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RESUMO

DINIZ, Mariana Beatriz Teixeira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2023. Avaliagao da resisténcia da cana-de-agucar frente a praga broca da cana
(Diatraea saccharalis) utilizando andlises cromatografica e modelos
quimiométricos de classificagao a partir de dados espectroscépicos.
Orientadora: Maria Eliana Lopes Ribeiro de Queiroz. Coorientadores: Marcio Henrique
Pereira Barbosa e Reinaldo Francisco Tedfilo.

Desde sua adaptagcdao em solo brasileiro, a cana-de-acucar sempre foi parte da
economia do pais, chegando a produzir mais de meio bilhdo de toneladas por safra
nos ultimos anos. Apesar de ser uma cultura bem estabelecida nas nossas condigdes
climaticas, seu cultivo pode ser afetado por diversos fatores, sendo um deles a
infestacdo de pragas como as larvas da mariposa Diatraea saccharalis (broca da
cana). Entretanto, alguns genotipos desenvolvidos com melhoramento genético
apresentam resisténcia ao ataque da broca. Neste trabalho, foi feita a identificacdo de
28 compostos presentes na cera de folhas de cana-de-agucar e um dos compostos
identificados (friedelina) foi quantificado. Os teores de friedelina se mostraram
diferentes na maioria dos genoétipos resistentes e suscetiveis. Os gendtipos
resistentes apresentaram teores de friedelina superiores a 0,35 g em 100 g de cera,
com excecgao de dois gendtipos que apresentaram concentragdes de friedelina abaixo
desse valor. Nos gendtipos suscetiveis, o teor de friedelina observado foi inferior a
0,26 g a cada 100 g de cera, ou ndo foram detectados. Neste trabalho, também foi
desenvolvido um modelo de classificagdo, quanto a resisténcia dos gendtipos com
base em espectros de infravermelho préximo obtidos das folhas da cana-de-agucar.
Para isso, foi utilizado o método quimiométrico de quadrados minimos parciais para
analise discriminante (Partial Least Squares Discriminant Analysis, PLS-DA)
juntamente com um método de sele¢ao de variaveis chamado “Selegao de Preditores
Ordenados” (OPS). O modelo desenvolvido foi capaz de classificar corretamente os
genotipos resistentes e suscetiveis com 11 meses apos o plantio em campo, sendo
sua principal vantagem nao necessitar de etapas de preparo de amostra e ser um
método ndo destrutivo. Além disso, também foi feito um bioensaio com larvas da broca
da cana, onde foi oferecida uma dieta contaminada com concentragdes compativeis

de friedelina encontradas na cera das folhas da cana. Este ensaio foi realizado para



investigar se as concentragdes de friedelina que foram encontradas eram
responsaveis pela resisténcia exibida por alguns gendtipos. As larvas foram
acompanhadas durante sete dias e a maior taxa de mortalidade observada foi de
62,5%. Além disso, também foi observado um déficit de desenvolvimento nas larvas
que ingeriram a dieta contaminada com friedelina em relagdo ao grupo de controle.
Com isso, foi possivel concluir que a friedelina faz parte do mecanismo de resisténcia

desses genotipos, embora possa n&o ser o unico.

Palavras-chave: Cromatografia gasosa. Quimiometria. Cana-de-agucar. Broca da

cana. Friedelina.



ABSTRACT

DINIZ, Mariana Beatriz Teixeira, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2023. Evaluation of sugarcane resistance against the sugarcane borer pest
(Diatraea saccharalis) using chromatographic analyzes and chemometric
classification models based on spectroscopic. Adviser: Maria Eliana Lopes Ribeiro
de Queiroz. Co-advisers: Marcio Henrique Pereira Barbosa and Reinaldo Francisco
Tedfilo

Since its adaptation on Brazilian soil, sugarcane has always been part of the country's
economy, producing more than half billion tons per harvest in recent years. Despite
being a well-established crop in the territory, its cultivation can be affected by several
factors, one of which is the infestation of pests such as larvae of the moth Diatraea
saccharalis (sugarcane borer). However, some genotypes developed with genetic
improvement show resistance to the borer attack. In this work, 28 compounds present
in sugarcane leaf wax were identified and one of the identified compounds (friedelin)
was quantified. Friedelin levels were different in most resistant and susceptible
genotypes. Resistant genotypes had friedelin levels greater than 0.35 g in 100 g of
wax, with the exception of two genotypes that had friedelin concentrations below this
value. In susceptible genotypes, the friedelin content observed was less than 0.26 g
per 100 g of wax, or it was not detected. In this work, a classification model was also
developed regarding the resistance of genotypes based on near infrared spectra
obtained from sugarcane leaves. For this purpose, the partial least squares
chemometric method for discriminant analysis (Partial Least Squares Discriminant
Analysis, PLS-DA) was used together with a variable selection method called “Ordered
Predictor Selection” (OPS). The developed model was able to correctly classify
resistant and susceptible genotypes 11 months after field planting, with its main
advantage not requiring sample preparation steps and being a non-destructive
method. In addition, a bioassay was also carried out with sugarcane borer larvae,
where a diet contaminated with compatible concentrations of friedelin found in the wax
of sugarcane leaves was offered. This assay was performed to investigate whether the
friedelin concentrations that were found were responsible for the resistance exhibited
by some genotypes. Larvae were monitored for seven days, and the highest mortality
rate observed was 62.5%. In addition, a development deficit was also observed in the
larvae that ingested the diet contaminated with friedelin in relation to the control group.



Thus, it was possible to conclude that friedelin is part of the resistance mechanism of

these genotypes, although it may not be the only one.

Keywords: Gas chromatography. Chemometrics. Sugarcane. Sugarcane borer.
Friedelin.
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INTRODUGAO GERAL

A cana-de-acucar faz parte do grupo das gramineas, sendo original da Asia e
Oceania, e foi introduzida na flora brasileira por volta do século XVI. Com o passar
dos séculos se tornou um dos produtos essenciais na economia do pais com produgao
superior a 620 milhdes de toneladas ao ano (CAVALCANTE, 2011; COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2019).

Apesar da boa adaptagéo em solo brasileiro, a produgao da cana depende de
alguns fatores como irrigacdo e clima, bem como a presenca de insetos nas
plantacdes. No Brasil, cerca de 20% das perdas na produgao se devem a infestacao
de pragas. Uma das pragas que podem atacar os canaviais € a larva da mariposa
Diatraea saccharalis, popularmente conhecida como broca da cana. Apos a postura e
eclosao dos ovos, as larvas penetram no caule podendo causar desde perda de peso
da planta até mesmo a morte de plantas mais jovens (FERRY, EDWARDS, et al.,
2004; DINARDO-MIRANDA, ANJOS, et al., 2012; CHEAVEGATTI-GIANOTTO,
ABREU, et al., 2011).

Uma das formas de evitar perdas de rendimento nas lavouras € empregar
gendtipos que apresentem alta produgao de agucar e maior resisténcia ao ataque de
insetos (MORAIS, CURSI, et al., 2015). O melhoramento genético busca desenvolver
genotipos com as qualidades citadas e para avaliar o sucesso do desenvolvimento,
0S Novos gendtipos devem ser plantados em campo e apds o crescimento das plantas,
é feita a infestacdo com a espécie de praga que se queira estudar. Esses gendtipos
sao colhidos e avaliados tanto em relacao a sua resisténcia ao ataque, quanto ao teor
de acucar e fibras. Nota-se que a avaliagdo da resisténcia desses gendtipos demanda
pelo menos o tempo correspondente ao amadurecimento dessas plantas além da
remogao das mesmas do local de plantio (PURCELL, LEONARD, et al., 2005).
Portanto, o desenvolvimento de métodos nao destrutivos capazes de prever a
resisténcia da planta logo no inicio do plantio auxiliariam os pesquisadores a

identificarem precocemente os genétipos que apresentam maior resisténcia a praga.

Métodos espectroscopicos de analises no infravermelho proximo (NIR) seriam

uma alternativa interessante, pois as medidas de absorcdo podem ser feitas



17

diretamente nas folhas da cana, sem a necessidade de remogao das plantas e com
um minimo preparo das amostras (CALIARI, BARBOSA, et al., 2017). Logo, este
método ndo destrutivo, além de ser eficaz, simples e barato, permitiria o uso de
equipamentos portateis que poderiam ser levados a campo sem a necessidade de
colheita da planta ou de suas partes. Os dados obtidos para as diferentes amostras
de cana-de-agucar podem ser tratados por métodos quimiométricos que permitem a

identificacdo de gendtipos resistentes e susceptiveis.

O uso de métodos quimiométricos, como os modelos de classificagéo utilizando
quadrados minimos parciais para analise discriminante (Partial Least Squares
Discriminant Analysis, PLS-DA), € uma alternativa para avaliar a resisténcia dessas
plantas frente ao ataque da broca da cana. Como PLS-DA é capaz de separar dados
em grupos e prever em qual grupo um determinado resultado se encaixa, ha a
possibilidade de identificacdo dos gendtipos resistentes e susceptiveis (NUNES,
BRAGA, et al., 2010).

Além disso, a cera produzida pela cana-de-agucar, cuja funcéo ¢é
impermeabilizar a superficie das folhas e caule também pode ser estudada com a
finalidade de identificar gendtipos mais resistentes. De modo geral essa cera é
constituida de aldeidos, alcoois, acidos graxos e hidrocarbonetos, cujas
concentragdes variam de um genétipo para outro (LAMBERTON e REDCLIFFE, 1960;
FERREIRA, DEMUNER, et al., 2005). Sendo assim, ha a possibilidade de tal variagédo
esteja relacionada a resisténcia observada em determinados gendtipos (KOCH e
ENSIKAT, 2008; EIGENBRODE e ESPELIE, 1995).

Para averiguar essa hipotese, o primeiro passo foi extrair a cera da cana, o que
pode ser feito a partir de uma extragéo sélido-liquido convencional (PORTO, 2018).
Depois de extraidos, os componentes da cera podem ser determinados utilizando um
cromatografo a gas acoplado a um espectrémetro de massas (GC-MS) que permite
separar, identificar e quantificar os compostos presentes na cera (LISEC, SCHAUER,
et al., 2006). Os dados obtidos com essas analises também podem ser tratados por
métodos quimiométricos, como o PLS-DA, com o objetivo de relacionar os resultados
com as caracteristicas dos gendtipos estudados (TORAMAN, ABRAHAMSSON, et al.,
2018; SZYMANSKA, SACCENTI, et al., 2012).
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Apos a identificagdo dos compostos que possivelmente sao responsaveis pela
resisténcia dos gendtipos frente ao ataque da broca, é necessario realizar um
bioensaio a fim de confirmar os resultados observados. Nesta etapa, as larvas da
broca sao alimentadas com dieta adequada para a sua espécie. Para parte desses
individuos (populagao teste) deve-se oferecer alimentagdo contaminada com os
constituintes da cera identificados nos genodtipos resistentes, em diferentes
concentragcdes. Sendo que a proporgao de individuos pertencentes a populacio teste
deve ser adequada para o numero e concentracdo de compostos estudados. Os
demais individuos (populagdao de controle) recebem apenas a dieta original, sem
adicao de outros componentes. Um acompanhamento periddico deve ser realizado
para verificar a mortalidade das larvas submetidas a cada tipo de alimentacdo. Uma
vez que a mortalidade da populagdo teste seja superior aquela apresentada pela
populagdo de controle, o composto em questdo é atestado como responsavel pela

resisténcia da planta e mortalidade ou subdesenvolvimento da praga (MENA, 2010).
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1.1. Cana-de-agucar

A cana-de-agucar é uma planta pertencente ao grupo das gramineas, que faz
parte da familia Poaceae, composta por angiospermas monocotiledéneas, oriunda da
india. A difusdo da cana na costa do Mar Mediterraneo e do Oceano indico ocorreu
gragas aos arabes e aos chineses, chegando posteriormente a Europa por volta do
século VIII (CRONQUIST, 1981; RODRIGUES e ROSS, 2020).

O cultivo da cana-de-agucar esta intimamente relacionado ao crescimento e a
histéria do Brasil, ja que poucas décadas apds a chegada dos portugueses foram
construidos engenhos de agucar na nova colbénia, sendo o primeiro deles na entao
Capitania de S&o Vicente, onde hoje situa-se o estado de Sdo Paulo (SCHWARTZ,
1988).

A cana adaptou-se muito bem em solo brasileiro e desde entao a produg¢ao tem
aumentado. O cultivo da cana-de-agucar, que comegou com o engenho de Martim
Afonso de Sousa se tornou um dos produtos essenciais na economia do pais
chegando a 568,4 milhdes de toneladas na safra 2021/22 podendo produzir 24,8
bilhdes de litros de etanol e 33,9 milhdes de toneladas de agucar (PILETTI, 1996;
FERREIRA, 1996; COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2021).

Para chegar a esse alto nivel de produgido, os programas de melhoramento
genético foram indispensaveis nas ultimas décadas, ja que determinadas variedades
nao apresentam caracteristicas apreciaveis a industria. Somente a RIDESA (Rede
Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético) desenvolveu 75
cultivares melhorados geneticamente desde 1990. Atualmente essas variedades
desenvolvidas correspondem a 68% de toda area plantada no pais (BARBOSA,
RESENDE, et al, 2012). Os programas de melhoramento genético avaliam
variedades de cana-de-agucar visando uma boa adaptabilidade da planta, alto teor de
sacarose, tolerancia as pragas e doencgas além de caracteristicas adequadas de fibra
para moagem, a fim de melhorar o rendimento de agucar e etanol produzidos. Um dos
hibridos desenvolvidos por exemplo, combina o alto teor de acucar da variedade

Saccharum officinarum L. com a resisténcia da Saccharum spontaneum L. a doengas,
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resultando em plantas com colmos mais suculentos e mais resistentes, diminuindo as
perdas nas colheitas (Sugarcane (Saccharum X officinarum): A Reference Study for

the Regulation of Genetically Modified Cultivars in Brazil, 2011).

Porém nao é so6 a variedade da cana que afeta a producéao ja que o plantio no
campo expde essas plantas a fatores de stress como alteragdes climaticas, doengas
e ataque de pragas. Um dos insetos que atacam as plantagdes de cana-de-agucar

sao as larvas da mariposa Diatraea saccharalis conhecida como broca da cana.

1.1.2. Broca da cana

A broca da cana € uma espécie de mariposa nativa da regido da América
central que também pode ser encontrada nas regides mais quentes da ameérica do sul.
Segundo Quintana-Mufiz & Walker (QUINTANA-MUNIZ e WALKER, 1970), as

culturas mais atrativas para a oviposi¢céo sao o milho, a cana-de-agucar e o sorgo.

Os individuos adultos desta espécie possuem coloracdo marrom-amarelada
(Figura 1), sendo que os machos podem chegar a 28 mm e as fémeas até 39 mm.
Esses artropodes apresentam habitos noturnos, permanecendo escondidos durante
os horarios de maior incidéncia solar (MAPA - MINISTERIO DA AGRICULTURA,
PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2007).

Figura 1: Individuos adultos da espécie Diatraea saccharalis (AGROLINK).

ApOs o acasalamento, as fémeas da mariposa da espécie Diatraea saccharalis

depositam os seus ovos nas folhas da cana-de-agucar e em cerca de 4 dias as larvas
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eclodem e passam a se alimentar do parénquima das folhas e consequentemente da
cera presente nas mesmas. Com cerca de 15 dias, as larvas sdo capazes de furar e

penetrar nos caules abrindo buracos e galerias (GALLO, NAKANO, et al., 2002).

Os danos diretos causados pela broca sdo a quebra do caule, brotacbes e
raizes laterais. Porém, também ocorrem danos indiretos como reducdo do teor de
agucar no caule e aumento do teor de fibra, associados a doenga da podridao
vermelha, ilustrada na Figura 2. Essa doenga ocorre devido a entrada de
microrganismos oportunistas como os fungos Fusarium moniliforme e Colletotrichum
falcatum (LESLIE, 2004).

Figura 2: Comparagéo de um caule da cana saudavel e um caule atacado pela
broca, apresentando formacao de galerias e contaminagéo de fungos oportunistas,
levando a doencga da podridao vermelha (COMPANHIA NACIONAL DE
ABASTECIMENTO, 2018).

Com a expanséao da area cultivada, os niveis de infestagao tém crescido nos
ultimos anos. Outro fator que contribui para esse aumento nas infestagdes € a maior
utilizacao da colheita mecanizada de plantagdes ndo queimadas. Essa mudanca vem
ocorrendo devido a pressdes ambientais contra a queima, principalmente nas
proximidades de areas urbanas (EGGLESTON, ANTOINE, et al., 2014). Em fungao
disso, a conclusao do ciclo biolégico do inseto é facilitada, assim como o consequente

aumento de sua populagao.
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Para controlar a populagdo de broca da cana nas plantagbes, uma alternativa
utilizada é a liberagcdo em massa de parasitoides larvais, como as vespas Cotesia
flavipes. Entretanto esse controle biologico apresenta algumas desvantagens, como
por exemplo o alto custo da amostragem e monitoramento das populagdes da broca,
necessaria para indicar a quantidade de vespas a serem utilizadas e ainda o fato de
o controle populacional realizado pelas vespas apresentarem eficacia moderada
(GITAHY, SOUZA, et al., 2007). Sendo assim, a resisténcia natural apresentada por

certos genotipos € uma estratégia importante no manejo dessa cultura.

Essa resisténcia pode estar associada a cera epicuticular, caracteristica da
cana-de-agucar que pode ser encontrada revestindo as folhas e o caule da planta,
composta por hidrocarbonetos de cadeia longa, acidos graxos, aldeidos,
triterpendides, entre outros (PURCELL, O'SHEA e KOKOT, 2009; ASIKIN,
TAKAHASHI, et al., 2012). A principal fungao da cera é criar uma barreira protetora
contra a perda de agua por evaporagao e transpiragao excessiva, porém ha indicios
de que esse componente natural da cana também esta relacionado a resisténcia
observada em alguns genétipos (DOMINGUEZ, HEREDIA, et al., 1998). Em um
estudo realizado em 1996 observou-se que gendtipos cujas ceras continham maiores
proporgdes de triacontanol e triacontanal em relacdo aos demais componentes
apresentaram maior resisténcia frente a broca da cana (RUTHERFORD e STADEN,
1996). Mais recentemente também foi observado que um dos triterpenos encontrados
na cera da cana-de-agucar, a friedelina (Figura 3), estava relacionada aos gendétipos
resistentes (WARTHA, PORTO, et al., 2022).

’, //////
/////

Figura 3: Estrutura do triterpeno friedelina, encontrado em genétipos resistentes em
estudos anteriores.
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A friedelina é um triterpeno pentaciclico que faz parte dos metabdlitos
secundarios de algumas plantas como o “capim marandu”, uma espécie nativa da
regido amazonica e ja foi observado em rejeitos de cana-de-agucar (ROBERTS, 2007;
SANTOS, FILHO, et al., 2006; ATTARD, MCELROQY, et al., 2015). Estudos anteriores
mostraram que a friedelina inibe 0 comportamento alimentar em insetos da mesma
ordem da broca da cana, como larvas da espécie Spodoptera littoralis, levando a um
consumo de alimentos reduzidos (MOITEIRO, CURTO, et al., 2006).

Porém, para melhor aproveitar essa resisténcia natural que certos genotipos
tém, € necessario que se faga a determinagdo dos compostos citados a partir, por
exemplo, de analises cromatograficas e espectroscopicas que, por sua vez, podem

ser aliadas a quimiometria.

1.2. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

Uma das formas mais utilizadas de cromatografia nos ultimos anos € a
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Este tipo de técnica alia
o alto poder de separagcdo da cromatografia gasosa com a identificagdo dos
compostos, oferecida pela espectrometria de massas. A cromatografia gasosa pode
ser utilizada, por exemplo, para determinar componentes majoritarios de oleos
essenciais que possuem atividade antimicrobiana (SOUZA, PENTEADO, et al., 2019),
identificar metabdlitos de raizes que possuem atividade anti-inflamatoria (WONG,
CHANG, et al., 2011), quantificar certos compostos que atestam a qualidade de 6leos

vegetais (LIMA, SILVA, et al., 2020), entre outros usos diversos.

Entretanto, essa técnica cromatografica permite a separagdo apenas de
compostos volateis ou volatilizaveis presentes nas amostras. Sendo assim, na maioria
dos casos é necessario um preparo de amostra cuidadoso, para garantir que somente
compostos volateis sejam injetados no cromatégrafo. Para este fim, pode-se empregar
técnicas de extragao como por exemplo, se a amostra for sdlida, a extragao solido-
liquido. Essa técnica é utilizada quando o analito presente em uma matriz sélida, pode
ser extraido seletivamente com o uso de um solvente organico que seja adequado

para injegao em cromatégrafo a gas (HARRIS, 2015).

Outra técnica que permite a extragdo de compostos volateis presentes em

amostras sélidas é a micro-extragdo em fase sélida com amostragem por headspace.
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Nessa técnica é utilizado uma fibra extratora, geralmente feita de silica fundida, que
pode ser recoberta por uma fase polimérica liquida ou sdélida, a qual é capaz de
adsorver o analito de interesse. Essa fibra € introduzida no frasco de amostragem
ficando suspensa sobre a amostra (headspace) e permanecendo por um determinado
tempo enquanto adsorve os compostos volateis. O frasco de amostragem pode ser
aquecido antes ou durante a extragao para facilitar a volatilizagao do analito. Ao final
desta etapa, a fibra € removida do frasco e introduzida diretamente no injetor do
cromatografo a gas, onde é aquecida, e os analitos sdo dessorvidos e injetados na
coluna cromatografica (ARTHUR e PAWLISZYN, 1990).

Além disso, outro ponto chave para as analises cromatograficas em fase
gasosa é o ponto de ebulicdo dos compostos a serem determinados. Compostos cujos
pontos de ebulicdo sao proximos ou superiores a temperatura maxima de operacao
do instrumento podem condensar dentro da coluna diminuindo sua vida util. Nesses
casos, uma alternativa € derivatizar a amostra, convertendo os grupos de baixa
volatilidade dos compostos, como os grupos carboxilicos, em grupos mais volateis,
como os trimetilsilil-ésteres (SOUSA, ROCHA e ROCHA, 2013).

Um exemplo em que esse tipo de preparo de amostra deve ser empregado, é
justamente na determinacdo de compostos presentes na cera da cana-de-agucar.
Esse tipo de amostra apresenta varios compostos com cadeia carbdnica grande, que
pertencem, por exemplo, a classe dos alcoois e dos acidos graxos, os quais
apresentam pontos de ebulicdo proximos a temperatura maxima operacional do
cromatoégrafo a gas. Portanto uma alternativa para analisar essas amostras € a
derivatizagcdo desses compostos adicionando um grupo trimetilsilil € diminuindo assim
o ponto de ebulicdo desses compostos (PURCELL, LEONARD, et al., 2005).

1.3. Espectroscopia no infravermelho préximo — NIR

A espectroscopia de um modo geral estuda a interacdo da radiagao
eletromagnética com a matéria. No caso da espectroscopia no infravermelho préximo,
o estudo baseia-se na interacdo da radiacido compreendida na faixa de 12800 a 4000
cm-! (750 a 2500 nm) com a matéria, sendo que a energia proveniente desta radiagao
€ capaz de promover alteracdes no estado vibracional das ligagdes moleculares
(SKOOG, WEST, et al., 2006).



26

Essas vibragdes estao relacionadas ao momento dipolar das moléculas, desta
forma, compostos organicos que apresentam ligagdes quimicas entre atomos de
hidrogénio e outros atomos, certamente mais eletronegativos, sdo predominantes nos
espectros de infravermelho proximo. Devido a quantidade de ligagdes que apresentam
essa caracteristica em uma mesma molécula, os espectros de NIR se tornam
complexos e aparentam nao oferecer muitas informag¢des em um primeiro momento.
Além disso, um espectro de NIR geralmente apresenta bandas largas que podem se
sobrepor dificultando ainda mais a interpretacdo dos resultados (SOUZA,
BREITKREITZ, et al., 2013). Entretanto, com o emprego de métodos quimiométricos
de analise multivariada, os resultados obtidos com a espectroscopia NIR podem ser
mais facilmente interpretados ja que ndo € necessario que o analista avalie cada
banda separadamente (PASQUINI, 2003; DRENNEN, KRAEMER e LODDER, 1991).

Uma das aplicagdes da combinagao entre a espectroscopia no infravermelho
préximo e a quimiometria, € a deteccado e quantificagdo de adulteragao em dleo de
oliva (CHRISTY, KASEMSUMRAN, et al., 2004; VIEIRA, ASSIS, et al., 2021). Essa
técnica pode ser usada ainda na identificacdo de drogas ilicitas como por exemplo
tablets de ecstasy (SONDERMANN e KOVAR, 1999) e para atestar a autenticidade
de medicamentos (VREDENBREGT, BLOK-TIP, et al., 2006).

1.4. Quimiometria

Nos ultimos 50 anos o avango tecnolégico em relagdo aos instrumentos
utilizados nas pesquisas cientificas gerou uma mudancga drastica na quantidade de
dados obtidos apds as analises. Um espectro digitalizado, por exemplo, pode chegar
facilmente a 2 mil valores de comprimentos de onda. Porém, esses dados por si s6
podem nao apresentar significado quimico de interpretagdo imediata. Nesses casos,
€ necessario que estes dados sejam transformados e interpretados adequadamente.
A partir deste tipo de problema e dos avangcos nas areas de estatistica e
computacional, que levou a utilizacdo de computadores dentro dos laboratérios por
volta da década de 70, surgiu entdo a quimiometria (FERREIRA, 2015).

A quimiometria utiliza métodos matematicos, estatisticos e computacionais com
a intengdo de fazer previsbes em conjuntos de dados, investigar, interpretar e
classificar, sendo as principais areas o design de experimentos, reconhecimento de
padrdées e andlise multivariada (SOUZA e POPPI, 2012; NETO, SCARMINIO e
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BRUNS, 2006). Uma das vantagens de se utilizar esses métodos quimiométricos € a
diminuicdo do tempo de anélise com a criacdo de rotinas automaticas em softwares
compativeis, além de reduzir os impactos ambientais das analises quimicas ja que é
possivel utilizar técnicas espectroscopicas nao invasivas, evitando por exemplo o uso
de solventes orgéanicos (PORTO, 2018).

1.4.1. Reconhecimento de padrdes

De modo geral, os dados quimicos podem ser um conjunto de compostos, de
amostras analiticas, de espectros ou de cromatogramas, que por sua vez S&o
descritos por um determinado numero de variaveis. No caso de um cromatograma,
por exemplo, as variaveis podem ser a altura ou area de cada pico presente no perfil
cromatografico. Uma das formas de avaliar esses dados é por meio de uma analise
exploratdria e/ou classificatéria desses dados. Esse tipo de analise é conhecido como
reconhecimento de padrbes (NETO, SCARMINIO e BRUNS, 2006).

O reconhecimento de padrdes, mais especificamente a analise exploratéria é
utilizada para detectar padrbes presentes no conjunto de dados, que por
apresentarem muitas variaveis, podem nao ser percebidos imediatamente pelo
analista. Desta forma, pode-se entdo estabelecer relagdes entre as amostras e suas
variaveis, descobrir amostras anémalas ou agrupar as amostras semelhantes (NETO,
SCARMINIO e BRUNS, 2006).

Ha também o método de reconhecimento de padrbes supervisionado no qual
se atribui uma classe para cada amostra presente no grupo de dados, cuja
caracteristica estudada € conhecida. A partir desse grupo, constréi-se entdo um
modelo que sera utilizado na previsdo de novas amostras. Os métodos de
reconhecimento de padrbes supervisionados mais utilizados em quimica sao o do k-
ésimo Vizinho Mais Proximo (Kth Nearest Neighbor — k-NN), a Analise Discriminante
Linear (Linear Discriminant Analysis — LDA) e a de Quadrados Minimos Parciais para
Andlise Discriminante (Partial Least Squares Discriminant Analysis - PLS-DA)
(FERREIRA, 2015).

1.4.2. Quadrados minimos parciais para analise discriminante (PLS-DA)

O método PLS-DA baseia-se no método de regressao por quadrados minimos

parciais (Partial Least Squares — PLS) juntamente com a analise discriminante
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(Discrimiant Analysis — DA) (FERREIRA, 2015). Desta forma é possivel realizar uma
regressao parcial entre um conjunto de classes que descreve as categorias e uma
variavel X de amostras preditoras, com o intuito de estimar a classe em que
determinada amostra se encontra (BERRUETA, ALONSO-SALCES e HEBERGER,
2007).

Para utilizar esse método, a matriz X de dados (variaveis independentes) deve
ser organizada de modo em que cada linha corresponda a uma amostra e as colunas
correspondam as variaveis. Cada amostra deve estar diretamente relacionada com
um vetor de classes y (variaveis dependentes) onde cada classe € identificada por um
valor discreto (1, 2, 3), como ilustrado na Figura 4 (BERRUETA, ALONSO-SALCES e
HEBERGER, 2007).
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Figura 4: Representagdo esquematica da matriz de dados X e seu correspondente
vetor de classes y.

Em seguida, o vetor de classe y deve ser transformado em uma matriz binaria

Y onde cada coluna se relaciona a uma classe (Figura 5) (FERREIRA, 2015).
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Figura 5: Representagdo esquematica da relagéo entre o vetor de classe y e sua
correspondente matriz de classes Y (FERREIRA, 2015).
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Em seguida o modelo é construido a partir da decomposi¢cao da matriz X de
acordo com a classe das amostras e os dados sao compactados utilizando o numero
de variaveis latentes que apresentem o menor erro na validagdo cruzada (cross-
validation) (BERRUETA, ALONSO-SALCES e HEBERGER, 2007).

A validagao cruzada é um processo em que uma ou mais amostras, de acordo
com tamanho do grupo de dados, séo removidas da matriz de dados e o modelo é
novamente calculado. Em seguida, essas amostras conhecidas séo previstas pelo
modelo e entdo € avaliado o erro da previsdo, comparando o valor predito e o

conhecido da classe a qual cada amostra pertence (FERREIRA, 2015).

Entretanto, os valores previstos pelo modelo ndo sao valores discretos, como
1 e 0, porém s&o proximos aos valores ideais. Desta forma, deve-se estipular um valor
limite para distinguir as classes. Portanto, caso o valor previsto seja acima do valor
limite, a amostra é classificada como pertencente aquela classe. Esse valor limite,
conhecido como threshold, é calculado utilizando uma fungéo de probabilidade normal
(npdf) para os casos de a amostra pertencer a classe (npdfin), Equagédo 1, e de ndo
pertencer a classe (npdfout), Equacéo 2, (PEREZ, FERRE e BOQUE, 2009).

e (=0.5(Fi—rin)/8in)?)

npdfi, = Equacao 1
" NI
e(_0:5((37i_#out)/8out)2)
Equacao 2

npd =
PAfout ,—(an 5.

onde y; € o valor previsto da classe para cada amostra, u;,, € a média dos valores
previstos da classe para as amostras pertencentes a classe, §;,, € o desvio padrao dos

valores previstos para a classe.

Desta forma sao construidas duas curvas Gaussianas, uma para npdfin € outra
para o npdfouit € o threshold é determinado pelo ponto onde as duas curvas se
interceptam. Portanto, uma amostra que apresente y; maior que o threshold é

considerada como pertencente a classe avaliada (FERREIRA, 2015).

Por fim, o desempenho do modelo é avaliado pelos parametros especificidade,
sensibilidade e erros de classificagao. A especificidade é calculada dividindo o niumero
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de amostras previstas como nao pertencentes a classe pelo numero verdadeiro de
amostras que realmente nao pertencem a classe (Equacgao 3). De modo semelhante,
a sensibilidade é obtida pela divisdo do numero de amostras previstas na classe, pelo
numero de amostras que realmente sdo daquela classe (Equacéo 4). O erro € dado
pelas amostras previstas erroneamente, dentro ou fora da classe, dividido por numero
total de amostras (Equagao 5) (FERREIRA, 2015).

o _ VN <
Especificidade = VN T FP Equagdo 3
Sensibilidade = e E ao 4
ensibilidade = o quagao
FP +FN .
Erro = Equacgao 5

VP +VN+ FP +FN

onde VP (verdadeiro positivo) sdo as amostras previstas na classe e que realmente
estdo na classe, VN (verdadeiro negativo) sdo amostras que nao foram previstas na
classe e realmente ndo pertencem a classe, FP (falso positivo) sdo as amostras que
foram previstas na classe e nao pertencem a classe e FN (falso negativo) séo as

amostras que nao foram previstas na classe, mas fazem parte dela.
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CAPITULO 2 - DETERMINAGAO DE COMPOSTOS PRESENTES NA CERA DAS
FOLHAS DE CANA-DE-AGUCAR POR CROMATOGRAFIA GASOSA
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2.1. INTRODUGAO

A cera da cana-de-agucar, assim como outros produtos naturais, € uma matriz
complexa que apresenta uma grande quantidade de diferentes compostos. Em
estudos anteriores, ja foram identificados na cana-de-agucar alcanos, acidos graxos,
aldeidos, acidos graxos e triterpenos (PURCELL, LEONARD, et al., 2005;
LAMBERTON e REDCLIFFE, 1960; ATTARD, MCELROY, et al., 2015; JAGER,
TROJAN, et al., 2009).

Um dos compostos ja identificados na cera das folhas da cana-de-agucar € a
friedelina (ATTARD, MCELROY, et al.,, 2015). Esse composto &€ um triterpendide
pentaciclico, também caracterizado como uma terpenocetona ciclica devido a
presenca de um atomo de oxigénio ligado duplamente a um dos cinco anéis que a

molécula apresenta (Figura 3).

Ha relatos na literatura de diversas propriedades medicinais desse composto,
bem como seus derivados apresentam, tais como analgesia e atividade anti-
inflamatdria, anticancerigena, bactericida e como agente vascularizante (FRAME,
2003; MOITEIRO, JUSTINO, et al., 2001; MOITEIRO, MANTA, et al., 2004;
NAKAMURA, NAKASUMI, et al., 1997; PIRES, MARTINS, et al., 2009; ZHANG, WU,
et al., 2006)

Além disso, também consta na literatura a presenca da friedelina nas folhas da
espécie Maytenus ilicifolia conhecida como “espinheira santa” nativa da regiao sul e
sudeste do Brasil. No caso desta espécie, esse triterpeno € sintetizado nas folhas e
translocado para as raizes da planta onde é biotransformado em outros produtos
(CORSINO, CARVALHO, et al., 2000).

Entretanto, as concentracbes observadas desse triterpeno nessas espécies
nao sao elevadas, tendo em vista que esse composto € um metabdlito secundario que
por sua vez, representa apenas 2% do total de massa seca da planta (ROBERTS,
2007). Por isso, o emprego de métodos de extragcdo capazes de realizar a pré-
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concentracao da friedelina e métodos instrumentais que auxiliem na identificagcao e

quantificacdo desse composto € necessario.

2.2. OBJETIVOS
2.2.1 Objetivo geral

Identificar os compostos presentes na cera epicuticular de genétipos de cana-
de-acucar utilizando a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas e
avaliar possiveis alteragbes na concentragdo de friedelina antes e depois da

infestagdo com a broca da cana.
2.2.2. Objetivos especificos

e Coletar folhas de cana-de-agucar de diferentes gendtipos, antes e depois da
infestacdo com a broca da cana para realizar analises cromatograficas.

e Extrair a cera epicuticular das folhas usando extracdo sodlido-liquido
convencional.

e Identificar os compostos presentes no extrato utilizando a técnica de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS)

e Validar o método para a determinagao de friedelina por meio dos parametros
de seletividade, linearidade, limites de detecgdo e de quantificacao,
recuperacao e precisao.

e Utilizar o método validado para quantificar a friedelina identificada nos diversos
gendtipos de cana-de-agucar e verificar possiveis alteragdes na concentragao

deste composto apos a infestacdo com larvas da broca da cana.

2.3. MATERIAL E METODOS
2.3.1. Compostos quimicos

Foram adquiridos para este estudo os padrdes de compostos encontrados na
cera da cana-de-agucar, tais como alcoois graxos, alcanos e triterpenos. Os alcanos
hexacosano, heptacosano, octacosano, nonacosano, triacontano, hentriacontano,
tritriacontano e octatriacontano, foram adquiridos na forma de mistura de alcanos
saturados de C7 a C40. Também foram adquiridos padrées de alcoois graxos

hexacosanol, octacosanol e triacontanol. O padrao de triterpeno utilizado na
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identificacao foi a friedelina. Todos os compostos supracitados foram adquiridos da

empresa Sigma Aldrich, com pureza superior a 90%.

Também foi adquirido da empresa Sigma Aldrich o agente derivatizante
hexametildissilano e trimetilclorossilano em piridina (2:1:10 - mistura sililante de
acordo com Sweeley (SWEELEY, BENTLEY, et al., 1963)) utilizado para
determinacao dos alcoois graxos e acidos carboxilicos de cadeia longa presentes na

cera.

O cloroféormio P.A. utilizado na etapa de extracdo da cera e no preparo de

solugdes padrao foi adquirido da empresa Hexis, com teor minimo de 99,8%.
2.3.2. Solugoes padrao

As solugdes padrao estoque dos principios ativos estudados foram preparadas
por solubilizagdo do padrdo em cloroférmio, na concentragdo de 1000 mg L. A partir
dessas solugdes, foram feitas diluicdes utilizando cloroférmio para obtencdo de

concentragdes na faixa de trabalho de 10 a 250 mg/L.

As solugbes dos padrées de alcoois graxos, utilizadas para confirmar a
identificacdo desses compostos nas amostras, passaram por uma etapa de
derivatizacado a fim de diminuir o ponto de ebulicdo desses compostos e permitir a
injecao no cromatografo a gas sem que houvesse risco de dano ao instrumento. O
volume adequado de padrdo correspondente a concentracdo de 50 mg/L foi
adicionada ao vial. Em seguida, o solvente foi evaporado completamente e entdo o
derivatizante foi adicionado. Esta etapa de derivatizagao consistiu em um processo de
sililacdo, no qual uma ampola de um mL de hexametildissilano e trimetilclorossilano
em piridina foi adicionada ao vial contendo a solugao padrao. O frasco foi mantido em
banho-maria em temperatura de 70 °C por 20 minutos e imediatamente injetado no
cromatografo a gas (PORTO, 2018).

2.3.3. Amostras

As amostras de folhas de cana-de-acucar foram obtidas do banco de
germoplasma do Programa de Melhoramento Genético de Cana-de-Agucar da
Universidade Federal de Vigosa (PMGCA/UFV) em parceria com a Rede

Interuniversitaria para o Desenvolvimento da Industria de Cana-de-Agucar (RIDESA).
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No estudo de identificagcdo dos compostos presentes na cera foram utilizados 10
genotipos ja caracterizados como resistente ou suscetivel em relagdo ao ataque da
broca da cana (TOMAZ, GONCALVES, et al., 2020). O codigo dos genatipos utilizados

nesta etapa e suas respectivas classificagdes encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1: Classificacdo dos 10 gendtipos utilizados para identificagdo dos compostos
presentes na cera, de acordo com avaliagdo em campo em relacéo a resisténcia frente
a broca da cana.

Resistente Suscetivel
RB047050 RB047016
RB047201 RB057145
RB047212 RB057231
RB047226 RB057243
RB867515 RB057249

Na etapa de quantificagcdo foram avaliados 21 gendtipos ja caracterizados
como suscetiveis (S) ou resistentes (R) e dois gendtipos que ainda nao foram
verificados quanto a resisténcia em campo (D), fornecendo assim um conjunto de
dados abrangente na investigagdo dos compostos presentes na cera das folhas de
cana-de-agcucar (TOMAS, 2018). Essas plantas foram cultivadas em casa de
vegetacdo em oito repeticdes e apds o seu desenvolvimento, foram coletadas as
ponteiras de metade dessas amostras e em seguida foi feita a infestagcdo com as
larvas da broca. Uma semana apds a infestagao o restante das repeticbes de cada
gendtipo foi coletado a fim de verificar alteragdes nas concentragdes de friedelina
decorrentes da infestagcdo. Os cddigos dos gendtipos utilizados nesta etapa estédo

discriminados na Tabela 2.

Tabela 2: Classificagdo dos 23 gendtipos utilizados na quantificagcdo dos compostos
presentes na cera, de acordo com avaliagdo em campo, em relacdo a resisténcia
frente a broca da cana.

Genétipo (caracterizagao)
IM76228 (R) RB147587 (R) RB147588 (R) RB147531 (S) RB047016 (S)
RB047055 (R) RB147590 (R) RB147529 (S) RB147532 (S) RB127384 (D)
RB047201 (R) RB147591 (R) RB047226 (S) RB057231 (S) RB137243 (D)
RB047212 (R) RB147592 (R) RB147534 (S) RB057249 (S)
RB147589 (R) RB867515 (R) RB047248 (S) RB147533 (S)
(S) - suscetiveis (R) - resistentes (D) - nao classificadas
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Em ambas as etapas (identificagao e quantificacédo), a cera utilizada foi extraida
das folhas da ponteira, indicadas pelo numero -2 na Figura 6. Essa parte especifica
da planta foi escolhida por apresentar maior incidéncia de oviposi¢ao. A ponteira foi
coletada das plantas armazenadas na casa de vegetacdo e levada ao laboratorio,
onde suas folhas foram individualizadas, secas em estufa a 40 °C até a perda
completa de umidade e o tamanho foi ajustado para aproximadamente 15 centimetros,

sendo este o tamanho aproximado do tubo de ensaio utilizado na extragao.

+1\

+2

Figura 6: Sistema de numeracgao utilizado para as folhas de cana-de-agucar
(KUIPJER, 1915).

2.3.4. Extragao solido-liquido

Para a extracao da cera, 25,0 mL de cloroférmio foram adicionados ao tudo de
ensaio contendo as folhas da ponteira previamente pesadas. O tubo foi agitado por
um minuto de forma cuidadosa para evitar coextracao de material citoplasmatico das
folhas. O cloroférmio foi recolhido e o procedimento foi realizado mais uma vez a fim

de aumentar a quantidade de cera extraida.

Os 50,0 mL de extrato obtidos das duas extragcdes consecutivas foram filtrados
em papel de filtro qualitativo, transferidos para baldes de fundo redondo e secos até
um volume aproximado de 2 mL em evaporador rotativo. Esse volume restante foi
transferido para um vial (de 1,5 mL) e a solugcdo evaporada até secura em chapa

aquecedora na temperatura de 40 °C.

Tendo em vista que a composigao de ceras epicuticular de um modo geral pode

conter estéres de cadeia carbbnica longa, foi adicionada uma etapa de hidrdlise acida
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para obter os acidos carboxilicos correspondentes (PURCELL, LEONARD, et al.,
2005; WARTHA, PORTO, et al., 2022; TULLOCH e BERGTER, 1981; PEREIRA,
FREIRE, et al., 2005). Em cada amostra de cera foram adicionados 250 pL de solugéo
de acido cloridrico 50% v/v. Apds a adigao do acido as amostras foram levadas ao
banho ultrassénico por 30 minutos a 40 °C. Ao fim da contagem de tempo a solugao
de acido cloridrico foi evaporada completamente em chapa aquecedora a 60 °C
conforme indicado na literatura (BARROCA, SILVEIRA e ALVAREZ-LEITE, 2003).

Logo antes das analises por GC/MS, essa cera refinada foi derivatizada
utilizando um processo de sililagdo, no qual uma ampola de um mL de
hexametildissilano e trimetilclorossilano em piridina foi adicionada ao frasco contendo
a cera. O frasco foi mantido em banho-maria em temperatura de 70 °C por 20 minutos.
Antes da injecao no cromatégrafo, as amostras de cera foram filtradas utilizando filtros
de seringa de PTFE de 0,22 um.

2.3.5. Instrumentacao e condi¢c6es cromatograficas

As anadlises cromatograficas foram realizadas em um cromatografo a gas
acoplado a espectrémetro de massas (GCMS-QP2010 Plus - Shimadzu), equipado
com injetor automatico (AOC-20i) usando coluna SH-Rtx-5MS (30 m, 0,25 mm d.i.,
0,25 um de espessura de filme). Um microlitro do extrato foi injetado no modo split, na
razao de 1:20, utilizando hélio como gas de arraste com fluxo de 1,43 mL/min. A
temperatura do injetor e do detector foram ajustadas para 300 °C (PORTO, 2018).

Esses extratos foram obtidos em triplicata para cada gendtipo.

As amostras foram injetadas no modo scan com a coluna aquecida inicialmente
a 200 °C, mantendo essa temperatura por 2 minutos. Na sequéncia a temperatura
aumentou 2 °C por minuto até atingir a temperatura de 300 °C, na qual permaneceu
por 15 minutos, totalizando 67 min de analise. Os dados foram adquiridos utilizando o

software LabSolutions GCMSsolutions.

Os compostos foram identificados comparando seus espectros de massas com
aqueles presentes na biblioteca do Instituto Nacional de Padrdes e Tecnologia (NIST)
e por meio de comparagao dos tempos de retencédo dos padrdes de alcanos, alcoois

graxos e triterpenos descritos previamente no item 2.3.1.
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Também foi calculado o indice de Retencéo Linear (LRI) de alguns compostos
para auxiliar na identificagao. Este indice é obtido por meio de interpolagéo do tempo
de retengao do composto de interesse e de dois padrdes de hidrocarbonetos eluidos
antes e depois do componente em estudo, utilizando a seguinte equacao (VAN DEN
DOOL e KRATZ, 1963):

te =ty

LRI =100 x (— + n) Equacao 6
n+1 — tn

Onde n é o numero de carbonos do hidrocarboneto anterior, tc € o tempo de
retengao do analito e tn e tn+1 sdo os tempos de retengao dos hidrocarbonetos eluidos

imediatamente antes e depois do composto, respectivamente.

2.3.6. Validagao do método

O método utilizado para quantificagdo da friedelina identificada na cera das
folhas da cana-de-acucar foi validado de acordo com os critérios estabelecidos pelo
Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia — INMETRO (INMETRO,
2016). Os parametros avaliados foram seletividade, linearidade, recuperacao,

precisao, limite de detecgao (LD) e limite de quantificagao (LQ).

A seletividade do método foi verificada pela capacidade de distinguir a friedelina
dos demais compostos nos cromatogramas das amostras. Essa verificagao foi
realizada ao injetar uma amostra de cera proveniente de um gendtipo que nao
continha o analito, uma amostra que continha o analito de interesse e uma solugéo do

padrao de friedelina.

A linearidade foi avaliada pelo coeficiente de correlagao linear (r), obtido a partir
da raiz quadrada do coeficiente de determinacao (r?) observado para a curva analitica.
A curva analitica foi realizada a partir da fortificacdo de folhas de cana-de-agucar
isentas de friedelina. Antes da etapa de extragcdo da cera, foram adicionadas
quantidades da solucdo padrao de friedelina para obter sete niveis de concentragao
entre 10 e 250 mg/L, em triplicata. Apés a adicdo do padrdo, essas amostras
passaram por todas as etapas do método e foram injetadas em cromatografo a gas

acoplado a espectrdmetro de massas. Entretanto, somente o valor de r ndo é
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conclusivo quanto a linearidade do método e por isso a aleatoriedade dos pontos no

grafico de residuos também foi avaliado.

De acordo com as orientagdes do INMETRO para a validacdo de métodos
analiticos (INMETRO, 2016), os limites de detecgédo (LD) e de quantificagdo (LQ)
podem ser obtidos a partir da relagéo sinal/ruido observadas nos cromatogramas de
amostras que nao apresentam o analito de interesse. Desta forma, foram obtidos os
cromatogramas da cera de amostras que ndo continham friedelina (branco) em
triplicata. A area cromatografica do ruido, correspondente ao tempo de retengéo da
friedelina (area do branco) foi utilizado. O LD e o LQ foram estabelecidos de acordo

com as equacgdes abaixo.

3,3s

LD = 5 Equacao 7
10s

LQ = > Equacgao 8

Sendo s o desvio padrdo da resposta do branco e b o coeficiente angular da

curva analitica.

Para os ensaios de recuperacao, foi adicionada friedelina em trés niveis de
concentracao (10, 100 e 250 mg/L) ao branco, antes da etapa de extracéo da cera.
Apods a aplicagdo do método, foi avaliada a porcentagem de recuperagao dada pela
Equacao 9:

Recuperacio (%) = (CZC;BCl)xloo Equacio 9

Em que C1 é a concentragéo do analito inicialmente presente na amostra, C2 é
a concentragao do analito na amostra, determinada pelo método na amostra e C3 é a
concentragédo que foi adicionada a amostra. Nesse caso, como foram utilizadas
amostras de folhas de cana-de-agucar que nao possuiam friedelina, a concentracao
C+1 é igual a zero. Para os niveis de concentragdo utilizados neste trabalho, a

porcentagem de recuperagao deve estar entre 80 e 110% (INMETRO, 2016).
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A precisdo do método foi avaliada pela repetitividade e pela preciséo
intermediaria. Em ambos os ensaios foram analisadas seis replicatas em trés niveis
de concentracédo de friedelina (10, 100 e 250 mg/L). As amostras do ensaio de
repetitividade foram avaliadas no mesmo dia, enquanto as replicatas das amostras de
precisao intermediaria foram avaliadas em dias diferentes. O critério utilizado para
verificar a precisdo do método foi o coeficiente de variagédo, ou desvio padréao relativo,

que para as concentragdes citadas n&o deve ultrapassar 5,3% (INMETRO, 2016).

2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO
2.4.1. Identificagcao

Para a identificacdo dos compostos presentes na cera epicuticular nao foi
necessaria a otimizacdo das condigbes cromatograficas, tendo em vista que foi
realizada uma otimizagcéo prévia por Porto (2018) (PORTO, 2018) neste mesmo
instrumento baseando-se no trabalho de Purcell et al. (2005) (PURCELL, LEONARD,
et al., 2005).

Em uma avaliacao inicial, foi possivel observar variagdes na composicao da
cera tanto em relacdo aos compostos presentes, quanto na intensidade relativa. Ou
seja, diferentes compostos foram identificados nas amostras, e mesmo os compostos
comuns a determinadas amostras, apresentaram quantidades diferentes. Nao foi
possivel relacionar essas variagdes com a classe das amostras tendo em vista que as
variagdes foram observadas mesmo dentro de uma classe especifica, como pode ser

observado nos cromatogramas apresentados na Figura 7.
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Figura 7: Comparagao dos cromatogramas obtidos de dois gendtipos classificados
como suscetiveis (SUS) mostrando a diferenga entre os perfis cromatograficos
dentro de uma mesma classe.

ApOs a injecao dos extratos das amostras, a identificagdo dos compostos foi
realizada pela comparacdo dos tempos de retengdo destes com os dos padrdes
disponiveis, listados no item 2.3.1, por comparacao dos espectros de massas dos
compostos alvo com os compostos indicados pela biblioteca do Instituto Nacional de
Tecnologia (NIST).

Os compostos identificados na cera, constando os respectivos tempos de
retengcao, formula molecular e a classificagdo de acordo com o grupo funcional
apresentado, estao detalhados na Tabela 3.

Tabela 3: Lista dos compostos identificados na cera epicuticular da cana-de-agucar
dos genotipos estudados

Tempo de .
~ Formula Grupo
retencao Composto .
. molecular funcional
(min)
5,69 Acido Palmitico C16H3202 Acido graxo
18,18 Hexacosano CasHs4 Alcano
18,52 Monopalmitim C19H3804 Acido graxo
21,13 Heptacosano Ca7Hse Alcano
24,15 Octacosano CasHss Alcano
27,17 Nonacosano C29He0 Alcano

28,73 Hexacosanol C26Hs540 Alcool graxo



30,19 Triacontano CsoHe2 Alcano
31,44 Hexacosanal Ca26H520 Aldeido
33,20 Hentriacontano Cs1Hea Alcano
34,66 Octacosanol Ca2sHs80 Alcool graxo
36,19 Dotriacontano Cs2Hs6 Alcano
37,41  Acido Octacosandéico C28Hs602 Acido graxo
37,45 Octacosanal C2sHs60 Aldeido
39,01 Tritriacontano Cs3Hes Alcano
40,34 Lanosterol Cs30Hs500 Triterpeno
40,40 Triacontanol Cs0Hs20 Alcool graxo
40,63 Lupeol Cs30Hs500 Triterpeno
41,90 Tetratriacontano CsaH7o Alcano
42,95  Acido Triacontandico C30H6002 Acido graxo
43,20 Triacontanal C30Hs00 Aldeido
44,40 Friedelina C30Hs500 Triterpeno
44,95 Pentatriacontano CssH72 Alcano
47,35 Hexatriacontano CssH7a Alcano
48,43 Dotriacontanol C32Hes0 Alcool graxo
49,40 Acido Lignocérico C24H4802 Acido graxo
49,97 Heptatriacontano CsrH7s Alcano
52,49 Octatriacontano CssHrs Alcano
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Neste estudo foram identificados 28 compostos, sendo 13 alcanos (46,4%), 5
acidos graxos (17,9%), 4 alcoois graxos (14,3%), 3 aldeidos (10,7%) e 3 triterpenos
(10,7%). Esses resultados estdo de acordo com trabalhos anteriores onde foram
identificados entre os metabdlitos da cana-de-agucar alcanos de cadeia longa, alcoois
graxos e aldeidos (PURCELL, LEONARD, et al., 2005; LAMBERTON e REDCLIFFE,
1960) bem como os acidos graxos e triterpenos que sdo componentes de tecidos da
cana-de-agucar (ATTARD, MCELROQY, et al., 2015; JAGER, TROJAN, et al., 2009).
Além dos compostos relacionados na Tabela 3, foram observados outros compostos

0s quais nao foram adequadamente identificados.

Para identificar corretamente os aldeidos hexacosanal (fr = 31,44) e
octacosanal (tr = 37,45) foi necessario calcular o LRI e comparar com dados presentes
na literatura. Essa etapa foi necessaria ja que para aldeidos de cadeia carbdnica
alifatica longa e em baixas concentracdes nao € possivel observar a presencga do ion
molecular que possibilitaria a diferenciagdo entre os compostos por meio da massa
molar (CHRISTIANSEN, MAHADEVAN, et al., 1969).
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Os valores obtidos do indice de retencéo linear para os compostos com 0s
tempos de retencdo iguais a 31,44 e 37,45 minutos foram 3041 e 3243,
respectivamente. Ao comparar esses resultados com os valores encontrados na
literatura foi possivel confirmar que o composto eluido a aproximadamente 31 min era
o hexacosanal e que o eluido em 37 min, era o octacosanal (MARTINEZ, FINOZZI, et
al., 2017).

A identificacdo dos demais compostos foi possivel pela comparagdo com os
padroes disponiveis ou pela comparacao entre os espectros de massas do alvo e do

composto presente na biblioteca do NIST.
2.4.2. Validagao do método

O primeiro parametro avaliado foi a seletividade por meio da comparacgao entre
os cromatogramas de um genotipo que n&o continha friedelina (branco), de um
gendtipo que continha o analito (IM76228) e de uma solugdo com o padréo deste
composto em cloroférmio (padrao). A comparagao desses cromatogramas encontra-
se na Figura 8.
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Figura 8: Comparagéao entre os cromatogramas de uma amostra sem friedelina
(vermelho), da solugao padrédo do analito (verde) e de uma amostra contendo
friedelina
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Observando a Figura 8 pode-se verificar que ndo existem outros compostos
presentes na cera que possam eluir juntamente com a friedelina causando alteragbes
na area cromatografica do padrdo. Sendo assim, o método utilizado foi seletivo para

quantificacéo da friedelina.

Para a obtengdo da curva analitica, amostras isentas de friedelina foram
fortificadas com uma solugao do padrao, nas concentragdes de 10, 25, 50, 100, 150,
175 e 250 mg/L, em triplicata. A curva analitica foi obtida por regresséao linear, sendo
expressa pela equagdo A = 26342C +710411 com r? igual a 0,9903, onde A ¢é a area
do pico cromatografico e C é a concentragdo da amostra em mg/L. O valor obtido do
coeficiente de correlagao linear (r) foi de 0,9951, indicando uma boa linearidade
(INMETRO, 2016).

Entretanto, apenas o coeficiente de correlagéo linear (r) ndo é conclusivo
quanto a linearidade da curva analitica, devendo também verificar se os resultados

apresentados no grafico de residuos, disponivel na Figura 9, apresentam alguma

tendéncia.
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Figura 9: Grafico de residuos da curva analitica.

E possivel observar no grafico de residuos que ndo ha uma tendéncia definida

para os resultados da curva analitica. Sendo assim pode-se concluir, juntamente com
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o valor do coeficiente de correlagdo que a curva analitica representa um bom modelo

matematicos para os resultados obtidos.

A partir do desvio padrédo da area cromatografica de amostras isentas de
friedelina e com a curva analitica, foi possivel determinar os limites de detec¢ao e de
quantificagdo. Os resultados obtidos foram 3,22 mg/L para o LD e 9,78 mg/L para o
LQ.

Nos ensaios de recuperacdo, os valores obtidos foram 86% para a
concentragéo de 10 mg/L, 90% para 100 mg/L e 101% para 250 mg/L. De acordo com
o0 guia de Orientacdo sobre Validacdo de Métodos Analiticos do INMETRO, os
resultados obtidos sdo adequados, tendo em vista que a porcentagem de recuperagao

para essas concentragdes deve estar entre 80 e 110% (INMETRO, 2016).

Os valores de coeficiente de variacdo obtidos para a precisao intermediaria
para os niveis de concentracdo 10, 100 e 250 mg/L foram 3,6, 2,8 e 2,5%
respectivamente. Para a repetitividade, os valores dos coeficientes de variagao
encontrados para esses mesmos niveis de concentragdo foram de 3,0, 1,9 e 2,3%,
respectivamente. Como indicado na literatura, a precisdo do método foi satisfatoéria,
uma vez que todos os resultados de coeficiente de variagao foram inferiores a 5,3%
(INMETRO, 2016).

2.4.3. Quantificagao

A partir do método validado foi possivel quantificar a friedelina nas amostras de
cera utilizando a equacgao disponivel no item 2.4.2. Essa quantificacao foi realizada
para as amostras antes e depois da infestacdo com a broca da cana, na intencao de
verificar se ocorrem maiores expressoes desse composto apds a interagao da planta

com a broca.

Entretanto, como a massa de folhas da ponteira empregada na extragao da
cera nao foi a mesma para todas as amostras, ja era esperado que a massa de cera
extraida também apresentasse variacbes. Portanto, o parametro utilizado para
comparar as concentragdes de friedelina nos diferentes gendtipos foi o teor de

friedelina em g por 100 g de cera. Os resultados obtidos encontram-se na Tabela 4.
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Tabela 4: Teor de friedelina encontrado nas ceras dos diferentes genétipos estudados
antes da infestagao (Al) e depois da infestagéo (DI) com a broca da cana.

. ‘ot Teor (Al Teor (DI . ~
Caédigo Genétipo (g1 0(() g; (g1 0(() g; Classificagao
1 RB047248 NO NO Suscetivel
2 RB057231 NO NO Suscetivel
3 RB047016 NO NO Suscetivel
4 RB057249 NO NO Suscetivel
3 RB147592 NO 0,05 Resistente
6 RB147532 0,05 0,07 Suscetivel
7 RB147531 0,05 0,09 Suscetivel
8 RB147533 0,06 0,11 Suscetivel
9 RB147589 NO 0,13 Resistente
10 RB047226 0,06 0,14 Suscetivel
11 RB147529 0,09 0,17 Suscetivel
12 RB147534 0,12 0,26 Suscetivel
13 RB147588 0,35 0,52 Resistente
14 RB147587 0,39 0,57 Resistente
15 RB127384 0,48 0,69 Desconhecido
16 RB867515 0,79 0,87 Resistente
17 RB047212 0,70 0,91 Resistente
18 RB047055 0,50 0,93 Resistente
19 RB047201 0,74 1,49 Resistente
20 RB147590 1,12 1,62 Resistente
21 RB137243 1,07 2,07 Desconhecido
22 RB147591 2,67 3,74 Resistente
23 IM76228 19,07 25,19 Resistente

NO: n&o foi observado pico cromatografico referente a friedelina

Observa-se pelos resultados apresentados na Tabela 4 que em quatro dos dez

genotipos suscetiveis nao foi possivel detectar a presenca da friedelina, mesmo apos

a infestacdo da cana com a broca. Além disso, a expressdo desse composto nos

demais genotipos suscetiveis foi muito baixa comparada com os valores observados

para a maioria das amostras classificadas como resistentes.

Em relagdo as amostras dos gendtipos resistentes ha uma consideragao

importante que deve ser feita com base nos resultados obtidos. Nos gendtipos

RB147592 (5) e RB147589 (9) nao foi possivel verificar a presenca de friedelina antes

da infestacdo com a broca da cana. Ademais, mesmo apos a infestagao o teor de

friedelina observado pode ser equiparado com os teores observados nos genétipos

suscetiveis.
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O fato desses dois gendtipos apresentarem resisténcia em campo, mas nao
apresentarem quantidades significativas de friedelina pode estar relacionado com o
efeito aditivo/sinérgico que certos compostos apresentam quando na presenga de
outros (FILHO, 2006). Essa pode ser uma justificativa para os resultados encontrados,
tendo em vista que outros compostos, tais como os alcoois dotriacontanol e
triacontanol, e os alcanos octatriacontano e heptacosano, também podem contribuir
para a classificagdo de gendtipos resistentes e suscetiveis (WARTHA, PORTO, et al.,
2022).

Além disso, niveis de friedelina superiores a 0,52 g a cada 100 g de cera,
verificados apos a infestacao, estdo relacionados somente a gendtipos resistentes.
Este € um indicio de que para essas concentracoes a friedelina possa ser diretamente
responsavel pela maior resisténcia desses genaotipos frente ao ataque da broca. E a
partir desta observacao pode-se inferir que os gendtipos RB127384 e RB137243 cuja
informacgao quanto a resisténcia em campo nao foi avaliada até o presente momento,
apresente um menor indice de infestagcdo pela broca ja que apresenta niveis de

friedelina compativeis com os gendtipos resistentes.

Outra informacédo que consta na Tabela 4, e pode ser melhor observada no
grafico da Figura 10 é que, de um modo geral, o teor de friedelina € maior apds a
infestacdo das amostras de cana-de-agucar com a broca. Esse era um resultado
esperado, considerando que a friedelina € um metabdlito secundario, os quais tem a

funcao de atuar defendendo as plantas de predadores (MAZZEU, 2019).
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Figura 10: Teor de friedelina em g por 100 g de cera dos gendtipos estudados antes
da infestacao (Al) e apds a infestagao (DI). Os dados destacados em verde
correspondem aos dois gendtipos de classificacdo desconhecida.

Como pode ser observado na Tabela 4 e na Figura 10, o genétipo IM76228 foi
0 que apresentou o maior teor de friedelina, isto é, 19,07 e 25,19 g em 100 gramas de
cera, antes e depois da infestagdo da cana com a broca, respectivamente. Este teor
€ bem maior do que o observado para o genétipo RB147591, que € o segundo maior
teor de friedelina obtido. E por isso, a escala do grafico foi alterada para uma melhor

visualizagao das informacgdes relatadas no texto.

2.5. CONCLUSOES

Utilizando a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas foi
possivel identificar 28 compostos que constituem a cera da cana-de-agucar. Entre os
compostos identificados foram encontrados alcanos, aldeidos, alcoois e acidos graxos

e triterpenos.

Nao foi possivel fazer uma correlagao direta entre os compostos identificados
e as classes dos gendtipos, tendo em vista que gendtipos de uma mesma classe

apresentaram variagdes na quantidade e tipo de compostos presentes. Sendo assim,



49

€ necessario uma investigagao mais profunda para verificar se existe correlagédo entre

0s compostos observados e as classes dos gendtipos estudados.

O método de extragdo apresentou valores apropriados para os parametros
avaliados na validagéo, tais como porcentagens de recuperacdo dentro da faixa
indicada para a concentragao avaliada neste estudo e coeficiente de variagao inferior

a 5,3% indicando uma boa precisdo do método.

Com o método validado foi possivel quantificar a friedelina na cera nos
genotipos de interesse. Os resultados obtidos indicaram uma relacdo entre
concentracdes de friedelina superiores a 5,2 g em 100 g de cera com a resisténcia
apresentada em campo para os genétipos estudados. Além disso, com a quantificacéo
da friedelina presente nas amostras de cera extraidas antes e depois da infestacao
com a broca da cana, foi possivel constatar que houve um aumento na quantidade de
friedelina encontrada na cera, levantando um indicio de que esse composto participa

de alguma forma do mecanismo de protecédo da planta contra essa praga.



CAPITULO 3 - MODELOS QUIMIOMETRICOS A PARTIR DE DADOS
ESPECTROSCOPICOS DE INFRAVERMELHO-PROXIMO
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3.1. INTRODUGAO

A analise discriminante por quadrados minimos parciais (PLS-DA) é um método
quimiométrico bastante utilizado em quimica (FERREIRA, 2015). Classificado como
meétodo supervisionado de reconhecimento de padrbes, surgiu da alteragcdo e da
abordagem das variaveis dependentes no método de regressdo dos quadrados
minimos parciais (PLS) (WOLD e SJOSTROM, 1977). A principal alteragdo foi a
utilizacao de propriedades de interesses, ou seja, as variaveis dependentes, discretas

como verdadeiro/falso, bom/ruim, resistente/suscetivel, entre outras.

Considera-se que o PLS-DA é um método supervisionado devido ao fato de se
utilizar amostras representativas de cada classe e sobre as quais se sabe, a priori, em
qual delas cada amostra se encaixa. A partir dessas informagdes € que o modelo
empirico que busca discriminar essas amostras em suas respectivas classes €
construido e pode ser utilizado para prever amostras que ndo se conhece a
classificagdo (FERREIRA, 2015).

Modelos construidos com o método PLS-DA podem ser utilizados para
discriminar espécies de madeiras (SOARES, SILVA, et al., 2017), 6leos vegetais
comestiveis (SANTANA, SOUZA, et al., 2020), tipos de mel (LENHARDT, BRO, et al.,
2015), oleo de oliva adulterado (VIEIRA, ASSIS, et al., 2021) entre outros. A
construcdo desses modelos pode ser feita por exemplo a partir de informacodes
espectroscopicas ou cromatograficas obtidas das amostras, ou de uma pequena parte
delas, quando se utilizar a cromatografia. Dessa forma, essas mesmas amostras

podem ser utilizadas em outros tipos de analises.

Entretanto, a utilizagdo de dados espectroscopicos e cromatograficos para a
construcdo dos modelos de PLS-DA podem gerar resultados ndo satisfatorios. Um
dos motivos para que esses modelos ndo sejam suficientemente exatos é a
quantidade de variaveis independentes que essas técnicas geram, que podem nao
estar relacionadas com as variaveis dependentes incluidas no modelo (FERREIRA,
2015; YUN, WANG, et al., 2015).

Por isso, para diminuir esse erro o ideal é utilizar um método de selecao de

variaveis que torna o modelo construido mais simples e com maior capacidade
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preditiva, uma vez que as variaveis empregadas na constru¢gdo do modelo estao de

fato relacionadas com o problema em questdo (FERREIRA, 2015).

Um dos métodos utilizados para selecionar as variaveis mais representativas
da propriedade de interesse é a selecdo de preditores ordenados (OPS) (TEOFILO,
MARTINS e FERREIRA, 2009). De forma geral, o método OPS parte de um vetor
informativo que indica quais variaveis apresentam maiores informag¢des sobre a
variavel dependente. Uma vez que este vetor é estabelecido ele é usado para definir
quais as variaveis originais que sao importantes bem como o nivel de importancia de
cada uma delas. As variaveis originais sao entao organizadas em ordem decrescente
de importancia e o modelo € novamente construido a partir de uma janela inicial de
variaveis a qual adiciona-se incrementos (um numero determinado das variaveis
restantes). O modelo escolhido é aquele que apresentar o menor valor para o erro da
previsdo (FERREIRA, 2015; TEOFILO, MARTINS e FERREIRA, 2009).

Sendo assim, o objetivo deste capitulo foi desenvolver um método néo
destrutivo capaz de identificar genétipos de cana-de-agucar plantados em campo que
sejam resistentes a broca da cana, utilizando a espectroscopia NIR aliada ao método
quimiométrico de classificacdo de quadrados minimos parciais para analise
discriminante (PLS-DA) juntamente com um método de selec&o de variaveis, isto &, o

método de seleg¢ao de preditores ordenados (OPS).

3.2. OBJETIVOS
3.2.1. Objetivo geral

Desenvolver modelos quimiométricos capazes de identificar genétipos de cana-
de-acucar, resistentes e suscetiveis em relagao a infestacdo da broca da cana,
plantados em campo, utilizando dados de dois espectrofotdmetros (portatil e de
bancada) a fim de verificar a possibilidade de se realizar essas analises sem que seja

necessario coletar as amostras.
3.2.2. Objetivos especificos

e Coletar a folha +1 (Figura 6) de diferentes gendtipos de cana-de-agucar e
realizar analises utilizando a técnica de espectroscopia no infravermelho

proximo (NIR) com os equipamentos portatil e de bancada.
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e Construir modelos utilizando o método de quadrados minimos parciais para
analise discriminante (PLS-DA) a partir dos espectros obtidos diretamente das
folhas, que sejam capazes de identificar gendtipos suscetiveis e resistentes.

e Comparar os modelos construidos a fim de verificar a possibilidade de realizar
as analises em campo sem que seja necessario coletar as folhas utilizadas na

construcao dos modelos.

3.3. MATERIAIS E METODOS
3.3.1. Amostras e aquisi¢ao dos dados

As 30 amostras utilizadas nesta etapa foram disponibilizadas pelo banco
germoplasma do Programa de Melhoramento Genético de Cana-de-Agucar da
Universidade Federal de Vigosa. Nesse caso, foram recolhidas as folhas +1 (ilustrada
na Figura 6) dos gendtipos listados na Tabela 5, em triplicata, em diferentes etapas
do desenvolvimento das plantas.

Tabela 5: Classificacdo como resistente (RES) ou suscetivel (SUS) dos 30 gendtipos
utilizados de acordo com avaliagdo em campo em relacéo a broca da cana.

Resistente

Suscetivel

RB147539
RB147529
RB147586
RB147589
RB147585
RB047050
RB147592
RB047201
RB047055
RB047212
RB147590
RB147591
RB047226
RB147538
RB867515

RB147532
RB147582
RB147583
RB147537
RB047016
RB147588
RB147535
RB147530
RB147536
RB147584
RB147531
RB047248
RB057249
RB147534
RB057231

Os instrumentos utilizados para a aquisicdo de dados foram os
espectrofotometros de infravermelho préximo portati DLP NIRScan Nano (Texas
Instruments, EUA), na faixa de 900 a 1700 nm e o Thermo Scientific Antaris |l com

transformada de Fourrier, na faixa de 1.000 a 2.500 nm.
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As amostras foram organizadas em grupos, de acordo com o instrumento
utilizado e com o tempo em que foi realizada a coleta, em relagdo ao plantio dos
gendtipos, como mostrado na Tabela 6.

Tabela 6: Organizacéo dos grupos de amostras em relagao ao instrumento

utilizados nas analises e em relacao a idade das mesmas quando foi realizada a
coleta das folhas.

Idade das amostras Antaris Il NIRScan

10 meses A D
11 meses B E
12 meses C F

Para essas analises, as amostras de folha foram coletadas em campo e os
espectros de infravermelho préximo foram obtidos logo em seguida com o
espectrofotometro portatii NIRScan. Apds essas analises, as amostras foram
armazenadas em freezer a temperatura de -4 °C e no dia seguinte, apds o
descongelamento das amostras, foram obtidos novos espectros com o
espectrofotbmetro Antaris Il. Em ambos os casos os espectros foram obtidos
diretamente de trés pontos diferentes, do terco médio das folhas, em ftriplicata, sem

quaisquer outros preparos das amostras.

3.3.2. Analise de dados

Para a analise dos dados espectroscopicos inicialmente foi montada uma
matriz de dados com as amostras organizadas em linhas e as variaveis (comprimento

de onda) nas colunas.

O préximo passo consistiu em separar o conjunto de calibragao, que foi usado
na construgao do modelo, e o conjunto de previsao, que apos a obtengao do modelo
foi utilizado para verificar seu nivel de previsdo. Os conjuntos de calibragao e previsao
foram separados aleatoriamente, usando o algoritmo de Kennard e Stone (KENNARD
e STONE, 1969), contendo 70% e 30% dos dados, respectivamente. Para cada
modelo foram testados diversos pré-processamentos de dados a fim de diminuir o
ruido, por exemplo, avaliando sempre a necessidade de cada caso e visando a

obteng¢ao do melhor modelo possivel.

O PLS-DA foi utilizado para construir os modelos de classificagao considerando

duas classes, suscetivel e resistente. Para a validacao cruzada, onde cada amostra
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do conjunto de calibracdo € removida deste grupo e prevista pelo modelo
desenvolvido, foi aplicada a técnica Venetian blinds onde define-se divisbes em 10%
do conjunto de calibragdo para ser prevista pelo modelo. Todos os calculos foram
realizados no software Matlab 2016a (Math Works, Natick, EUA).

Para a classificacdo das amostras foi determinado o valor limiar, conhecido
como valor threshold, utilizando uma fungdo de probabilidade normal (PEREZ, FERRE
e BOQUE, 2009). Desta forma, amostras que apresentaram valores acima do valor
threshold foram classificadas como pertencentes a classe e aquelas com valores
abaixo foram consideradas como nao pertencentes a classe.

A validagao do modelo foi feita avaliando a sensibilidade, especificidade e erro
de classificagcdo da calibracdo, da validagcdo cruzada e da previsao utilizando as

equacoes 3, 4 e 5, apresentadas anteriormente.

3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Comparando os espectros obtidos nos trés meses de acompanhamento dos
genotipos, mostrados na Figura 11, ndo foi possivel notar diferencas significativas
entre os dados obtidos nos diferentes meses e nem mesmo entre os espectros dos

gendtipos resistentes (preto) e suscetiveis (vermelho).
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Figura 11: Espectros obtidos com o espectrofotdmetro de bancada (Grupos A, B e

C) e com os espectros obtido com o espectrofotdbmetro portatil (Grupos D, E e F),

sendo as amostras em vermelho classificadas como suscetiveis e em preto como
resistentes.

A diferenga que pode ser observada na Figura 11, entre os espectros dos
Grupos A, B e C em relacao aos Grupos D, E e F esta relacionada com a faixa de
radiacdo emitida por cada instrumento. Enquanto o espectrofotdmetro de bancada
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Antaris Il abrange uma faixa de 1000 a 2500 nm, a radiagdo emitida pelo NIRScan
varia apenas de 900 a 1700 nm. Por isso, os espectros dos Grupos D, E e F
apresentam menor quantidade de informacdes, sendo essa a unica discrepancia

observada.

Para obtencdo dos modelos de previsdo, foram realizados os pré-
processamentos necessarios para cada grupo de dados, visando o menor erro da
calibragdo e da previsdo, bem como a presenga de outliers. Idealmente, os
parametros sensibilidade e especificidade devem apresentar valores iguais a 1. A
sensibilidade esta relacionada com a capacidade do modelo prever os dados
pertencentes a uma determinada classe, dentro do conjunto de dados. Ja a
especificidade indica que o modelo s6 prevé os dados como sendo de uma
determinada classe caso eles realmente pertencam a essa classe. No que diz respeito
ao erro, os valores obtidos deveriam idealmente ser iguais a zero, indicando que todas

as amostras foram previstas corretamente em suas respectivas classes.

De acordo com os resultados obtidos para os modelos de PLS-DA de cada
grupo de amostras (Tabela 7), pode-se notar que nenhum dos modelos apresentou
os valores ideais almejados. Entre todos os modelos construidos, o que obteve os
melhores valores para os parametros estudados foi o Modelo B, cujas amostras foram
coletadas onze meses apds o plantio e cujos espectros foram obtidos com o
espectrofotdmetro Antaris Il. Com esse modelo foi possivel atingir os valores maximos
(iguais a um) para a sensibilidade e especificidade e o menor valor (zero) para o erro,
dentro do conjunto de calibragdo. Apesar de n&o ser capaz de prever todas as
amostras corretamente na validagao cruzada e na previsdo, o Modelo B apresentou o
menor erro na previsao entre os grupos de dados (erro previsao = 0,32). Em relagao
aos dados obtidos pelo espectrofotdmetro portatil (Grupos D, E e F), todos os modelos
apresentaram resultados inferiores em comparagdo com o Grupo B. Sendo assim, o
melhor periodo para coleta de amostras, com o intuito de prever quais genoétipos sao

resistentes, seria aos onze meses apos o plantio.
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Tabela 7: Resultados das figuras de mérito (sensibilidade, especificidade e erro) para os parametros de classificagao, validagao
cruzada e previsao dos modelos quimiométricos utilizando o método PLS-DA para os dados obtidos com os espectrofotometros
Antaris Il e NIRScan Nano.

Classe
nVL

Sensibilidade
Especificidade
Erro

Sensibilidade
Especificidade
Erro

Sensibilidade
Especificidade
Erro

PLS-DA

Antaris |l NIRScan Nano
A (Dez meses) B (Onze meses) C (Doze meses) D (Dezmeses) E (Onze meses) F (Doze meses)
Sus Res Sus Res Sus Res Sus Res Sus Res Sus Res
5 6 8 6 8 6
Calibracgao Calibragao Calibracgao Calibracgao Calibracgao Calibracao
0,97 0,97 1 1 1 1 0,93 0,93 0,77 0,87 0,61 0,84
0,97 0,97 1 1 1 1 0,93 0,93 0,87 0,77 0,84 0,61
0,03 0 0 0,06 0,18 0,27
Validagao Validagao Validagao Validagao Validagao Validagao
cruzada cruzada cruzada cruzada cruzada cruzada
0,71 0,67 0,77 0,87 0,93 0,84 0,61 0,61 0,54 0,84 0,58 0,68
0,67 0,71 0,87 0,77 0,84 0,93 0,61 0,61 0,84 0,54 0,68 0,58
0,31 0,18 0,11 0,38 0,31 0,37
Previsao Previsao Previsao Previsao Previsao Previsao
0,78 0,43 0,64 0,71 0,71 0,50 0,57 0,78 0,21 0,50 0,50 0,79
0,43 0,78 0,71 0,64 0,50 0,71 0,78 0,57 0,50 0,21 0,79 0,50
0,39 0,32 0,39 0,32 0,64 0,36

nVL: nimero de variaveis latentes
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Observando a Figura 11 é possivel notar que algumas regides dos espectros,
obtidos com ambos os instrumentos, ndo apresentam picos, que s&o o0s sinais
caracteristicos quando a radiacéo é absorvida pela amostra. Esse € um indicativo que
a amostra ndo interage com essa faixa de radiagdo e por isso os resultados de
absorgcao para esses comprimentos de onda ndo sao relevantes para a classificagao
dos gendtipos estudados (XIAOBO, JIEWEN, et al., 2010). Além disso, podem existir
regides dos espectros em que a razao entre o sinal e o ruido do instrumento € pequena
e, uma vez que esses resultados sdo incluidos na construgdo dos modelos, podem
acarretar em prejuizos em sua capacidade preditiva (ROQUE, CARDOSO, et al.,,
2019).

Com a intencéo de sanar essas limitagdes, foram construidos novos modelos
nos quais utilizou-se apenas os resultados de absorbancia dos comprimentos de onda
que se mostraram significativos para a distingdo entre as duas classes de gendtipos
estudadas. Para isso, foi utilizado um método de selegdo de variaveis chamado
selecao de preditores ordenados (OPS) a fim de melhorar os resultados obtidos com
o método de classificacdo PLS-DA. Os resultados dos parametros sensibilidade,
especificidade e erro da calibragdo, validacdo cruzada e previsao utilizando essa

abordagem se encontram na Tabela 8.
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Tabela 8: Resultados das figuras de mérito (sensibilidade, especificidade e erro) para os parametros de classificagao, validagcao
cruzada e previsdo dos modelos quimiométricos utilizando o método OPS-DA para os dados obtidos com os espectrofotometros
Antaris e NIRScan Nano

Classe
nVL

Sensibilidade
Especificidade
Erro

Sensibilidade
Especificidade
Erro

Sensibilidade
Especificidade
Erro

OPS-DA

Antaris NIRScan Nano
A (Dez meses) B (Onze meses) C (Doze meses) D (Dez meses) E (Onze meses) F (Doze meses)
Sus Res Sus Res Sus Res Sus Res Sus Res Sus Res
5 6 8 6 8 6
Calibracgao Calibragao Calibracgao Calibracgao Calibracgao Calibracao
1 1 1 1 1 1 0,90 0,93 0,84 0,87 0,64 0,8
1 1 1 1 1 1 0,93 0,90 0,87 0,84 0,8 0,64
0 0 0 0,08 0,14 0,27
Validagao Validagao Validagao Validagao Validagao Validagao
cruzada cruzada cruzada cruzada cruzada cruzada
0,93 0,87 1 0,93 1 1 0,80 0,74 0,68 0,84 0,48 0,84
0,87 0,93 0,93 1 1 1 0,74 0,80 0,84 0,68 0,84 0,48
0,1 0,03 0 0,22 0,24 0,34
Previsao Previsao Previsao Previsao Previsao Previsao
1 1 1 1 0,93 1 0,78 1 0,85 0,57 0,71 0,85
1 1 1 1 1 0,93 1 0,78 0,57 0,85 0,85 0,71
0 0 0,03 0,11 0,28 0,21

nVL: nimero de variaveis latente
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Mesmo considerando essa outra abordagem, ou seja, a utilizagdo do OPS, o
modelo com os melhores resultados para a classificagdo, validagdo cruzada e
previsdo ainda foi o Modelo B, construido a partir dos dados obtidos com o
espectrofotdbmetro Antaris Il e das amostras coletadas onze meses apds o plantio.
Entretanto, a utilizacdo do OPS levou aos valores ideias para a sensibilidade,
especificidade e erro para o conjunto de previsao, e a um erro menor para a validagao

cruzada, que nao foi possivel atingir sem utilizar a selecéo de variaveis.

Em relacdo aos espectros obtidos com o espectrofotometro NIRScan Nano,
mesmo apresentando melhora nos parametros avaliados ao utilizar o OPS como
meétodo de selecdo de variaveis, ainda nao foi possivel alcancar os valores ideais. Isso
pode ter ocorrido porque esse instrumento opera em uma faixa menor de radiagao
infravermelha, quando comparado ao Antaris Il. Essa caracteristica pode ser
observada na Figura 11, onde os espectros obtidos com o Antaris || apresentam duas
bandas enquanto aqueles obtidos com o NIRScan Nano apresentam somente uma
banda, o que significa que uma menor quantidade de informacgao foi obtida com este

instrumento.

Outra forma de verificar as informagdes contidas na Tabela 8 é por meio dos
graficos de previsdo dos modelos OPS-DA que estdo disponiveis na Figura 12.
Nesses graficos, as formas preenchidas correspondem aos dados do grupo de
calibracdo, enquanto as formas vazias estao relacionadas aos dados do conjunto de
previsdo, sendo a cor vermelha atribuida a Classe 1 (suscetivel) e a cor preta, a
Classe 2 (resistente). Isso significa que idealmente todas as amostras em vermelho
deveriam estar acima da linha tracejada, que indica o valor do threshold obtido para

cada modelo, e todas as amostras em preto deveriam estar abaixo da referida linha.
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Figura 12: Graficos da classificacédo e previsdo dos conjuntos de dados A (10
meses), B (11 meses) e C (12 meses) obtidos com espectrofotdbmetro de bancada
Antaris e dos conjuntos de dados D (10 meses), E (11 meses) e F (12 meses)
obtidos com espectrofotdmetro portatil NIRScan Nano.

Corroborando com os dados apresentados na Tabela 8, é possivel verificar na
Figura 12 que nenhum dos modelos construidos com o espectrofotdbmetro portatil (D,
E e F) atingiu o ideal esperado para a classificagao e para a previsao, apresentando
erros em ambos 0s conjuntos. Isso indica o baixo poder de classificacdo desses
modelos. Em contrapartida, os modelos A, B e C, construidos a partir dos dados
obtidos com o espectrofotdmetro de bancada, apresentaram resultados satisfatérios

inclusive atingindo os valores ideais para os modelos A e B.

Comparando com método de avaliacdo de resisténcia tradicionalmente
empregado, a utilizagdo do modelo desenvolvido ndo apresenta grandes vantagens
em relagcdo ao tempo entre o plantio e a coleta das amostras. Porém a superioridade
deste método quimiométrico esta no tipo e no preparo das amostras que sao
coletadas. Como citado anteriormente, para as analises espectrofotométricas apenas
a folha +1 é coletada permitindo a utilizacdo das demais partes da planta para outros
tipos de analises. Neste trabalho, diferente do que foi realizado por Porto et al. (2019)
nao houve a necessidade de outras etapas de preparo de amostra, como o preparo
de pellets, ou do manejo controlado das plantas, limitando o plantio dos gendtipos em

casas de vegetagao.

No método tradicional o analista deve coletar o caule da planta, subdividi-lo nos

entrends e avaliar visualmente quantos dos entrends foram perfurados pela larva para
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que seja feito o calculo do indice de incidéncia da broca da cana e a classificagao dos
genotipos. Em um pequeno grupo de amostras o tempo necessario para a obtencao
dos dados em ambos os casos ndo seria tdo diferente, entretanto quanto maior o
numero de genotipos a serem avaliados maiores sdo as dificuldades em obter os
dados pelo método tradicional. Além disso, o fato de a avaliagdo da quantidade de
entrenés avariados ser feita visualmente, hd uma maior chance de erro na

determinacao da resisténcia a partir do indice de incidéncia da broca.

3.5. CONCLUSOES

A partir dos dados espectroscopicos obtidos com o espectrbmetro de
infravermelho préximo Thermo Scientific Antaris |l foi possivel construir um modelo de
classificagdo para prever a resisténcia ou suscetibilidade de diferentes gendétipos de
cana-de-agucar frente a praga broca da cana (Diatraea saccharalis) utilizando o
método quimiométrico OPS-DA. Para os grupos cujos dados foram obtidos apés 10 e
11 meses do plantio foi possivel alcangar os valores ideais dos parametros
sensibilidade, especificidade e erro para a classificacdo e previsdo, mostrando a
capacidade inequivoca de previsdo dos modelos. Levando em consideracdo o menor
erro da validacao cruzada, o melhor modelo foi aquele construido a partir dos dados
obtidos aos 11 meses (Grupo B), apos o plantio. Como o método desenvolvido néo
necessita de pré-tratamento das amostras, ele se torna viavel para analises de rotina.
Além disso os novos genodtipos podem ser plantados diretamente no campo e as
outras partes da planta, exceto a folha +1, ainda podem ser utilizadas para diversas

analises.
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4.1. INTRODUGAO

Relembrando o que foi citado anteriormente, a mariposa da espécie Diatraca
saccharalis, ou broca da cana-de-agucar, € uma espécie nativa da América Central
que também pode ser encontrada em regides da América do Sul. Também é valido
ressaltar que é na fase larval que esta espécie pode causar prejuizos nos cultivos de

cana-de-agucar.

Essa fase larval inicia-se apos a eclosédo dos ovos, que leva de quatro a seis
dias para ocorrer, apos a postura. A partir do momento em que saem dos ovos as
larvas neonatas tendem a permanecer na ponteira da planta onde iniciam a
alimentacao do tecido das folhas e dentro de alguns dias, sdo capazes de abrir
galerias nos colmos das plantas. Essa fase larval pode durar de 25 a 35 dias, a
depender do clima local, culminando em novas mariposas (MAPA - MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2007).

Devido aos buracos abertos pelas larvas da broca, iniciam-se os problemas nas
lavouras. O dano no colmo pode debilitar a planta levando a quebra, além da
diminuigdo do rendimento de sacarose em até 20% (MAPA - MINISTERIO DA
AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2007). Pode ocorrer ainda a
instalagdo de outros microrganismos oportunistas, como fungos, nos locais

danificados levando a outras doengas como a podridao vermelha (LESLIE, 2004).

O controle da broca pode ser feito com a aplicacdo de inseticida enquanto as
larvas ainda sdo jovens e n&o tenham adentrado no colmo da planta. Esse tipo de
manejo nao ¢é tao simples de ser aplicado ja que o desenvolvimento da broca da cana
€ rapido e as lavouras de cana-de-agucar geralmente sdo de grande porte, levando a
necessidade de que a aplicagédo do inseticida seja realizada com aeronave (MAPA -
MINISTERIO DA AGRICULTURA, PECUARIA E ABASTECIMENTO, 2007).

O manejo também pode ser realizado por controle biolégico utilizando vespas
da espécie Cotesia flavipes, cujas larvas parasitam a broca da cana. Porém esse
controle apresenta eficacia moderada e requer monitoramento e amostragem da
populacdo de broca na area a ser utilizada (GITAHY, SOUZA, et al., 2007). Ou seja,
as duas formas de controle apresentadas demandam um alto investimento e ndo séo

completamente eficazes.
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Em estudos qualitativos realizados anteriormente por Porto (2018) foi feito uma
observacgéao relevante quanto a presenca da friedelina na cera das folhas da cana
(PORTO, 2018). Naquela ocasidao, notou-se que os genotipos classificados como
suscetiveis nao apresentaram esse composto na composi¢cao da cera, indicando uma
possivel relacdo entre a presenca da friedelina e a resisténcia apresentada pelos
genotipos estudados. Entretanto, ha a necessidade de realizar alguns testes
bioldgicos para ajudar na confirmacdo desta correlagdo observada nesses estudos
(PORTO, 2018).

Portanto, para verificar se a correlagao entre resisténcia dos genétipos e
presenca de friedelina existe de fato, foi realizado um teste biolégico no qual larvas da
broca da cana foram alimentadas com uma dieta contaminada com diferentes
concentragbes de friedelina. A mortalidade dos individuos foi avaliada durante o
experimento e usada para verificar a existéncia dessa correlagdo. As concentragdes
de friedelina empregadas estao correlacionadas com as concentragdes previamente

encontradas nas ceras dos genotipos suscetiveis e resistentes.

4.2. OBJETIVOS

4.2.1. Objetivo geral

Realizar um bioensaio a fim de verificar se as quantidades de friedelina
encontradas nos gendtipos estudados neste trabalho sdo capazes de interferir no

desenvolvimento das larvas neonatas da broca da cana (Diatraea saccharalis).
4.2.2. Objetivos especificos

e Obter posturas de mariposas da espécie Diatraea saccharalis.

e Transferir as larvas neonatas para placas de estudo a partir da eclosao dos
oVvOS.

e Preparar a alimentacgéo das larvas de acordo com o protocolo utilizado para a
criagao dos individuos desta espécie.

¢ Adicionar diferentes concentragdes de friedelina na dieta e acompanhar as
possiveis alteracbes no desenvolvimento das larvas, que possam ser

relacionadas a quantidade de friedelina adicionada.
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4.3. MATERIAIS E METODOS
4.3.1. Preparo da dieta

Para a alimentagao das brocas, inicialmente foi feito o preparo de uma solugao
vitaminica e de uma solugao antibiética. Para a solucdo vitaminica utilizou-se um
saché vitaminico solubilizado em 500 mL de agua destilada, o qual foi armazenado
em frasco ambar. A solugao antibidtica foi preparada solubilizando 8 g de terramicina
e 100 g de acgucar em 450 mL de agua destilada. Ambas as solugbes foram

armazenadas na geladeira.

Os ingredientes constituintes da alimentacdo das larvas bem como suas
respectivas quantidades estdo descritos a seguir: 7,5 g de germe de trigo, 27 g de
farelo de soja, 26,25 g de acucar, 3,75 g de sais de Wesson, 1,5 g de metilparabeno
(Nipagin), 0,95 g de acido ascorbico, 0,2 g de cloreto de colina, 0,375 mL de formol,
0,2 mL de Vitagold, 5,65 mL de solugdo vitaminica, 50 mL de solugdo antibidtica, 4,75
g de agar e 450 mL de agua destilada.

Todos os ingredientes, com excec¢do do agar, foram homogeneizados em
liquidificador com 250 mL de agua destilada e em seguida aquecidos até fervura, sob
agitacdo. Concomitantemente, o restante da agua destilada (200 mL) e o agar foram
adicionados em outro recipiente onde foram aquecidos e agitados até a fervura. Neste
ponto foi feita a mistura das duas partes da dieta em uma batedeira por cerca de 30

segundos, para melhor homogeneizagdo dos componentes.

Logo apéds o preparo, enquanto o meio de cultura ainda estava quente, foram
medidos 10 mL da mistura e transferidos para placas de Petri (Figura 13) com
aproximadamente 7 cm de diametro, previamente autoclavadas e contaminadas com
as devidas concentragdes de friedelina. Essa quantidade da dieta foi utilizada para

facilitar a visualizagao das larvas da broca caso elas adentrassem no meio de cultura.
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Figura 13: Placa de Petri contendo o meio de cultura preparado, antes da
transferéncia das larvas da broca da cana.

4.3.2. Manejo das larvas da broca da cana

Inicialmente, uma folha de papel manteiga contendo a postura dos ovos da
mariposa da espécie Diatraea saccharalis foi recortada, escolhendo grupos de ovos.
Esses ensaios foram realizados em uma capela com fluxo laminar, previamente
esterilizada. As posturas escolhidas foram transferidas para placas Petri autoclavadas
contendo algoddao umedecido em agua esterilizada (Figura 14), a fim de evitar o

ressecamento dos ovos e a possivel ndo eclosdo dos mesmos.
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Figura 14: Folha com as posturas dos ovos da mariposa da espécie Diatraea
saccharalis transferida para a placa de Petri aguardando a eclosao.

ApOs a eclosao dos ovos, foram transferidas 24 larvas para cada placa com o

auxilio de um pincel de cerdas macias.

Neste experimento foi utilizado um conjunto de placas como controle (Grupo
To), ou seja, sem a adicdo de friedelina. Nas demais placas foram adicionadas
quantidades variaveis de friedelina, compativeis com aquelas encontradas nas
amostras de cera previamente analisadas neste trabalho. Todo o experimento foi
realizado em ftriplicata. As quantidades de friedelina adicionadas a dieta foram:
0,0464% (T1); 0,2607% (T2); 0,4773% (T3); 3,735% (T4) e 19,07% (Ts) (%(m/m)). Os
grupos T1 e T2 correspondem as concentragdes observadas nas amostras suscetiveis
antes e apos a infestacao, respectivamente. Os grupos T3 e T4 também correspondem
as concentragdes encontradas antes e apds a infestacdo, nesta ordem, porém em
amostras classificadas como resistentes. O grupo Ts foi contaminado com a friedelina
na mesma concentragdo da amostra de cera do gendtipo IM76228, o qual apresentou

a maior concentragado do composto (Tabela 4).

Uma vez que as larvas foram transferidas para a dieta, as placas foram
condicionadas em camara incubadora (BOD) a temperatura de 28 °C, com fotoperiodo
de 12 horas. A mortalidade das larvas foi verificada no terceiro, quinto e sétimo dia,
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sendo que o critério para avaliagao foi baseado na locomogao das larvas apoés realizar

um leve toque com um pincel de cerdas macias (SILVA, SILVA, et al., 2018).
4.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Observou-se inicialmente que ocorreu uma mudanga na coloragdo dos ovos
com o passar dos dias. No dia da transferéncia para a placa de Petri, que ndo continha
a dieta, os ovos apresentavam uma coloragado amarelo claro, como mostra a Figura
14. Entretanto, no dia seguinte ja foi possivel notar alteragdes na cor das posturas que

passaram a apresentar uma coloragédo proxima ao marrom como mostra a Figura 15.

Figura 15: Posturas da mariposa da broca da cana um dia apés a transferéncia para
a placa de Petri.

No dia imediatamente anterior a eclosdao dos ovos, foi observada mais uma
alteracdo na cor das posturas, ilustrada na Figura 16, que passaram a apresentar
pequenos pontos pretos indicando a maturagao dos ovos.
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Figura 16: Foto das posturas um dia antes da eclos&o dos ovos.

Assim que foi percebida a eclosdo dos ovos, as larvas foram transferidas
cuidadosamente para a superficie das placas contendo a dieta como mostra a Figura
17.

Figura 17: Larvas da broca da cana logo apds a eclosao, transferidas para a placa
de Petri. Dentro do retédngulo € possivel ver um dos individuos da espécie.
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Como citado no item 4.3.2, a avaliagdo da porcentagem de mortalidade das

brocas foi realizada nos dias 3, 5 e 7 a contar da ocasido da ecloséo dos ovos, a partir

da verificagado da mobilidade das larvas apdos o toque com um pincel de cerdas macias.

Os resultados obtidos estdo ilustrados Figura 18.
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Figura 18: Porcentagem de mortalidade das brocas em fung¢do da concentragéo
para o terceiro (A), quinto (B) e sétimo (C) dia.

Observando os gréaficos exibidos na Figura 18, pode-se perceber que no
terceiro dia de verificagdo da mortalidade das larvas, praticamente ndao houve
alteracao na mortalidade para as diferentes concentragdes de friedelina avaliadas. A
porcentagem de mortalidade para o controle foi de 2,8% e para a maior concentragao
de friedelina (Ts = 19,07% m/m) a mortalidade foi de 5,6%.

Ja no quinto dia, observou-se uma taxa de mortalidade entre 2,8 % (To) e 10,4%
(T4) para os grupos com menores concentracoes de friedelina, e um maximo de 30,6%

para a concentracao de 19,07% m/m de friedelina.

No sétimo dia, com exce¢do do grupo de controle, os demais grupos

apresentaram taxas de mortalidade maiores. Os grupos com concentragées de
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friedelina compativeis com as encontradas em genétipos suscetiveis apresentaram
taxas de mortalidade préximas a 5% (T1=4,2% e T2=5,6%). Os grupos T3 e T4, cujas
concentragdes de friedelina foram equivalentes aquelas encontradas em gendtipos
resistentes, antes e depois da infestacdo da broca, apresentaram taxas de
mortalidade de 11,1 e 35,4%, respectivamente. Com isso & possivel perceber que o
aumento da quantidade de friedelina apds a infestacdo da praga aumenta a eficiéncia

da defesa da cana-de-acucar.

O Grupo Ts, com concentragao equivalente ao gendtipo IM76228, apresentou
uma taxa de mortalidade de 62,5% no sétimo dia de verificacdo. Esse gendtipo néo
apresenta caracteristicas apreciaveis para a industria sucroalcooleira. Entretanto,
essa caracteristica pode ser vantajosa no cruzamento de espécies e no melhoramento

genético.

Outro ponto interessante que é possivel notar no grafico do sétimo dia é que
nao ha grandes altera¢des na porcentagem de mortalidade do grupo de controle e das
duas primeiras concentragdes utilizadas neste experimento. Essas concentracbes
citadas de friedelina sdo compativeis com aquelas observadas na cera dos gendétipos
suscetiveis indicando que a quantidade de friedelina ndo é suficiente para inibir o

ataque da broca ao fim da primeira semana apos a eclosao.

A dose letal mediana (DLso) foi calculada utilizando as equagdes descritas nos
Graficos A, B e C da Figura 18. Para o terceiro dia n&o foi possivel estimar a
concentragédo de friedelina necessaria para atingir o valor de 50% de mortalidade.
Para o quinto dia, a concentragdo estimada para atingir a DLso foi de 50,15% de
friedelina (%m/m), ndo sendo compativel com nenhuma das concentragdes
observadas nos genaotipos estudados. Ja a concentragédo estimada como necessaria
para surtir o mesmo efeito no sétimo dia de contato entre o substrato contaminado e

a broca foi de 7,20% m/m.

Esse valor calculado é aproximadamente o dobro do teor observado no item
2.4.3 para o genotipo RB147591, apds a infestagao. A partir desta informacgao, apenas
0 gendtipo IM76228, entre as variedades estudadas, seria capaz promover cerca de

50% de mortalidade da broca. Ja os demais gendtipos ndo apresentariam resultados
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satisfatorios. Entretanto, os valores calculados de DLso para o quinto e o sétimo dia

mostram um declinio com o passar do tempo.

Essa informagéao torna possivel inferir que caso o estudo continuasse por mais
alguns dias, concentragdes ainda menores que 7,20% de friedelina seriam capazes

de causar 50% de mortalidade nos individuos estudados.

Outro fator que contribui para dar sustentabilidade a essa inferéncia € que ao
longo das verificagbes das larvas durante o experimento, foi observado ainda que a
partir do terceiro dia de contato, alguns dos individuos dos grupos cuja dieta foi
contaminada com friedelina ndo respondiam vigorosamente ao toque realizado com o
pincel. Enquanto no grupo de controle as larvas se moviam rapidamente apos o toque,
chegando a se movimentar pela placa buscando abrigo em outro ponto. As larvas dos
demais grupos apesar de se moverem nao o faziam de forma vigorosa, mesmo apés

um segundo toque.

Além disso, apés a verificagao realizada no ultimo dia deste estudo (sétimo dia),
foi feita uma comparagéo do tamanho entre um individuo pertencente ao grupo de
controle e um individuo que se alimentou da dieta contamina com friedelina que ainda
demonstrava capacidade de se locomover pela placa, apesar de aparente debilitagao.
Enquanto a larva do grupo de controle chegou a aproximadamente 7 mm de
comprimento a broca que se alimentou da dieta contendo a friedelina apresentou

tamanho reduzido, cerca de 4 mm de comprimento (Figura 19).
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Figura 19: Comparacéao entre um individuo do grupo de controle (a direita) e um
individuo cuja alimentagao foi contaminada com friedelina (a esquerda).

Esse déficit de desenvolvimento dos individuos que foram alimentados com a
dieta contendo friedelina ja era esperado, tendo em vista que um dos efeitos deste
composto em larvas de outras espécies de mariposa foi a inibicdo do comportamento
alimentar. Em larvas de mariposa das espécies H. armigera e S. litura, 84,57% e
75,28% dos individuos apresentaram diminui¢cao na atividade alimentar. (MOITEIRO,
CURTO, et al., 2006; BASKAR, DURAIPANDIYAN e IGNACIMUTHU, 2014).

Sendo assim, durante o tempo utilizado nesse estudo, as concentragbes T3 e
T4 ndo foram compativeis com a DLso mesmo sendo equiparaveis as concentragdes
de gendtipos previamente classificados como resistentes. Uma explicagdo para esse
fator pode estar na presenca de outros compostos na cera que também apresentam

correlagdo com a resisténcia exibida por alguns gendtipos.

Em estudo realizado por Wartha e colaboradores (2022) foi possivel
correlacionar outros compostos, além da friedelina, com a resisténcia a broca da cana
apresentada em campo por algumas variedades de cana-de-agucar (WARTHA,
PORTO, et al.,, 2022). Entre os compostos correlacionados estdo os alcoois
dotriacontanol e triacontanol, e os alcanos octatriacontano e heptacosano. Portanto,
para complementar os resultados obtidos até este ponto seria interessante verificar
por meio de bioensaio quais efeitos sdo observados ao utilizar um ou mais desses

compostos aliados a friedelina.
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4.5. CONCLUSOES

O bioensaio realizado permitiu observar os efeitos da friedelina em larvas da
mariposa Diatraea saccharalis. O grupo Ts, com concentracao de friedelina compativel
com o genotipo IM76228, apresentou os melhores resultados de mortalidade,
chegando a 62,5%. A dose letal mediana (DLso) estimada para o sétimo dia foi de
7,20% m/m nao sendo inferior apenas a concentragao do grupo Ts (19,07% m/m de
friedelina). Entretanto, ao longo do experimento foi notado um déficit de
desenvolvimento nos individuos alimentados com friedelina, corroborando com o
efeito de inibigdo alimentar ja evidenciado em outros estudos. Tendo em vista que a
dose letal mediana diminuiu com o passar os dias, provavelmente um estudo mais
longo pode mostrar que as concentragdes encontradas em outros genétipos, além do
IM76228, sao capazes de inibir ainda mais o desenvolvimento das larvas e ultrapassar
a DLso.
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