteriores foram utilizados dois genétipos de cana-de-
acucar um tolerante (Kawandang) (Pabén Valverde, 2012) e um suscetivel (SP813250)
(Garcia et al., 2011) a infestacdo pela cigarrinha das raizes (Mahanarva fimbriolata).
Segmentos nodais contendo uma tUnica gema desses genétipos foram germinados em
bandejas plasticas preenchidas com substrato a base de vermiculita (Plantmax®)
fertilizado com a formulacdo de macronutrientes 4-14-8 (N-P,05-K,0). As bandejas
foram irrigadas diariamente e mantidas na casa de vegetacdo (75% de umidade relativa,
25-27°C de temperatura) com fotoperiodo de 12 horas claro e 12 horas escuro.

Ap6s quatro semanas, as plantulas foram transplantadas para tubos de PVC (5,3
cm de didmetro x 6,5 cm de comprimento) abertos em ambas as extremidades. Uma fita
plastica adesiva foi colada na extremidade inferior do tubo para manter o substrato e
possibilitar o escoamento do excesso de dgua. Em seguida, os tubos foram preenchidos
com substrato a base de vermiculita (Plantmax®) e fertilizados com a mesma
formulacao descrita anteriormente. Cada tubo continha uma tnica planta e era irrigado
diariamente e recebiam adubac¢do nitrogenada a cada 15 dias (5g/L de Ureia). Os tubos
contendo as plantas foram mantidos nas mesmas condi¢des descritas anteriormente.

Antes da montagem do experimento, seis meses apds o plantio das mudas, os
tubos foram cobertos com uma tampa (4,8 cm de diametro x 3,0 cm de comprimento)
contendo um furo central (2,5 cm de didmetro) para a passagem da parte aérea da
planta. O espacgo vazio entre a planta e o furo central foi preenchido com uma espuma
de poliuretano flexivel. Essa metodologia foi utilizada visando gerar um ambiente ideal
para a proliferacdo das raizes superficiais, substrato utilizado pelas ninfas de M.

fimbriolata.



3.2-Selecdo das ninfas da cigarrinha das raizes

Para iniciar a criagdo de M. fimbriolata, insetos adultos foram capturados, com
auxilio de uma rede entomoldgica, na Estacdo Experimental do CECA (Centro de
Pesquisa e Melhoramento da Cana-de-Actcar), localizada em Oratérios-MG. Apds a
coleta, os insetos foram transportados para a Casa de Vegetacdo localizada no Campus
da UFV em Vigosa, em gaiolas (30 cm de altura X 15 cm de didmetro), contendo no seu
interior folhas de cana-de-actcar, para alimentar e garantir a sobrevivéncia dos insetos
durante o transporte.

As ninfas foram criadas como descrito por Garcia (2002). A infestagdo com
ninfas de primeiro instar, recém-eclodidas, foi realizada com auxilio de um pincel macio
n. 4, nos niveis: zero (controle) e trés ninfas por planta. Na figura 2 pode-se visualizar

como o experimento foi montado.

Figura 4- Montagem do experimento. A- Plantio dos toletes em bandeja contendo
substrato. B- Mudas antes de serem transplantadas em pequenos vasos. C- Vasos
contendo as plantas. D- Enraizamento das plantas. E- Mudas devidamente infestadas
por ninfas da cigarrinha das raizes. F- Plantas momentos antes da primeira anélise.

3.3-Avaliagdo das caracteristicas fisiologicas

Para o estudo das respostas fisioldgicas dos dois gendtipos da cana-de-agucar
(Kawandang e SP813250) foram avaliadas as varidveis de trocas gasosas (taxa

fotossintética liquida, transpiracdo, condutancia estomadtica e carbono interno) e o grau
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de esverdeamento das folhas (indice SPAD). O indice SPAD representa um indicativo
do conteudo de clorofila. As leituras foram realizadas, nos tempos sete, quinze, trinta e
trinta e sete dias apds as plantas terem sido infestadas.

As medigdes para a obtencdo da taxa de condutincia estomdtica, fotossintese
liquida, transpiracdo e carbono interno foram realizadas com um analisador de gases
infravermelho portatil LCpro Portable (ADC BioScientific Ltd. Hoddesdon, UK).
Sendo utilizada fonte de luz saturante artificial de 1000 mmol m™s” fornecida pelo
préprio aparelho, concentragdo de carbono ambiental, temperatura da camara foliar
constante (27 °C) e vapor de 4gua ambiental. O ar de referéncia foi coletado a 1,50 m de
altura do solo e homogeneizado em um galdo de 20 litros antes de alcancar a camara
foliar.

A avaliacdo do grau de esverdeamento das folhas foi realizada por meio de um
clorofilometro Soil Plant Analytical Division Value (SPAD) (Minolta Corp®). Todas as
caracteristicas fisiologicas descritas acima foram avaliadas entre 9h00 e 11h30 horas da
manhd. Tais avaliagdes foram realizadas na porcdo mediana da segunda folha
completamente expandida das plantas. Foram realizadas seis leituras para as trocas

gasosas e trés leituras para o grau de esverdeamento das folhas.

3.4- Avaliagdo da caracteristica morfologica

Foi realizada uma avaliac@o visual do nivel de dano causado pelas trés ninfas de
cigarrinha das raizes nos tempos sete, quinze, trinta e trinta e sete dias. O nivel de dano
foi obtido através de notas conforme a figura 4. A nota um foi dada a plantas que ndo
apresentavam nenhum tipo de dano na sua parte aérea. As plantas que apresentavam 25,
50, 75 e 100% da sua parte aérea danificada recebiam as notas 2, 3, 4 e 5

respectivamente.

10



Figura 3- Escala de nota do dano visual causado por ninfas de M. fimbriolata em
Saccharum spp. 1 (auséncia de dano), 2: 25% de dano, 3: 50%, 4: 75%, e 5: 100%.
Fonte: Pabon Valverde (2012).

3.5- Avaliagdo das caracteristicas alométricas

As caracteristicas alométricas massa fresca e seca da parte aérea e da raiz,
relacdo raiz/parte aérea, relacdo raiz/planta inteira foram avaliadas. Apoés sete, quinze,
trinta e trinta e sete dias da infestacdo, a parte aérea era cortada rente ao solo, e
imediatamente pesada em balanca de precisdo, para a obtencdo da sua massa fresca.
Nestes mesmos periodos de tempo, as raizes foram lavadas em 4gua corrente, secas em
papel toalha e pesadas em balanca de precisdo, em seguida, para a obtencdo da sua
massa fresca. Apds a pesagem, as amostras eram colocadas em sacos de papel e
submetidas a secagem em uma estufa de circulagdo forcada de ar a 72°C durante 72
horas, determinando-se a massa seca. Com a obtenc¢do da massa seca, em cada tempo,

foi calculada a razdo Raiz/Parte Aérea e a razao Raiz/Planta Inteira.

3.6- Anadlise Histoquimica e anatomica

Foram coletadas raizes, dos genotipos suscetivel e tolerante, em interagdo com
as ninfas, e dos seus controles. As raizes foram coletadas momentos antes da realizacdo
dos cortes e mantidas em 4gua até serem processadas. As raizes foram seccionadas,
transversalmente, em micrétomo de mesa. Para verificar a presenca de compostos
fendlicos, os cortes, foram corados com cloreto férrico e dicromato de potéssio (Gabe,
1968). Para a presencga de lignina e taninos os cortes foram corados com floroglucina
acida (Patten et al., 2005) e vanilina cloridrica (Mace & Howell, 1974),

respectivamente. As imagens digitalizadas foram obtidas em microscépio de luz
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(modelo AX70 TRF, Olympus Optical) com sistema U-Photo, acoplado a camera
fotografica digital (modelo Spot Insightcolour 3.2.0, Diagnostic Instruments Inc.) e

microcomputador com o programa de captura de imagens Spot Basic.

3.7-Delineamento experimental

Cada unidade experimental foi constituida por um pequeno vaso contendo uma
Unica planta. O delineamento experimental foi organizado em um esquema fatorial 2 X
2 X 4 [dois genétipos (Kawandang e SP813250), dois niveis de infestacio (zero e trés
ninfas/planta) e quatro épocas de amostragem (sete, quinze, trinta e trinta e sete dias)]
segundo o delineamento inteiramente casualizado com trés repeti¢des. Foi realizado o
teste F, o teste de média LSD a 5% de probabilidade e aplicou-se a andlise de regressao
linear simples. Os resultados obtidos foram analisados e interpretados, utilizando-se

software livre R (R Development Core Team, 2013).

4-RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1-Caracteristica morfologica e Grau de esverdeamento das folhas

Tanto o genétipo tolerante Kawandang quanto o suscetivel SP813250, nao
expostos ao ataque das ninfas da cigarrinha das raizes, apresentaram uma reducgdo
significativa, no grau de esverdeamento das folhas durante o periodo experimental
(Figura 4A, Tabela 1). O tratamento controle do gendtipo SP813250 apresentou
aumento significativo (Figura 4B, Tabela 1) do nivel de dano visual ao longo do

periodo experimental, o que ndo ocorreu no genétipo Kawandang (Figura 4B, Tabela

1).
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Figura 4- Respostas fisioldégica e morfologica dos gendtipos. A- Grau de
esverdeamento das folhas. B- Nota de nivel de dano visual. Genétipo Kawandang
(Tolerante) e SP813250 (Suscetivel) em interagcdo com as ninfas de cigarrinha das
raizes (TI- Tolerante infestado e SI- Suscetivel infestado) e controles (TNI- Tolerante

ndo infestado e SNI- Suscetivel ndo infestado), durante sete, quinze, trinta e trinta e sete
dias.

A reducdo no grau de esverdeamento das folhas observado nos tratamentos
controles de ambos os genotipos estudados, € 0o aumento na nota do nivel de dano
visual apresentado pelo genétipo SP813250 € resultado da senescéncia foliar natural. A
senescéncia é precedida pela degradacio e consequente perda de clorofila. Esta reducao
natural estd relacionada com a idade das plantas que estavam com seis meses e,
possivelmente, a restricio imposta pelo pequeno volume dos vasos utilizados no
experimento. A senescéncia € um processo que ocorre naturalmente com o aumento da
idade das plantas. Seltmann et al. (2010), observaram uma reducdo de 78% no teor de
clorofila de Arabidopsis thaliana com oito semanas de idade em comparacdo com as

mesmas plantas quando estavam com seis semanas.

Tabela 1-Resumo da analise de regressao das variaveis fisiologicas.

Varidveis SI SNI TI TNI

Bo B X B B X Bo B X Bo B X

38.194 -0.938% 17.32 38.495 -0.565% 25.92 35.673 -0.495% 24.65 41.319 -0.573* 28.57

Grau de
esverdeamento

Nivel de dano 1.529 0.062+ 2.92 0.805 0.019% 1.25 0.888 0.044* 1.87 0.957 0.013 1.25
visual

X- Média, SI- Suscetivel infestado, SNI- Suscetivel nao infestado, TI- Tolerante
infestado, TNI- Tolerante ndo infestado. B; e fo — Coeficientes de regressdo, segundo o
modelo de uma regressao linear simples. A estimativa de ; seguido de * apresenta
diferencga significativa pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade.

13



O primeiro sintoma do ataque das ninfas foi o amarelecimento e necrose nas
pontas das folhas basais do gendtipo Kawandang, e a ocorréncia de necrose total da
folha basal da SP813250 (Figura 5A e E). Estes sintomas foram observados, apds sete
dias da infestacdo das plantas. Ao final do experimento, os sintomas do ataque das
ninfas foram mais evidentes no gendétipo SP813250 que apresentava um aspecto
completamente retorcido (Figura SF e G). As folhas basais deste gendtipo estavam
completamente necrosadas, e as folhas recém-expandidas, assim como, as mais jovens
amarelecidas e necrosadas da metade para o dpice (Figura S5F e G). Neste mesmo
periodo, as folhas mais jovens do gendtipo Kawandang ndo apresentavam nenhum
sintoma do ataque, as folhas completamente expandidas estavam amarelecidas e
apresentavam uma pequena aérea necrosada nas pontas (Figura 5B e C). Ao contririo
do gendtipo SP813250, o Kawandang foi capaz de limitar o desenvolvimento dos
sintomas provocado pela constante suc¢do da seiva pelas ninfas o que reforca a seu

potencial em tolerar o ataque.

‘O L ~s O (G
Figura 5- Danos morfoldgicos causados pelas ninfas nos dois genétipos de cana-de-
acucar estudados. A-B- Genétipo Kawandang ndo infestado e infestado com ninfas
durante 7 e 37 dias, respectivamente. C- Kawadang apds 37 dias de exposi¢do a ninfas.
E-F- Genétipo SP813250 ndo infestado e infestado no sétimo e trigésimo sétimo dia da
interagdo, respectivamente. G- SP813250 apds 37 dias da interagdo. As setas apontam
para as plantas que foram expostas ao ataque das ninfas.
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Com a progressdao dos sintomas, devido ao maior periodo de exposicao das
plantas ao ataque das ninfas, ocorreu um aumento significativo da nota do nivel de dano
visual em ambos os gendtipos (Figura 4B). Entretanto, o genétipo SP813250 apresentou
sempre as maiores médias que diferiram significativamente do seu respectivo controle
desde o inicio do experimento (Tabela 2). O genétipo Kawandang infestado embora
apresentasse sempre maior nota de nivel de dano visual que o seu controle, a diferenca

significativa somente ocorreu apds trinta dias do ataque (Tabela 2).

Tabela 2- Resumo da andlise das alteragdes morfofisioldgicas dos gendtipos
Kawandang e SP813250, durante o periodo de intera¢cdo com as ninfas.

Variavel 7 dias 15 dias 30 dias 37 dias
Grau de TI 36.10a TNI 31.50a SNI 23.03a SNI 31.77 a
esverdearqento das | SNI 3577a TI 32.06a TNI 21.86ab TNI 19.87 b
folhas (Indice TNI 3473a SNI 34.86a TI 16.30 be TI 17.47 be
SPAD) SI 3250a SI 36.23 a SI 13.7 ¢ SI 11.73 ¢
Nota do nivel de | SI 2.00 a SI 2.33a SI 3.67 a SI 3.67 a
dano visual TI 1.33b TI 1.33b TI 2.33b TI 2.50b
TNI 1.16b TNI 1.00b  TNI 1.33¢ SNI 2.00b
SNI 1.00b  SNI 1.00b  SNI 1.50 ¢ TNI 1.50 ¢

SI- Suscetivel infestado; SNI- Suscetivel ndo infestado, TI- Tolerante infestado, TNI-
Tolerante ndo infestado. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste LSD ao nivel de 5% de probabilidade.

A alteracao morfoldgica (Figura 5) sofrida pelos gendtipos quando expostos ao
ataque das ninfas, ao longo do tempo do experimento, foi acompanhada da alteracdo no
grau de esverdeamento das folhas. Esta varidvel sofreu reducdes significativas ao longo
do tempo de exposicdo ao ataque do inseto (Figura 4A), em ambos os genotipos
estudados. Na primeira avaliacdo das plantas, no sétimo dia pds-infestagdo nido houve
diferenga significativa entre os tratamentos. Ao final do experimento no 37° dia, o
genotipo SP813250 diferiu significativamente do seu controle. Enquanto, o genétipo
tolerante ndo apresentou diferenca significativa em relagdo ao seu controle (Tabela 2).
Este resultado colabora com os encontrados por Dinardo-Miranda et al. (2014) que
também observaram um menor teor significativo de clorofila nos genétipos suscetiveis
de cana-de-acucar em relacdo aos seus controles enquanto, o gendtipo resistente nao
diferiu significativamente do seu controle.

A constante succao da seiva das raizes pelas ninfas resultou no amarelecimento
das plantas, que teve o seu transporte de dgua e nutrientes comprometidos. O
amarelecimento das plantas é resultado da perda de clorofila nas folhas. Ao perder

clorofila as folhas amarelecem e em consequéncia apresentam uma reduc@o no grau de

15



esverdeamento das folhas. O amarelecimento das folhas devido a degradacdo dos
cloroplastos e da clorofila € o processo mais obvio que ocorre durante a senescéncia das
folhas (Seltmann et al., 2010). A senescéncia tem o seu processo induzido e/ou
acelerado quando exposto ao estresse seja ele de natureza bidtica ou abidtica. Neste
trabalho, o ataque das ninfas provocou uma aceleragdao do processo de senescéncia.

A reducdo observada no grau de esverdeamento das folhas, no 37° dia pos-
infestacdo, foi de 63.1% e 12.08% para o genétipo SP813250 e Kawandang
respectivamente, quando comparados aos seus respectivos controles. A reducgdo
observada no grau de esverdeamento das folhas pode ser atribuida & maior sensibilidade
do pigmento clorofila, as crescentes pressdes geradas pela alimentacdo das ninfas. A
infestacdo com mosca branca (Bemisia tabaci) e cochonilha (Phenacoccus solenopsis)
também resultou em uma redu¢do no teor de clorofila, em plantas de berinjela (Islam &
Shunxiang, 2009) e tomate (Huang et al., 2013) respectivamente. Segundo Huang et al.
(2013), a densidade de cochonilha e o tempo da interacdo significativamente afetaram
o teor de clorofila relativo de folhas de tomate. Enquanto, o gendtipo suscetivel
apresentou uma elevada redu¢do no grau de esverdeamento das folhas, o gendtipo
tolerante apresentou uma pequena reducdo ndo significativa, sendo um indicativo da
sua tolerancia.

O estresse oxidativo gerado pelo ataque dos insetos estimula as plantas a
sintetizarem compostos antioxidantes. No inicio do estresse, pode haver reducdo de
algumas atividades antioxidantes, contribuindo para um aumento de espécies reativas
de oxigénio (ERO) (Soares & Machado, 2007). As ERO atuam como moléculas
sinalizadoras regulando a expressdo de genes de defesa. Estudos sugerem uma forte
ligacdo entre as vias de sinalizacdo das espécies reativas de oxigénio com a inducdo de
respostas de defesa das plantas contra o ataque do inseto herbivoro (Kerchev et al.,
2012). Entretanto, quando em alta concentracdo ocasiona a senescéncia, reducao no
teor de clorofila, redu¢do no crescimento e desenvolvimento da planta, morte celular
programada (Rosa, 2007). Assim, uma causa provavel da elevada redugdo no grau de
esverdeamento das folhas observada no genotipo SP813250 pode ter sido consequéncia
de uma alta concentracdo das espécies reativas do oxigénio devido ao ataque das ninfas.

A avaliagdo do grau de esverdeamento das folhas se mostrou uma ferramenta
rapida e eficaz na identificagdo de genétipos suscetiveis e tolerantes de cana-de-agucar
ao ataque de ninfas de cigarrinha das raizes. Lopez et al. (2009) avaliaram a perda de

clorofila em gendtipos de braquidria atacadas por cigarrinhas e concluiram que este

16



parametro € uma ferramenta importante na avaliacdo de danos causados pelo ataque do

inseto.

4.2- Fotossintese, carbono interno, transpiracdo e condutdncia estomdtica.

Tanto o gendtipo suscetivel SP813250 quanto o tolerante Kawandang expostos

ao ataque das ninfas das cigarrinhas das raizes apresentaram reducio significativa, ao

longo do tempo estudado, nas varidveis fotossintese, transpiragdo e condutincia

estomdtica (Figura 6A, C e D; Tabela 3). A concentracio de carbono interno

permaneceu constante durante todo o periodo

infestados ou ndo (Tabela 3 e Figura 5B).

experimental em ambos os genotipos
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Figura 6. Respostas fisioldgicas. A- Fotossintese liquida. B- Carbono interno. C-
Transpiracdo. D- Condutincia estomadtica dos genétipos Kawandang (Tolerante) e
SP813250 (Suscetivel) em interacdo (TI- Tolerante infestado e SI- Suscetivel infestado)
ou nao (TNI- Tolerante nao infestado e SNI- Suscetivel nao infestado) com trés ninfas
de Mahanarva fimbriola, durante sete, quinze, trinta e trinta e sete dias.
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Tabela 3- Resumo da andlise de regressdo das varidveis fisiologicas.

Varidveis SI SNI TI TNI

Bo Bi X Bo Bi X Bo B X Bo B X
Fotossintese 20.609 -0.408% 11.53 21.69 -0.07 20.22 18.75 -0.320% 11.59 20.40 -0.260% 14.53
Transpiragdo 4.109 -0.069* 257 3.815 -0.021 335 3.991 -0.055% 278 4.549 -0.066* 3.09
Condutancia 0.351 -0.007* 0.20 0.272 0.006 0.35 0.356 -0.005* 0.25 0.370 -0.002 0.33

estomatica
Carbono 293.997 -0.280 28776 217.04 1.219 244.2 259.40 1.022 282.15 25553  0.774 27275

interno

X- Média, SI- Suscetivel infestado, SNI- Suscetivel nao infestado, TI- Tolerante
infestado, TNI- Tolerante nao infestado. B; ¢ Bo — Coeficientes de regressao, segundo o
modelo de uma regressdo linear simples. A estimativa de ; seguido de * apresenta
diferenca significativa pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade.

O tratamento controle dos gendtipos estudados ndo apresentaram variagao
significativa nas varidveis carbono interno e condutincia estomadtica ao longo do tempo
(Figura 6, Tabela 3). As varidveis fotossintese e transpiracdo reduziram
significativamente durante o periodo experimental no tratamento controle do genétipo
Kawandang. O tratamento controle do genétipo SP813250 ndo diferiu estatisticamente
ao longo do periodo experimental para estas mesmas varidveis.

A reducdo observada na taxa fotossintética no tratamento controle do genétipo
Kawandang, assim como descrito anteriormente para a varidvel grau de esverdeamento
das folhas, pode estar relacionada ao estresse gerado pelo pequeno volume dos vasos
utilizados no experimento e/ou a idade das plantas. As diferencas observadas, entre os
tratamentos controles, nas varidveis fisioldgicas estudadas (Figura 6A, B, C e D e
tabela 4) estdo possivelmente relacionadas ds caracteristicas proprias dos genotipos, os
quais pertencem a géneros distintos. Calatayuda et al. (2011) também observaram
diferencas significativas, entre diferentes espécies de carvalho (Quercus ilex, Q.
faginea, Q. pyrenaica e Q. robur), para a maioria dos parametros de trocas gasosas
avaliados.

A média da taxa fotossintética foi sempre menor nas plantas infestadas,
independentemente do genétipo (Tabela 4). Esta varidvel sofreu reducdo significativa,
ao longo do periodo experimental (Figura 5, tabela 3), sendo um indicativo que o
ataque das ninfas provocou mudancas na fisiologia das plantas. O decréscimo
observado, ao longo do tempo, nesta varidvel é devido ao maior periodo de exposi¢ao
das plantas ao ataque do inseto. Assim, quanto maior o periodo da intera¢do, maior serda
a quantidade seiva sugada pelas ninfas, consequentemente, maiores serdo os danos

causados na fisiologia das plantas. Huang et al. (2013) sugerem, que o nivel do efeito

18



do ataque do fitéfago na fisiologia da planta é dependente da intensidade da
alimentacdo e do tempo de exposi¢do & interacao.

No sétimo dia apds a exposicdo das plantas ao ataque do inseto, o gendtipo suscetivel
SP813250 apresentou uma redugdo significativa de 32.46% na sua taxa fotossintética
liquida, quando comparado ao seu controle (Tabela 4). Enquanto, neste mesmo periodo,
o gendtipo tolerante Kawandang apresentou uma ligeira reducio, nao significativa, de
4.71% em comparagdo ao seu controle. Ao final do experimento, apés 37 dias de
exposicdo das plantas ao ataque das ninfas, ambos os gendtipos apresentaram redugdo
significativa na fotossintese. A redugdo apresentada foi de aproximadamente 80% para
o gendtipo SP813250 e de 42,79% para o gendtipo Kawandang. Para Nabity et al.
(2012), os mecanismos que governam essa reducdo na fotossintese ainda ndo sdo bem
compreendidos, mas em alguns casos referem-se a interrup¢des no transporte de dgua. A
constante suc¢do da seiva pelas ninfas impediu ou dificultou a absor¢do de dgua pelas
raizes, o que resultou no estresse fisiolégico observado pela reducdo na taxa

fotossintética, em ambos os gendtipos estudados.

Tabela 4- Resumo da andlise das alteragdes fisioldgicas dos gendtipos Kawandang e
SP813250, no inicio e ao final da interacdo com as ninfas.

Varidveis 7 dias 37 dias
Tratamentos Média Tratamentos Média
SNI 20.79 a SNI 20.76 a
Fotossintese (umol CO, m™2s™) TNI 16.12b TNI 11.45b
TI 15.36 b TI 6.55¢
SI 14.04 b SI 4.17 ¢
SNI 377 a SNI 333a
Transpiragdo (umol H,O m™2s™) SI 3.60 a TI 2.53b
TNI 355a TNI 240D
TI 349 a SI 1.46 c
SI 029 a TNI 037a
Condutancia estomatica (umol SNI 0.28 a SNI 0.37a
m'zs'l)
TNI 022a TI 0.20b
TI 022 a SI 0.08 b
SI 330.29 a TI 310.10 a
Carbono interno (umol m™s™") TI 259.28 b SI 293.14 a
TNI 232.14 b TNI 287.80 a
SNI 22599 b SNI 231.87b

SI- Suscetivel infestado; SNI- Suscetivel nao infestado, TI- Tolerante infestado, TNI-
Tolerante ndo infestado. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem
significativamente entre si pelo teste LSD ao nivel de 5% de probabilidade.

A redugdo observada na taxa fotossintética no gendtipo Kawandang ndo era

esperada, uma vez que, este gendtipo foi classificado como tolerante por Pabdén
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Valverde (2012). Possivelmente isto ocorreu devido a reposicdo das ninfas. Neste
trabalho o genétipo Kawandang apresentou uma elevada taxa de mortalidade das ninfas
de primeiro instar, nos 10 primeiros dias apds a exposicdo das plantas ao ataque das
ninfas (dados ndo apresentados). Visando, sempre manter as plantas infestadas com trés
ninfas, as mesmas eram contadas diariamente e, caso fosse necessdrio, repostas. Assim,
este gendtipo foi forcado & manter a interacdo, e em consequéncia, sofreu danos
fisiol6gicos que, ndo seriam observados casos 0s insetos ndo fossem repostos.
Entretanto, mesmo com este procedimento, apds 37 dias da infestacdo a reducdo na
fotossintese foi de 42,79 %. Enquanto, neste mesmo periodo o gendtipo SP813250
sofreu uma redugdo de quase 80% nesta varidvel. A redugdo na taxa fotossintética
observada no gendtipo Kawandang, mesmo com a reposicdo das ninfas, foi
consideravelmente inferior ao observado no genodtipo suscetivel SP813250, o que
confirma o seu maior potencial em tolerar ao ataque das ninfas.

No inicio do experimento, no sétimo dia apds a infestacdo, tanto o gendtipo
suscetivel SP813250 quanto o tolerante Kawandang ndo apresentaram redugdo
significativa na transpiracdo e condutincia estomdtica quando comparados aos seus
respectivos controles (Tabela 4). Ao final do experimento, o genétipo SP813250 sofreu
uma reducdo significativa de aproximadamente 56% na sua transpiracdo e reduziu
significativamente em aproximadamente 78% a sua condutidncia estomdtica, em
comparacdo ao seu controle (Tabela 4). Enquanto, para o genétipo Kawandang houve
uma reducdo ndo significativa de aproximadamente 5% na transpiracdo, e uma redugao
significativa de aproximadamente 46% na condutincia estomdtica (Tabela 4).
Resultados semelhantes foram encontrados por Sarwar (2013) ao estudar a interagdo
entre o inseto sugador Tetranychus com folhas de algoddo. O ataque do dcaro provocou
danos na fun¢do do aparato estomdtico e causou fechamento do estomato, reduzindo a
fotossintese, condutincia estomdtica e taxa de transpiracdo nas plantas do algodoeiro
expostos 4 interacdo (Sarwar, 2013).

Os sintomas apresentados pelas plantas, nos dois genétipos estudados, expostos
ao ataque das ninfas da cigarrinha das raizes foram os mesmos descritos por Anjum et
al. (2011) para o déficit hidrico. Os sintomas foram reducdo na transpiragao,
condutancia estomdtica, atividade fotossintética, senescéncia precoce das folhas e
reducgdo no teor de clorofila.

A reducdo na fotossintese sofrida ao longo do tempo pelas plantas expostas ao

ataque das ninfas € resultado da alimentacdo das ninfas que impediu e/ou dificultou o
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transporte de dgua das raizes para a parte aérea. A constante suc¢do da seiva xilemdtica
pelas ninfas gerou um déficit hidrico nas plantas. Quando ocorre uma redugdo no teor
relativo de 4gua, e o potencial hidrico das plantas diminui provocando uma queda na
taxa fotossintética das folhas (Sato et al., 2010). Insetos sugadores que se alimentam da
seiva do xilema ou floema, afetam diretamente o transporte de 4gua, nutrientes e
sacarose, o que resulta em alteracdes na abertura dos estdmatos, e consequentemente na
fotossintese (Resende et al., 2012; Muller et al., 2011, Aldea et al., 2005).

Condutancia estomadtica e a transpiragao, assim como a fotossintese, de ambos os
genotipos infestados apresentaram funcgdes lineares negativas (Figura 6A, C e D; Tabela
3). Estes resultados sdo condizentes com as observacdes de Kerchev et al. (2012) que
descreveram o fechamento dos estomatos, redu¢do na transpiracdo e fotossintese e o
aumento da fotorespiracdo como as respostas classicas das plantas quando expostas ao
estresse bidtico e/ou abidtico.

Embora, a condutancia estomatica tenha reduzido significativamente ao longo
do tempo (Figura 6 D), a concentracdo de carbono interno ndo apresentou a mesma
tendéncia. Esta varidvel permaneceu constante durante o periodo da interagdo em ambos
0s gendtipos expostos ou nao ao ataque das ninfas (Tabela 3 e Figura 6 B). A média da
condutancia estomadtica foi sempre menor nos genétipos infestados. Entretanto, a média
da concentragdo do carbono interno nas plantas infestadas foi superior aos seus
respectivos controles. No genétipo Kawandang embora a média da concentracdo de
carbono interno tenha sido maior nas plantas infestadas ndo houve diferenca
significativa quando comparada ao seu controle (Tabela 4).

No genétipo suscetivel a concentracdo de carbono interno foi significativamente
superior ao seu respectivo controle (Tabela 4). Este mesmo comportamento foi também
observado por Delaney (2012), estudando a interacdo entre espirradeira (Nerium
oleander) com a lagarta das folhas (Spodoptera eridania). Uma possivel explicacdo para
este resultado pode ser explicada pelo fechamento dos estdbmatos que impediu que as
plantas eliminassem o CO, gerado durante a sua respiracdo, ficando este gds
concentrado na camara subestomatica e consequentemente elevando a sua concentracao.

A maior média de concentracdo do carbono interno observada nos genétipos
infestados sugere que a limitagdo da fotossintese estd relacionada com os fatores nao
estomdticos. Os fatores ndo estomdticos englobam reducdo na atividade de enzimas
fotossintéticas, reducdo na concentracdo de ATP, inibi¢do na assimilacdo de nitrato,

inducdo da senescéncia precoce, € mudancas na anatomia e ultraestrutura das folhas
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(Ghannoum, 2008). Heng-Moss et al. (2006), observaram que gramineas infestadas
com percevejo apresentaram uma reducdo significativa no rendimento da eficiéncia
fotoquimica do fotossistema II (PSII) e no transporte de elétrons fotossintéticos em
relacdo as plantas ndo infestadas 20 dias apds a interag@o. Esta reducio, na atividade das
enzimas fotossintéticas, resultou em uma reduc¢do de 66% na capacidade fotossintética
das plantas infestadas.

O resultado encontrado neste trabalho levanta duas hipéteses sobre a maior
concentracdo de CO, observada nas plantas expostas a interacdo com as ninfas. A
primeira € que o fechamento estomdtico impediu a liberacdo do CO, proveniente da
respiracdo da planta. A segunda é que o ataque das ninfas de M. fimbriolata pode ter
incitado alteragdes no aparato bioquimico das plantas de cana-de-agucar resultando em
uma baixa atividade e/ou na quantidade de enzimas envolvidas na atividade
fotossintética. Segundo Tang et al. (2006), a maior concentra¢do de carbono interno nas
plantas infestadas pode estar relacionada as alteracdes no PSIIL.

A constante suc¢do de seiva pelas ninfas das cigarrinhas das raizes gerou uma
reducdo na fotossintese liquida nas plantas de cana-de-agucar. Esta redugdo pode ser
explicada por alteracdes sofridas no PSII, sendo necessdria a realizacdo de trabalhos
complementares para confirmacdo ou ndo desta hip6tese. A senescéncia precoce das
plantas, que causou reduc@o no grau de esverdeamento das folhas, e o fechamento dos
estomatos foram fatores que influenciaram na reducdo da fotossintese observada neste
trabalho. A reducdo na fotossintese liquida € resultado da ocorréncia de alteracdes na
abertura dos estdomatos, reducdo no teor de clorofila, danos nos centros de reacdes
luminosas da fotossintese, redu¢do na quantidade e atividade das enzimas do ciclo de

Calvin (Ney et al., 2013).

4.3- Caracteristicas alométricas

No estudo das caracteristicas alométricas da parte aérea das plantas observou-se
que o ataque das ninfas resultou em uma estagnacdo de ganho de massa fresca ao longo
do tempo, em ambos os genétipos estudados (Figura 7A). Enquanto, nos tratamentos
controle houve aumento significativo nesta variavel (Figura 7A e Tabela 5). As ninfas
de Mahanarva fimbriolata se alimentam, preferencialmente da seiva do xilema (Garcia
et al., 2007), consequentemente, o transporte de dgua e nutrientes das raizes para as

folhas € prejudicado. Assim, as plantas tornam-se desidratadas e desnutridas, o que
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resulta em wuma estagnacdo na sua capacidade de acimulo de reservas, e
consequentemente aumento de peso. Tanto o gendtipo Kawandang quanto o SP813250
reduziram o seu crescimento em resposta ao estresse da deficiéncia hidrica, gerada pela
constante succdo da seiva xilemdtica pelas ninfas. Segundo Wilkinson & Davies (2010)
e Taiz & Zeiger (2013), reduzir o crescimento ¢ uma das respostas adotadas pelas
plantas quando expostas a deficiéncia hidrica.

Houve acimulo significativo de massa seca durante o periodo do experimento
para todos os tratamentos, exceto para o tratamento SP813250 infestado (Figura 7B e
Tabela 5). Embora o gendtipo Kawandang infestado tenha apresentado um aumento
significativo da massa seca da sua parte aérea, este acréscimo foi menor que o
observado no seu tratamento controle. A média de aumento da massa seca do genotipo
Kawadang infestado foi de 1.7 g enquanto, o seu controle apresentou um ganho médio
de 4.0 g no periodo de 30 dias. Neste mesmo periodo, o genétipo SP813250 infestado
teve um acréscimo médio, ndo significativo, de apenas 0.2 g enquanto, o seu controle
teve um aumento significativo de 2,1 g na sua massa seca. Estes resultados demonstram
que o ataque das ninfas causa perda na produtividade e afeta o desenvolvimento das
plantas. Os resultados obtidos contradiz o trabalho realizado por Zvereva e
colaboradores (2010) que concluiram que insetos sugadores de raiz ndo reduzem o

desempenho da planta.
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Figura 7- Acimulo de massa da parte aérea de dois gendtipos de cana-de-acticar em
interacdo ou ndo com ninfas de Mahanarva fimbriolata. A- Massa Fresca. B- Massa
Seca. SI e SNI- Gendtipo Suscetivel (SP813250) infestado e ndo, respectivamente; TI e
TNI- Genotipo tolerante (Kawadang) infestado e ndo, respectivamente.
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Tabela 5- Resumo da andlise de regressdo das varidveis morfoldgicas e alométricas.

Variaveis N SNI TI TNI

Bo B X Bo B X Bo B X Bo B X
Massa fresca 14.168 -0.139 11.06 9.621 0.226* 14.64 15.46 -0.005 15.35 10.90 0.324% 18.11
parte aérea
Massa seca parte 2.665 0.009 2.87 1.848 0.076* 3.53 2.974 0.069* 4.52 1.942 0.139% 5.05
aérea
Massa fresca raiz 6.276 0.096* 8.41 5.726 0.124* 8.49 6.966 0.002 7.01 6.154 0.039 7.02
Massa seca raiz 0.960 0.025* 1.51 1.074 0.018 1.47 1.201 0.011 1.45 1.029 0.019% 1.46
Relacdo 0.377 0.007* 0.53 0.574 -0.005 0.45 0.436 -0.003 0.36 0.430 -0.004 0.32
raiz/parte aerea
Relacdo 0.273 0.003* 0.34 0.355 -0.002 0.31 0.286 -0.001 0.25 0.294 -0.002 0.24
raiz/planta inteira

X- Média, SI- Suscetivel infestado, SNI- Suscetivel nao infestado, TI- Tolerante
infestado, TNI- Tolerante ndo infestado. ; e By — Coeficientes de regressao, segundo o
modelo de uma regressdo linear simples. A estimativa de ; seguido de * apresenta
diferenca significativa pelo teste F ao nivel de 5% de probabilidade.

A reducgdo no acimulo de massa seca, do gendtipo Kawandang foi de 57.5%, o
que € um valor proximo a reducdo observado na sua taxa fotossintética, que foi de
42.79% apo6s 37 dias em interacdo com as ninfas. O genétipo SP813250 apresentou uma
reducdo de 90.5% no acimulo de massa seca, a redu¢do na sua taxa fotossintética
liquida no final do experimento foi de quase 80%. Segundo Huang et al. (2013), a
injuria causada pelo ataque do herbivoro apresenta um efeito indireto no taxa de
crescimento e no desempenho da planta hospedeira, devido ao fato do inseto provocar
uma redu¢do na taxa fotossintética liquida (Huang et al., 2013).

A exposicdo das plantas ao ataque das ninfas da cigarrinha das raizes resultou
em um menor grau de esverdeamento das folhas, consequéncia da senescéncia precoce
das folhas e de danos no aparato fotossintético. Com uma menor taxa fotossintética, as
plantas acumularam menos reservas e consequentemente, ocorreu uma paralisacdo e/ou
redu¢do no aumento da massa fresca e seca. Segundo Dinardo-Miranda (2005), quando
exposta ao ataque das ninfas além de ndo haver acimulo de actcar, os colmos
apresentam-se desnutridos e desidratados, secando do topo para a base. Com isto, os
colmos se tornam menores, mais finos, atrofiados, com os entrends mais curtos, com
perda de sacarose e aumento do teor de fibra (Dinardo-Miranda, 2005; Mendonga &
Mendonga,2005). As plantas podem reduzir e/ou inibir o seu crescimento como uma
forma de economizar e redistribuir os recursos que podem tornar-se escassos em

condic¢do de extremo estresse (Skirycz & Inzé, 2010).
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O gendtipo tolerante ndo sofreu alteracdes significativas ao longo do tempo, no
peso fresco de suas raizes, ndo havendo diferenca entre o tratamento controle e o
tratamento em interacdo com as ninfas (Figura 8 A). O gendtipo suscetivel apresentou
um aumento significativo nesta varidvel tanto no tratamento controle quanto no
tratamento infestado (Figura 8A e tabela 5). A massa seca da raiz apresentou aumento
significativo nos tratamentos controle do gendtipo tolerante e no gendtipo suscetivel
infestado. Os tratamentos controle do gendtipo suscetivel e tolerante infestado ndo
apresentaram diferencas significativas ao longo do tempo estudado (Figura 8B e tabela
5). O ataque das ninfas resulta em morte das raizes gerando um desequilibrio na sua
morfofisiologia (Garcia et al, 2007), assim, as plantas tem a absor¢do de 4gua e
nutrientes comprometidos. O aumento na produgdo de raizes, no genétipo suscetivel, é
um indicativo que a variedade SP813250, ao contrario do genétipo tolerante, durante o
ataque investiu na producdo de raizes, visando aumentar a sua aérea de absorcdo de

dgua e nutrientes.
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Figura 8- Acimulo de massa de raiz em dois gen6tipos de cana-de-acticar em interacao
ou ndo com ninfas de Mahanarva fimbriolata. A- Massa Fresca. B- Massa Seca. SI e
SNI- Genoétipo Suscetivel (SP813250) infestado e ndo, respectivamente; T1 e TNI-
Gendtipo tolerante (Kawadang) infestado e ndo, respectivamente.

A relacdo raiz/parte aérea e raiz/planta inteira ndo diferiram significativamente
durante o periodo da interacdo analisado para os tratamentos tolerante infestado, e os
tratamentos controles (Figura 9). O tratamento suscetivel infestado apresentou um
aumento das relacdes ao longo do tempo estudado. O tratamento tolerante infestado
apresentou maior relagdo raiz/parte aérea e raiz/planta inteira que o seu respectivo

controle. Estes resultados reforcam ao encontrado anteriormente sendo um indicativo
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que o ataque das ninfas resulta em menor acimulo de massa fresca e seca, que significa

perda em produtividade.
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Figura 9- Relacdo Raiz/Planta Inteira e Raiz/Parte Aérea de gendtipos de cana-de-
acucar quando expostos ou ndo & interacdo com ninfas de Mahanarva fimbriolata. A-
Relacdo Raiz/Planta Inteira. B- Relacdo Raiz/Parte Aerea. SI e SNI- Geno6tipo
Suscetivel (SP813250) infestado e ndo, respectivamente; T1 e TNI- Genétipo tolerante
(Kawadang) infestado e ndo, respectivamente.
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4.4- Caracteristicas histoquimicas e anatomicas

Os testes para presencga de fendis (dado ndo apresentado) e taninos (Figura 10 B)
deram negativos, portanto, ndo sdo estes os compostos responsdveis pela defesa das
plantas de cana-de-acgucar ao ataque das ninfas da cigarrinha das raizes. O teste
histoquimico detectou uma camada de lignina na exoderme e endoderme (Figura 10A,
C e D) de ambos os genétipos.

O genoétipo SP813250, independentemente, de estar ou nao exposto 4 interagdo
com as ninfas apresentou presenca de aerénquima no seu cortex (Figura 12). A
ocorréncia do aerénquima foi limitada apenas a regido cortical. As células da epiderme,
exoderme e o cilindro esclerenquimatoso apresentavam-se intactas e lignificadas. A
formacdo de aerénquima € induzida por fatores ambientais como defici€ncia nutricional
(Siyiannis et al., 2012), alagamento (Xu et al., 2013), densidade do solo e temperatura
(Bouranis et al., 2007), assim como, niveis de etileno elevado (Yin et al., 2013).
Entretanto, Leite (2013) estudando a presenca de aerénquima em raiz de cana-de-acticar
observou que esta caracteristica ocorre independentemente dos fatores ambientais

externos, sendo sua formacdo constitutiva.
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Figura 10- Sessdes transversais de raiz de cana-de-agicar. A- Gendtipo tolerante
(Kawadang) infestado. B- Kawadang ndo infestado. C- Gendtipo suscetivel (SP813250)
nao infestada. D- SP813250 infestado. Cortex (CO), cilindro vascular (CV), exoderme
(ex), endoderme (en), epiderme (ep), aerénquima (ae), xilema (X), floema (F). Observar
a presenca de aerénquima no cértex do gendtipo suscetivel C e D. Notar a presenca de
lignina, corada em vermelho, na exoderme A, C e D, e na endoderme D.

A presenca do aerénquima nas células do cortex do genétipo suscetivel atua
como um agente facilitador para que os estiletes das ninfas atinjam o cilindro vascular
plantas, uma vez que, o estilete conseguindo vencer a barreira imposta pela camada de
lignina, ndo encontra nenhum outro obsticulo para atravessar o cortex. Segundo
Thimmaiah et al. (1994), a suscetibilidade de genétipos de algoddo ao ataque de pulgio
estd diretamente relacionada a menor compactacio dos tecidos. Segundo estes
pesquisadores, a menor compactacdo fornece espagos intercelulares que facilita o
estilete do pulgdo atingir o floema. Na auséncia do aerénquima o estilete tem que
perfurar vérias células até atingir o xilema e/ou floema. E sabido que a parede celular
atua como uma defesa direta das plantas, assim como a suberina, calose e a cuticula. A
parede celular é uma barreira fisica que impede a entrada de patdgenos e/ou artrépodes
nos seus tecidos. A lignina é considerada substdncia resistente aos patdgenos, pois
dificulta sua colonizagdo. Porém, isso ndo inviabiliza o acesso dos patdgenos ao interior

das plantas (Silva et al., 2005).
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Tecidos parenquimdticos podem exibir resisténcia aos patdgenos, mesmo sem
apresentar lignificagdo. A resisténcia nesse caso € atribuida a organizacdo e as
caracteristicas das células (Silva et al., 2005). No gendtipo tolerante as células
parenquimadticas eram compactas, ou contrdrio, do gendtipo suscetivel. As raizes do
gendtipo Kawadang eram mais densas que a do gendtipo SP813250 (dados ndo
apresentados). A maior densidade pode ser considerada como resultado da melhor
aglomeracdo e organizacdo das células do parénquima cortical, que também pode atuar
como uma barreira que dificultou o acesso dos estiletes das ninfas ao xilema. Assim, a
alta taxa de mortalidade das ninfas de primeiro instar observada no genotipo Kawadang,
ocorreu devido organizacdo e compactacdo das células do coértex que atuou como uma
barreira defensiva das plantas.

A barreira imposta pela compactacdo das células impediu/dificultou o acesso do
estilete das ninfas ao cilindro vascular, o que reduziu a viruléncia do inseto, e fez com
que a planta tolerasse a interacdo com as ninfas. Este resultado colabora com os
encontrados por Thimmaiah et al. (1994) que também detectaram células mais densas e
compactas nos genotipos resistentes de algoddo ao ataque do pulgdo. Segundo estes
pesquisadores, células densas e compactas dificultam o acesso do estilete do pulgdo ao
floema e, portanto, poderia ser um dos fatores responsdveis pela resisténcia da planta

hospedeira.

5- CONCLUSOES:

. A avaliacdo das caracteristicas fisioldgicas permitiu descriminar o genétipo
tolerante do genétipo suscetivel ao ataque das ninfas da cigarrinha das raizes.

. A morfologia de ambos os genodtipos sofreram modificacdes apOs a exposi¢ao
das plantas ao ataque das ninfas. Entretanto, os danos morfolégicos apresentados pelo
gen6tipo SP813250 foram mais evidentes.

. As caracteristicas alométricas indicaram que o ataque das ninfas causa perda na
produtividade e afeta o desenvolvimento das plantas. Entretanto, as perdas sdo maiores
no gendtipo suscetivel.

. A andlise da anatomia das plantas permitiu separar o gendtipo tolerante do
suscetivel ao ataque das ninfas. A melhor performance do genétipo Kawandang pode

ser explicada pela organizacdo das suas células parenquimaticas que sdo compactas e
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densas atuando como uma barreira que dificulta o acesso dos estiletes das ninfas ao
xilema.

. Os resultados encontrados neste estudo demonstraram a robustez do genétipo
tolerante em responder ao ataque das ninfas de M. fimbriolata.

° A avaliacdo das caracteristicas morfofisiologicas, alométricas e anatomicas sao
ferramentas que podem auxiliar o programa de melhoramento da cana-de-acticar na

selecdo de variedades tolerantes a ninfas de cigarrinha-das-raizes.
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