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RESUMO

SILVA, Victor Fernandes, M.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, dezembro de 2023.
Sobrevivéncia e desenvolvimento de larvas neonatas de Diatraea saccharalis
Fabr. em genétipos de cana-de-acucar e em dietas suplementadas com
friedelina. Orientador: Marcio Henrique Pereira Barbosa. Coorientador: Luiz
Alexandre Peternelli.

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) € uma das principais culturas plantadas no Brasil
e tem um papel importante nos cenéarios agricola, alimentar e energético,
principalmente devido a produgcdo de agucar e etanol. A broca-da-cana Diatraea
saccharalis Fabr. pode atacar a planta e reduzir a qualidade e a quantidade dos
produtos gerados. A obtencao de cultivares resistentes a broca-da-cana € uma forma
pratica e eficiente para reduzir danos a cultura. A resisténcia de gendtipos pode estar
associada a composicdo quimica da cera epicuticular, pois compostos como a
friedelina podem afetar o comportamento dos insetos herbivoros. O objetivo deste
trabalho foi avaliar a sobrevivéncia e o desenvolvimento de larvas neonatas de D.
saccharalis Fabr. em gendtipos de cana-de-agucar, em dieta suplementada com cera
e em dieta suplementada com friedelina. Foram utilizados 30 gendtipos de cana-de-
acucar. Para avaliagdo em plantas, ovos da broca-da-cana foram alocados nas
plantas de cana. Apés 10 dias, as plantas foram dissecadas para posterior avaliacao
de sobrevivéncia e injuria causadas nas plantas. Para avaliacdo em dietas, utilizou-se
uma dieta prépria para a D. saccharalis com adi¢éo de diferentes quantidades de cera
extraida de dois gendtipos, IM76228 e RB047016, para verificar a taxa de
sobrevivéncia das larvas. Também utilizou-se a dieta com adicdo de diferentes
concentragdes de friedelina para verificar a taxa de sobrevivéncia, o crescimento e a
mobilidade das larvas. Os experimentos foram instalados segundo o delineamento
inteiramente casualizado. Observou-se que ndo houve diferenga na sobrevivéncia das
larvas em plantas de gendtipos classificados em campo como resistente e suscetivel.
Plantas de gendétipos classificados em campo como resistente, apresentaram menor
injuria decorrente do ataque de larvas da D. saccharalis. Plantas de gendétipos que
contém friedelina na composicdo da cera epicuticular apresentaram menor
sobrevivéncia das larvas e menor injaria nas plantas. Dietas suplementadas com
diferentes concentragbes de cera dos gendtipos IM76228 e RB047016 nao
influenciaram na sobrevivéncia das larvas. Dietas suplementadas com diferentes

concentragdes de friedelina ocasionaram reduc¢ado na sobrevivéncia, no crescimento e



na mobilidade das larvas, de modo que quanto maior a concentragdo do composto,

maior foi seu efeito

Palavras-chave: Broca-da-cana; Resisténcia; Cera epicuticular.



ABSTRACT

SILVA, Victor Fernandes, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December, 2023.
Survival and development of neonate larvae of Diatraea saccharalis Fabr. in
sugarcane genotypes and in diets supplemented with friedelin. Advisor: Marcio
Henrique Pereira Barbosa. Co-advisers: Luiz Alexandre Peternelli.

Sugarcane (Saccharum spp.) is one of the main crops planted in Brazil. It plays an
important role in the agricultural, food and energy sector, mainly due to the sugar and
etanol production. The sugarcane borer (Diatraea saccharalis Fabr.) can attack the
crop and reduce the quality and quantity of products generated. Obtaining cultivars
resistant to sugarcane borer is a practical and efficient way to reduce damage to the
crop. The resistance of genotypes may be associated with the chemical composition
of the epicuticular wax. Compounds like friedelin can affect the behavior of herbivorous
insects. The objective of this study was to evaluate the survival and development of
neonatal larvae of D. saccharalis Fabr. in sugarcane genotypes, in a diet
supplemented with wax and in a diet supplemented with friedelin. It was used thirty
sugarcane genotypes. For evaluation in plants, sugarcane borer eggs were allocated
to sugarcane plants and after 10 days, the plants were dissected to carry out
assessments of survival and injury caused to the plants. For dietary evaluation, a diet
suitable for D. saccharalis was used with the addition of different amounts of wax
extracted from two genotypes (IM76228 and RB047016) to verify the survival rate of
the larvae. The diet with the addition of different friedelin concentrations was also used
to verify the survival rate, growth and mobility of the larvae. The experiments were
carried out according to a completely randomized design. It was observed that there
was no difference in the survival of larvae in plants of genotypes classified in the field
as resistant and susceptible. Plants of genotypes classified in the field as resistant
showed less injury resulting from attack by D. saccharalis larvae. Plants from
genotypes that present friedelin in the epicuticular wax composition showed lower
survival of the larvae and less injury to the plants. Diets supplemented with different
concentrations of wax from genotypes IM76228 and RB047016 did not influence larvae
survival. Diets supplemented with different concentrations of friedelin caused reduction
in survival, growth and mobility of the larvae.of larvae, so that the higher the friedelin
concentration, the greater its effect.



Keywords: Sugarcane borer; Resistance; Epicuticular wax.
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1. INTRODUGCAO

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) € uma Poacea semiperene originaria da
Asia e atualmente considerada uma das principais culturas plantadas no Brasil, sendo
0 pais o maior produtor do mundo. De acordo com a CONAB (Companhia Nacional
de Abastecimento), o Brasil foi responsavel por uma producéo de 578,77 milhdes de
toneladas de cana-de-agucar na safra 2021/22, com uma produtividade média de
69,36 kg/ha. A area colhida foi de 8,35 milh6es de hectares, destinada a producao de
34,94 milhdes de toneladas de agucar e 26,40 bilhées de litros de etanol (CONAB,
2022), gerando uma renda de aproximadamente 93,47 bilhdes de reais (IBGE, 2022).

Os estados de Sao Paulo, Goias e Minas Gerais sao os principais produtores
do pais, somando aproximadamente 74,84% da producao nacional de cana-de-acucar
na safra 2021/22 (CONAB, 2023). Dessa forma, a cultura tem um papel muito
importante no cendrio agricola e alimentar, devido, principalmente, a producdo de
acucar, contribuindo para a demanda de alimentos, que vem aumentando a cada ano
com o crescimento populacional. Além disso, a cana-de-agucar proporciona a
producdo de etanol que é um biocombustivel importante para o suprimento das
demandas mundiais em energia, de forma sustentavel, diminuindo os efeitos da
emissao de gases de efeito estufa (SANTOS et al., 2012).

E importante destacar o papel relevante do cultivo de cana-de-aglcar na
geracdo de empregos diretos e indiretos, como na produgdo, transporte,
processamento e comercializagdo de seus produtos. Além da sua importancia
significativa para sustentabilidade. Segundo Guarenghi et al. (2023), o cultivo de cana
foi responséavel pela remogao liquida de cerca de 9,8 milhdes de toneladas de diéxido
de carbono por ano da atmosfera, no periodo de 2000 a 2020.

A cultura da cana-de-agucar pode ser afetada por pragas de insetos, reduzindo
a qualidade e a quantidade dos produtos gerados, como a broca-da-cana Diatraea
saccharalis Fabr. (Lepidoptera: Crambidae), que € a principal praga que ataca a
cultura no Brasil (OLIVEIRA et al., 2014). O ciclo de vida da broca-da-cana pode ter
de 53 a 60 dias, sendo influenciado pelas condigbes climaticas, principalmente
temperatura. As posturas das mariposas sa depositadas comumente na face superior
das folhas e ap6s 4 a 9 dias as larvas neonatas comecam a se alimentar do tecido
foliar. Aproximadamente duas semanas apds a eclosdo, as larvas perfuram e
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penetram no colmo, fazendo galerias em seu interior, onde permanecem até a fase
adulta (GALLO et al., 2002; MACEDO et al., 2012).

A broca-da-cana causa perda de produtividade devido ao mau desenvolvimento
das plantas atacadas, seca de ponteiros, enraizamento aéreo, brotagdo lateral,
tombamento da planta, redugéo da quantidade de caldo e morte das plantas. Além
disso, 0 ataque da broca favorece a penetracdo de microorganismos oportunistas nas
plantas, causando danos como inversédo da sacarose, diminuicao da pureza e menor
rendimento em agucar e alcool (GALLO et al., 2002; WARTHA, 2018). As perdas
devido a acao da broca podem gerar prejuizos superiores a R$ 5 bilhdes de reais por
ano (EMBRAPA, 2020).

Existem diversas técnicas para o controle do inseto-praga na cana-de-agucar,
incluindo o uso de produtos quimicos, como inseticidas; técnicas de manejo, como
rotacéo de culturas e controle biolégico; e medidas de conservagéo, como a promogao
da biodiversidade e a reducdo da monocultura, além da utilizagcdo de gendétipos
resistentes. Atualmente, os principais métodos de controle utilizados sdo o controle
biolégico, por meio dos parasitoides Cotesia flavipes e Trichogramma galloi e o
controle quimico (TOMAZ et al., 2019, 2020; SILVA, 2021). No entanto, a obtencao
de cultivares resistentes a broca-da-cana é uma estratégia importante e de grande
interesse para o setor sucroenergético, sendo uma pratica eficiente e econdmica para
proteger a cultura do inseto-praga (GONCALVES et al., 2016).

Os mecanismos de resisténcia de plantas ao ataque de insetos segundo as
terminologias classicas propostas por Painter (1951) séo classificados em tolerancia,
antixenose e antibiose. A tolerancia consiste na capacidade da planta em resistir a
herbivoria, sem que haja reducdo em seu rendimento. A antixenose ou nao
preferéncia esta relacionada as caracteristicas do genoétipo que o fazem ser menos
preferido pelo inseto para abrigo, alimentacdo ou oviposicdo. A antibiose acontece
quando a planta exerce efeito negativo ao desenvolvimento do inseto, como reducao
da fecundidade, tamanho ou longevidade, ou ainda pode causar a morte do inseto.
(SMITH, 2005; BASTOS et al., 2015). Segundo Meagher et al. (1996), os principais
mecanismos de resisténcia da cana-de-acucar as brocas sdo a antixenose e a
antibiose. Tais mecanismos estdo relacionados com caracteristicas bioquimicas,
anatémicas e morfolégicas das folhas ou caule.

Mais recentemente, Stout (2013) propés uma nova terminologia para utilizar em

estudos sobre resisténcia das plantas a insetos, desenvolvendo um esquema
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dicotdmico de classificagdo. Nesse esquema, o autor faz uma divisao principal entre
resisténcia e toleréncia, onde a resisténcia foi definida como caracteristicas da planta
que reduzem o dano infligido a uma planta por um herbivoro, e tolerancia como
capacidade da planta em suportar ao ataque do herbivoro, sem que haja dano
significativo em seu desenvolvimento.

Além disso, a categoria de resisténcia foi dividida nas subcategorias
“constitutiva” ou “induzivel” e “direta” ou “indireta”. A resisténcia construtiva é
classificada como a resisténcia que se expressa independentemente de um estresse
biético ou abidtico anterior a planta. Diferentemente, a resisténcia induzivel € expressa
ou aumentada somente apds um dano prévio, ou seja, a defesa da planta reage ao
estresse anteriormente causado. Ja a resisténcia direta refere-se as caracteristicas
da planta que tém impacto negativo direto sobre os herbivoros. Em contraste, a
resisténcia indireta, nao tém efeito direto ao herbivoro, mas atua atraindo os inimigos
naturais, facilitando a predacdo e o parasitismo do herbivoro que ataca a planta
(STOUT, 2013; MITHOFER; BOLAND, 2012).

Segundo Smith (2005), uma cultivar é considerada resistente quando ela
apresenta caracteristicas genéticas que a fazem ser menos afetada do que uma
cultivar suscetivel em condi¢ées iguais. Com isso, de acordo com as caracteristicas
fenotipicas, morfolégicas ou quimicas dos gendtipos podemos encontrar respostas
distintas, mesmo quando colocados em situacdes iguais (SILVA, 2021).

Dessa forma, Salgado et al., (2022) encontraram diferencas na resisténcia de
cultivares de cana-de-agucar a D. saccharalis, de acordo com a porcentagem de
entrends perfurados e no numero de furos de emergéncia da broca por colmo. Além
disso, o0s mesmos autores realizaram ensaios onde incorporaram tecido da bainha
foliar moido dos cultivares de cana-de-acucar em dieta artificial e observaram que os
cultivares, assim como a concentracao do tecido na dieta afetaram o peso larval e os
dias até a pupacdo. A mortalidade das larvas de D. saccharalis também foi
influenciada pela cultivar, indicando que a composicao do tecido vegetal dos cultivares
afetam o desenvolvimento e a sobrevivéncia larval da broca-da-cana.

As composicbes quimicas das ceras epicuticulares das plantas estao
relacionadas na interacao inseto-planta e tem funcao de proteger a planta contra o
ataque desses herbivoros (EIGENBRODE; ESPELIE, 1995). Logo, a resisténcia das
plantas e o comportamento e mortalidade dos insetos podem ser influenciadas e
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explicadas, em parte, pela atuacdo da cera epicuticular como uma protegcdo nas
plantas (RUTHERFORD, 2013; WARTHA et al., 2018).

Ma et al. (2023), encontraram 157 metabdlitos na composicdo da cera da cana-
de-acucar, onde foram classificados em 15 categorias: acidos, alcoois, aldeidos,
aminas, aromaticos, ésteres, hidrocarbonetos halogenados, compostos
heterociclicos, hidrocarbonetos, cetonas, fendis, compostos de nitrogénio, compostos
de enxofre, terpendides e outros. Além da gama de metabdlitos que podem ser
encontrados, algumas variedades de cana-de-agucar produzem uma alta quantidade
de cera epicuticular na superficie do colmo e na bainha da folha.

De acordo com Keeping e Rutherford (2004), a composigdo quimica, assim
como, a quantidade da cera epicuticular (MATHES; CHARPENTIER, 1969) podem
afetar o comportamento e desenvolvimento de insetos herbivoros. Além disso,
segundo Wartha et al. (2022), diferencas quimicas na cera epicuticular da cana-de-
acucar podem estar correlacionadas a resisténcia ou suscetibilidade a Diatraea
saccharalis, conforme resultados iniciais de viabilidade.

Logo, compostos quimicos presentes na cera epicuticular da cana-de-agucar,
como a friedelina, podem estar associados com a resisténcia da broca-da-cana. A
friedelina é um metabdlito secundario vegetal, pertencente aos triterpendides (ALVES
et al., 2018). Estas substancias geralmente exibem atividades biologicas contra uma
grande variedade de pragas agricolas. De acordo com o estudo de Baskar et al.,
(2014), a friedelina apresentou atividade antialimentar, larvicida e pupicida contra
Helicoverpa armigera (Hub.) e Spodoptera litura (Fab.).

Com isso, entender o funcionamento dos mecanismos de resisténcia da cana-
de-acucar, principalmente em relagdo a sua principal praga, € de fundamental
importancia para o desenvolvimento de novos genétipos e fontes de resisténcia e,

consequentemente, reduzir os danos que estes organismos geram na cultura.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar a sobrevivéncia e o desenvolvimento de larvas neonatas de Diatraea
saccharalis Fabr. em gendtipos de cana-de-agucar, em dieta suplementada com cera

e em dieta suplementada com friedelina.
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2.1. Objetivos especificos

Verificar a taxa de sobrevivéncia de neonatas em diferentes gendétipos de cana-
de-acgucar;

Avaliar os danos provocados em diferentes gendtipos de cana-de-aglcar
decorrentes da alimentacdo de neonatas;

Verificar a taxa de sobrevivéncia de neonatas em dieta suplementada com
diferentes concentragcdes de cera;

Verificar a taxa de sobrevivéncia, o crescimento e a mobilidade de neonatas

em dieta suplementada com diferentes concentrac¢des de friedelina.

3. MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos na Universidade Federal de Vigosa (UFV),
situada em Vigosa (20°45' S, 42°52' W, H = 650 metros), estado de Minas Gerais.

3.1. Genétipos utilizados nos experimentos

Foram utilizados 30 genétipos de cana-de-acucar, obtidos do Banco de
Germoplasma do PMGCA/UFV (Programa de Melhoramento Genético de Cana-de-
Acucar da UFV) em parceria com a RIDESA (Rede Interuniversitaria para o
Desenvolvimento da Industria de Cana-de-Acgucar), colhidos na Estagdo Experimental
do Aeroporto da UFV.

Os genotipos avaliados nos experimentos foram separados em trés classes:
resistente, suscetivel e ndo definida (ND) (Tabela 1). As classificacdes resistente e
suscetivel foram feitas de acordo com resultados prévios de experimentos realizados
a nivel de campo por melhoristas e técnicos do PMGCA/UFV, com base na
intensidade de infestacao pela broca-da-cana (porcentagem de entrends perfurados
dividido pelo total de entrends) e estudos realizados por Tomaz et al. (2018a, 2018b,
2020) e Wartha et al. (2018).

Gendtipos com menor intensidade de infestagdo foram classificados como
resistentes a broca-da-cana e os genétipos que apresentaram uma maior intensidade
de infestacdo como suscetiveis. A intensidade de infestagdo n&o foi avaliada nos
gendtipos classificados como ND (ndo definida). Além da separagdo por classe
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(resistente, suscetivel e ND), os gendtipos foram categorizados em presente, ausente
e NA (ndo avaliada) em relagéo a friedelina na cera epicuticular das folhas, de acordo
com avaliagbes prévias realizadas por Diniz, (2023) e Wartha et al. (2022) (Tabela 2).

3.2. Conducao experimental das plantas

Esse estudo foi dividido em quatro experimentos. Os experimentos 1 e 2,
contaram com 10 gendtipos cada, mais a testemunha; o experimento 3 contou com 9
genotipos, mais a testemunha e o experimento 4 foi realizado com todos os genétipos,
ou seja, 0s genotipos do experimento 1, 2 e 3, mais a testemunha (Tabela 1 € 2). O
gendtipo RB867515 foi utilizado como testemunha, sendo repetido em todos os quatro
experimentos. Esta cultivar é considerada um controle resistente e € amplamente
cultivada no Brasil (BARBOSA et al., 2012).

Os experimentos foram realizados de agosto de 2022 a janeiro de 2023. Cada
experimento teve duracdo de aproximadamente dois meses. O experimento 1 foi
realizado de agosto a outubro, o experimento 2 de setembro a novembro, o

experimento 3 de outubro a dezembro, e o experimento 4 de novembro a janeiro.

Tabela 1. Codigo e classificacao dos 30 gendtipos de acordo com a pré-avaliagao da
intensidade de infestacao pela broca-da-cana em campo

Experimento 1

Experimento 2

Experimento 3

Cadigo Classe Caddigo Classe Cadigo Classe
RB867515" Resistente RB867515" Resistente RB867515 Resistente
RB047016 Suscetivel CTC17 Suscetivel IM76228  Resistente
RB047055 Resistente CTC9002  Suscetivel RB057231  Suscetivel
RB047212 Resistente RB047201 Resistente RB08791 Resistente
RB147530 Suscetivel RB047226 Resistente RB097217 ND
RB147531 Suscetivel RB057249 Suscetivel RB127825 ND
RB147590 Resistente RB147532 Suscetivel RB147529 Suscetivel
RB147591 Resistente RB147533 Suscetivel RB147587 Resistente
RB928064 Suscetivel RB147588 Resistente RB935744  Suscetivel
RB987917 Resistente RB147589 Resistente RB985523 Resistente
SP803280 Suscetivel RB147592 Resistente

"Testemunha. Observacio: o 4° experimento contou com todos os genétipos. A classificagdo dos
gendtipos como resistente, suscetivel e ND (Nao definida) foi feita de acordo com estudos prévios
realizados por Tomaz et al. (2018a, 2018b, 2020) e Wartha et al. (2018).
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Tabela 2. Codigo e classificagcao dos 30 gendtipos de acordo com a pré-avaliagdo de

friedelina
Experimento 1 Experimento 2 Experimento 3
Cdédigo  Friedelina Cdédigo  Friedelina Cdédigo  Friedelina
RB867515°  Presente RB867515°  Presente RB867515  Presente
RB047016  Ausente CTC17 NA IM76228 Presente
RB047055 Presente CTC9002 NA RB057231  Ausente
RB047212  Presente RB047201  Presente RB08791 NA
RB147530 NA RB047226 Presente RB097217 NA
RB147531  Presente RB057249  Ausente RB127825 NA

RB147590 Presente RB147532 Presente RB147529 Presente
RB147591 Presente RB147533 Presente RB147587 Presente

RB928064 NA RB147588 Presente RB935744 NA
RB987917 NA RB147589 Presente RB985523 NA
SP803280 NA RB147592 Presente

"Testemunha. Observagdo: o 42 experimento contou com todos os genétipos. A classificacdo dos
genotipos em presente, ausente e NA (ndo avaliada) foi feita de acordo com estudos prévios realizados
por Diniz (2023) e Wartha et al. (2022).

3.2.1. Cultivo das plantas

Foram plantadas se¢des do colmo com cerca de 4 cm de comprimento com
uma gema em cada nd de todos os gendtipos em bandejas com substrato agricola
(Figuras 1A e 1B). As bandejas foram mantidas em casa de vegetacado pertencente
ao DAA (Departamento de Agronomia) na UFV, a 26 + 10°C de temperatura, 75 + 20%
de umidade relativa e 12 + 2 horas de fotoperiodo. A irrigacado foi feita diariamente.

ApGs aproximadamente 8 semanas do plantio, as plantas foram transplantadas
para copos plasticos de 330 ml, preenchidos com o0 mesmo tipo de substrato e levados
para um laborat6rio do DAA na UFV, onde foram mantidos sob as mesmas condi¢des
de temperatura, umidade relativa e fotoperiodo. Os copos foram furados por baixo e
colocados em bandejas plasticas com uma pequena lamina de agua, com o intuito de

disponibilizar agua as plantas e evitar a predagao de formigas (Figura 1C).
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H

Figura 1: Plantio das sessdes dos colmos das canas-de-agucar (A e B); bandejas

alojando as plantas transplantadas para os copos de plastico (C).

3.2.2. Inseto utilizado e infestacao das plantas

Foram utilizadas, nos experimentos, oviposigdes de D. saccharalis obtidas de
um produtor localizado em Campo Florido, Minas Gerais.

Posteriormente ao transplantio, foram cortados pequenos pedagos de papel
onde estavam as oviposigoes de D. saccharalis prestes a eclodir e contados 20 ovos
com auxilio de um estereoscopio (Figura 2A). Os papéis com os ovos foram colocados
em eppendorfs e entdo alocados nas plantas transplantadas (Figura 2B). Apés a
alocacao dos eppendorfs, foram acopladas protecdes de acetato nos copos, fazendo
o envoltério das plantas (Figura 2C), com o intuito de que as larvas das brocas
permanecessem nas plantas apds eclosdo. A parte superior dos acetatos foram
vedadas com TNT (Tecido Nao Tecido) para evitar a saida das larvas e possibilitar a

respiragao das plantas (Figura 2D).
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Figura 2. Pedaco de papel com 20 ovos de D. saccharalis (A); plantas de cana-de-
acucar com o eppendorf contendo os ovos (B); plantas com as protecdes de acetato
(C); vedacao com TNT na parte superior do acetato (D).

3.2.3. Avaliacao das plantas

As plantas foram dissecadas 10 dias ap6s a infestacdo e realizadas as
seguintes avaliacOes para verificar a resisténcia dos genétipos a D. saccharalis.

e Sobrevivéncia das larvas:

A avaliacdo de sobrevivéncia foi realizada pela contagem direta das larvas
encontradas vivas nas plantas (Figura 3A). Para o numero de larvas iniciais foi feito
uma correcao, visto que, alguns ovos nao eclodiram, ou seja, as larvas permaneceram
dentro dos ovos. Estes ovos foram contabilizados com o auxilio do estereoscépio
(Figura 3B) e subtraidos dos 20 ovos inicialmente colocados em cada eppendorf
alocado nas plantas. Dessa forma, o “numero de larvas iniciais” utilizado para calculo

foi 20 decrescido da quantidade de ovos nao eclodidos.

. Numero de larvas vivas finais
Sobrevivéncia (%) = — —— - = . x100
(Numero ovos iniciais - Numero de ovos nao eclodidos)

e |Injuria nas plantas:
Foram estabelecidas notas de 0 a 5, sendo a nota 0 atribuida a auséncia de

injuria e a nota 5 atribuida ao maior dano (folhas mais jovens mortas) (Figura 3C):
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Figura 3. Contagem das larvas vivas de D. saccharalis (A); ovos nao eclodidos (B);

injuria na folha da cana-de-agucar (C).

3.2.4. Analises estatisticas

Os experimentos foram instalados segundo o DIC (delineamento inteiramente
casualizados), sendo os trés primeiros experimentos com 5 repeticées e o quarto com
4 repeticoes.

Foram realizados os testes ndo paramétricos de Mann-Whitney (MANN E
WHITNEY, 1947), para comparagdes entre dois grupos e o teste de Kruskal-Wallis
KRUSKAL e WALLIS, 1952), para comparagdes entres trés ou mais grupos, com nivel
de significancia de a = 0,05. As analises foram realizadas no software R (R CORE
TEAM, 2023).

3.3. Conducao experimental das dietas

3.3.1. Preparo das dietas contendo cera

Apos as avaliagbes com as plantas, foi realizado outro experimento, onde se
utilizou uma dieta prépria para a Diatraea saccharalis (Dieta PLANALSUCAR,
modificada de Hensley & Hammond (1968)) com adig&o de diferentes quantidades de
cera extraida de dois genoétipos, onde um néo continha friedelina na composi¢ao da
cera das folhas (RB047016) e o outro continha alta quantidade, sendo em média
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22,13% da cera (IM76228), de acordo com analises prévias realizadas por Diniz
(2023).

Primeiramente, foram coletadas folhas frescas dos gendtipos IM76228 e
RB047016 na Estacao Experimental do Aeroporto da UFV. As folhas foram lavadas
para remover a poeira superficial e em seguida foram submergidas em cloroférmio em
provetas. Apos 10 minutos, as folhas foram removidas e os extratos (cloroférmio +
cera) foram transferidos para béquer de peso conhecido e deixados em capela de
exaustao para evaporacao do cloroférmio (Figura 4A). Apds a evaporacao de todo o
cloroférmio, foram obtidos a quantidade de cera extraida: 0,13 gramas do gendtipo
IM76228 e 0,16 gramas do gendtipo RB047016. As ceras extraidas foram dissolvidas
em 25 ml de cloroférmio em baldo volumétrico, formando solucdes de 0,0052 g/ml
(IM76228) e 0,0064 g/ml (RB047016), respectivamente (Figura 4B e 4C).

A dieta pura foi preparada de acordo com a alimentacdo para Diatraea
saccharalis (Dieta PLANALSUCAR, modificada de Hensley & Hammond (1968)). Para
esse estudo, foram utilizadas placas de petri de vidro de 60 x 15 mm, previamente
autoclavadas. Em cada placa, para cada genétipo, foram adicionados os volumes de
1,0 ml, 1,5 ml, 20 ml e 3,0 ml da solucdo, correspondendo as diferentes
concentragdes, conforme Tabela 3. Apds a adicdo da solugéo, foi adicionado 4,00 ml
da dieta pura em ponto de fervura em cada placa. As placas foram colocadas em
chapa aquecedora e com o auxilio de um bastao de vidro, misturou-se bem, até que
todo o cloroférmio evaporasse. Apos a evaporacao do cloroférmio, as placas foram
deixadas em uma capela de fluxo laminar para esfriarem naturalmente (Figura 4D).
Também foram preparadas placas controle, ou seja, apenas a dieta pura sem adicao
da solucdo (cera + cloroférmio), mas com adicao de 3,00 ml de cloroférmio puro e

realizados os mesmos procedimentos dos demais tratamentos.

Figura 4. Extratos (cloroférmio + cera) nos béqueres para a evaporacao (A); solucoes
(cera + cloroférmio) nos balées volumétricos (B e C); placas com a dieta esfriando na

capela de fluxo laminar (D).



20

Tabela 3. Tratamentos do experimento da dieta suplementada com cera

. ~ » Concentracao de cera
Tratamentos Genétipo  Volume de solucao ¢

na dieta
1 Controle 0,0 ml 0,0000 g/ml
2 IM76228 1,0 mi 0,0013 g/ml
3 IM76228 1,5 ml 0,0020 g/ml
4 IM76228 2,0 ml 0,0026 g/ml
5 IM76228 3,0 ml 0,0039 g/ml
6 RB047016 1,0 mi 0,0016 g/ml
7 RB047016 1,5 ml 0,0024 g/ml
8 RB047016 2,0 ml 0,0032 g/ml
9 RB047016 3,0 ml 0,0048 g/mi

*Solugao = cera + cloroférmio.

3.3.2. Preparo das dietas contendo friedelina

Inicialmente, a friedelina (Friedelin, technical grade) obtida da empresa Sigma
Aldrich, foi dissolvida em cloroférmio, formando uma solugao de 0,2 g/ml. A dieta pura
foi preparada de acordo com a alimentagdo para Diatraea saccharalis (Dieta
PLANALSUCAR, modificada de Hensley & Hammond (1968)). Foram utilizadas placas
de petri de vidro de 60 x 15 mm, previamente autoclavadas. Em cada placa para cada
tratamento, foram adicionados os volumes de 1,0 ml, 1,5 ml, 2,0 ml e 2,5 ml da solucéo
(friedelina + cloroférmio), correspondendo as diferentes concentragbes, conforme a
Tabela 4.

Apés a adicdo da solucao, foi adicionado 4,0 ml da dieta pura em ponto de
fervura em cada placa. As placas foram colocadas em chapa aquecedora e com 0
auxilio de um bastdao de vidro, misturou-se bem, até que todo o cloroférmio
evaporasse. Apds a evaporagao do cloroférmio, as placas foram deixadas em uma
capela de fluxo laminar para esfriar naturalmente. Também foram preparadas placas
controle, ou seja, apenas a dieta pura sem adi¢ao da solucéo (friedelina + cloroférmio),
mas com adi¢ao de 2,5 ml de cloroférmio puro e realizados os mesmos procedimentos

dos demais tratamentos.
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Tabela 4. Tratamentos do experimento da dieta suplementada com friedelina

Tratamentos Volume de solucao’ Concentracao de friedelina

na dieta
1 0,0 ml 0,000 g/ml
2 0,5 ml 0,025 g/ml
3 1,0 ml 0,050 g/ml
4 2,0 ml 0,100 g/ml
5 2,5ml 0,125 g/ml

*Solucao = friedelina + cloroférmio.

As concentracdes escolhidas para esse estudo foram com base na quantidade
de friedelina contida em alguns dos gendtipos utilizados nos experimentos anteriores.
O principal gendtipo do estudo, em relagdo a quantidade de friedelina na cera
epicuticular é o IM76228, no qual foi encontrado grande quantidade de friedelina na
cera epicuticular (média de 22,13% da cera). Além disso, o presente estudo utilizou
aproximadamente metade da concentragdo maxima encontrada na cera do IM76226
(25,19%). As quantificacdes de friedelina na cera dos gendtipos foram realizadas por
Diniz (2023) em avaliagbes preliminares.

3.3.3. Inoculacao das larvas nas dietas

Ap0Gs o preparo das placas com a dieta e as respectivas concentracoes de cera
e friedelina, foi realizada a inoculacdo de 20 larvas recém eclodidas de Diatraea
saccharalis em cada placa, com o auxilio de um pincel de ponta fina (Figura 5A). Ap6s
a inoculacao, as placas foram vedadas. Para a vedacao das placas, primeiramente
foram colocadas duas camadas de plastico filme na face superior da placa com a dieta
e logo acima, duas camadas de TNT (Figura 5B). Posteriormente, colocou-se a outra
placa de petri (que forma o conjunto) por cima, e entado foi passado parafilm (filme
plastico de parafina) em volta, de forma que as duas partes das placas ficassem bem
vedadas. Para finalizar, foi passado uma fita crepe em volta do parafilme. As placas
inoculadas e devidamente vedadas foram deixadas em BOD na temperatura de 28°C
e um fotoperiodo de 12 horas (Figura 5C).
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Figura 5. Placa com dieta inoculadas com 20 larvas de D. saccharalis (A); placas
sendo vedadas (B); placas inoculadas e vedadas na BOD (C).

3.3.4. Avaliacao das larvas nas dietas

Foram feitas avaliacdes no 32, 62, 10° e 14° dia apds a inoculagao. Para avaliar
a taxa de sobrevivéncia realizou-se a contagem direta de larvas vivas em cada placa.
A avaliagdo do desenvolvimento das larvas em cada nivel de concentracdo do
composto friedelina foi realizada por meio da observagéo (Figura 6).

e Sobrevivéncia das larvas;

NuUmero de larvas finais
X
Numero de larvas iniciais

Sobrevivéncia (%) =

e Desenvolvimento;

Figura 6. Contagem e avaliagdo do desenvolvimento das larvas de D. saccharalis na
dieta.
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3.3.5. Analises estatisticas

Os experimentos foram realizados em DIC (delineamento inteiramente
casualizado), com nove tratamentos para dieta com cera (4 concentragcbes x 2
genotipos + controle) e cinco tratamentos para dieta com friedelina (4 concentracdes
+ controle), cada tratamento com duas repetigoes.

Para o experimento da dieta com cera, procedeu-se a andlise de variancia pelo
teste F, sendo as médias comparadas pelo teste Dunnett com nivel de significancia
de p = 0,05.

Para o experimento da dieta com friedelina, procedeu-se a analise de variancia
pelo teste F, sendo as médias comparadas pelo teste Tukey com nivel de significancia
de p = 0,05 e posteriormente foi realizado uma analise de regressao.

As anadlises estatisticas foram realizadas no software R (R CORE TEAM, 2023).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Sobrevivéncia e injuria das larvas nas plantas

Na Figura 7 estao apresentados os graficos box-plot da andlise descritiva dos
experimentos em relacdo a sobrevivéncia e injuria nas plantas, de acordo com a

classe dos genatipos.
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Figura 7. Gréficos box-plot dos experimentos em relagdo a sobrevivéncia (%) e nota
de injuria nas plantas (1 a 5) das larvas de D. saccharalis, de acordo com a classe dos
gendtipos (ND = N&o definida; R = Resistente e S = Suscetivel). Todos = jungéo dos
dados de todos o0s experimentos.
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De acordo com os graficos boxplot da analise descritiva quanto a classificagéo
a campo, apenas 0s experimentos 1 e 2 (Figuras 7A e 7B) indicaram maior
sobrevivéncia das larvas nos grupos de genotipos classificados como suscetiveis.

Nos experimentos 3, 4 e na avaliagdo de todos os experimentos juntos,
observa-se que a mediana da sobrevivéncia nos grupos de suscetiveis foi menor ou
similar a sobrevivéncia dos classificados como resistentes (Figuras 7C, 7D e 7E). Ja
para a injuria, em todos os experimentos as medianas da nota de injuria foram
similares ou maiores nos grupos de gendtipos classificados como suscetiveis (Figuras
7F, 7G, 7H, 71 e 7J).

Esses resultados indicam que mesmo com maior sobrevivéncia das larvas
neonatas em grupos de gendtipos resistentes, os danos causados as plantas sao
menores, quando comparados com genotipos classificados como suscetiveis.

Os resultados estatisticos e as respectivas meédias de sobrevivéncia e injuria
de cada experimento, de acordo com a classe, estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Médias e resultados estatisticos da sobrevivéncia das larvas de D.
saccharalis e da nota de injuria causada nas plantas em cada experimento e de acordo

com a classificacdo dos gendétipos a campo

Sobrevivéncia Nota de injuria

Experimentos
Suscetivel Resistente Suscetivel Resistente

Experimento 1  36,40% (30,58)a  33,36% (25,85)a 3,45(33,18)a 3,33 (23,68) b
Experimento 2  34,50% (29,60)a 34,35% (26,67)a 3,57 (2866)a 3,37 (27,45) a
Experimento 3 35,17% (19,900a 33,81% (20,86)a 3,32 (21,40)a 3,38 (19,96) a
Experimento 4 34,74% (5761)a 33,57% (5554)a 3,44 (6423)a 3,37 (49,80) b

Todos 34,54% (136,35)a 33,46% (127,59)a 3,42 (14494)a 3,37 (120,66) b

Valores na horizontal seguidos da mesma letra, para 0 mesmo parametro (sobrevivéncia ou injuria),
nao diferem entre si, pelo teste de Mann-Whitney (p > 0,05). Entre parénteses estdo os valores da soma
dos rankings do teste estatistico. Observacao: Todos = Jungao dos dados dos 4 experimentos.

Na Tabela 5, quando os dados sdo comparados estatisticamente em relagcéao a
classe (resistente e suscetivel), & possivel observar que os valores de sobrevivéncia
sao estatisticamente iguais em todos os experimentos. No entanto, para a injuria,
foram observadas diferengas significativas nos experimentos 1, 4 e quando os

experimentos foram analisados todos juntos, onde o grupo de gendtipos resistentes
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apresentaram menor nota de injuria em comparagao aos suscetiveis, demonstrando
que, em geral, os gendtipos resistentes sdo menos afetados pela broca-da-cana.

Outros autores também observaram menores danos causados pela broca-da-
cana em genétipos de cana-de-acUcar resistentes em relacdo a suscetiveis
(DINARDO-MIRANDA et al., 2012; WHITE, 1993), assim como na sobrevivéncia
(PIMENTEL et al., 2017; SALGADO et al., 2022; THOMAZ, 2014).

A auséncia da diferengca na sobrevivéncia entre os grupos de gendtipos
definidos como resistentes e suscetiveis pode ser devido ao método utilizado na
classificacao prévia a campo, visto que foram classificados com base na intensidade
de infestagédo pela broca-da-cana, utilizando a porcentagem de entrends perfurados
dividido pelo total de entrenéds. Além disso, as avaliacdes para classificagcdo a campo
foram realizadas em plantas ja adultas, diferente das avaliagdes feitas neste estudo,
onde se utilizou plantas jovens.

Devido a utilizagéo de plantas jovens nos experimentos, possivelmente alguns
gendtipos ainda ndo haviam atingido completamente todas suas caracteristicas
morfolégicas, anatdmicas e quimicas, que conferem maior resisténcia a broca-da-
cana, afetando assim suas capacidades antibibticas contra a praga e ndo causando
uma alta mortalidade das larvas. Segundo Korndérfer e Datnoff (1995), plantas muito
novas podem apresentar menores concentragcdes de silicio quando comparadas com
plantas mais velhas. A concentracdo de metabdlitos secundarios, como compostos
nitrogenados, terpendides e fendlicos, também varia conforme a idade das plantas
(HERBONE, 1988; LARA, 1991; RHODES, 1994).

Além disso, de acordo com Wei et al. (2007), as defesas mecanicas funcionam
como barreira fisica pelo fortalecimento da parede celular, presenca de lignina,
aumento na concentracdo de silicio e outros fendis, dificultando a predacdo e
obtencg&o de alimento pelo inseto.

Na Figura 8 estao os gréaficos boxplot da analise descritiva dos experimentos
em relacdo a sobrevivéncia e injuria nas plantas, de acordo com a classificagcao dos
genotipos a friedelina.
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Figura 8. Graficos box-plot dos experimentos em relagao a sobrevivéncia (%) e a nota
de injaria nas plantas (1 a 5) das larvas de D. saccharalis, de acordo com a friedelina
(Ausente = Auséncia de friedelina, Presente = Presenca de friedelina e NA = friedelina
ndo avaliada). Todos = juncdo dos dados de todos os experimentos.
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Analisando os graficos box-plot em relagéo a friedelina, é possivel observar que
0s grupos de gendtipos com presenca de friedelina indicaram menor sobrevivéncia
das larvas neonatas em todos os experimentos (Figuras 8A, 8B, 8C, 8D e 8E). Além
disso, 0os grupos de genétipos ndo avaliados para friedelina (NA) também
apresentaram baixa sobrevivéncia das larvas. Uma das causas desses resultados
pode ser a presenca de friedelina. Logo, a analise da substancia nesses gendtipos
pode ser interessante.

Nos experimentos 2 e 3, apesar da presenca de friedelina indicar menor
sobrevivéncia das larvas neonatas, ela ndo resultou em menor injuria nas plantas
(Figuras 8G e 8H).

Uma possivel explicagdo da menor injuria em genétipos com auséncia de
friedelina pode ser devido aos diferentes mecanismos de defesa dos gendtipos, que
podem fazer com que alguns genétipos sejam, por exemplo, menos preferidos ao
ataque da broca da cana. Esse mecanismo de n&o preferéncia, pode acarretar
menores danos as folhas desses gendtipos, e € conhecido como antixenose,
conforme descrito por Smith (2005) e Bastos et al. (2015).

Tecidos com maiores teores de lignina, aqueles que apresentam maior dureza,
sdo menos palataveis para os herbivoros, regulando o dano causado por esses
insetos (COLEY, 1983; RAUPP, 1985; SANTIAGO et al., 2013). Além disso, segundo
Santiago et al. (2013), tecidos que apresentam alto teor de fibras sdo mais resistentes
a acao das mandibulas de insetos mastigadores. A presenca de tricomas também é
um importante mecanismo de nao preferéncia, que proporciona a defesa de algumas
plantas, como a cana-de-acucar, contra o ataque de insetos (SMITH, 2005;
PIMENTEL, 2016).

Os resultados estatisticos e as respectivas médias de sobrevivéncia e injaria

de cada experimento, de acordo com a friedelina, estdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6. Médias e resultados estatisticos da sobrevivéncia das larvas de D.
saccharalis e da nota de injuria causada nas plantas em cada experimento e de

acorodo com a friedelina

Sobrevivéncia Nota de injuria

Experimentos
Ausente Presente Ausente Presente

Experimento 1 69,30% (2360)a 35,11% (17,07 a 5,00 (28,50) a 3,41 (16,25) b
Experimento 2 31,53% 31,300a 34,35% (21,96)a 3,00 (24,00) a 3,37 (22,88) a
Experimento 3 43,42% (1540)a 35,39% (12,40)a 3,40 (13,20) a 3,44 (12,20) a
Experimento 4 39,68% (53,75)a 34,69% (35,64)b 3,68 (51,13) a 3,47 (36,13) b

Todos 39,03% (118,13) a 34,92% (86,24)b 3,63 (110,33)a 3,44 8761)b

Valores na horizontal seguidos da mesma letra, para 0 mesmo parametro (sobrevivéncia ou injuria),
nao diferem entre si, pelo teste de Mann-Whitney (p > 0,05). Entre parénteses estao os valores da soma
dos rankings do teste estatistico. Observacao: Todos = Jungao dos dados dos 4 experimentos.

Na Tabela 6, € possivel observar que houve diferengas estatisticas na
sobrevivéncia de larvas neonatas na presencga de friedelina no experimento 4 e
quando se avaliou os dados de todos os experimentos juntos. Essas diferencas
mostram que a sobrevivéncia das larvas foi menor no grupo de gendétipos que
apresentam friedelina na composicao da cera epicuticular, quando comparado ao
grupo que ndo apresenta o composto.

Em relacdo a injuria, nos experimentos 1, 4 e quando avaliado todos
experimentos juntos, foi encontrada diferengas significativas, onde os menores
valores de injuria foram observados nos grupos de gendtipos com presenca de
friedelina na cera epicuticular das folhas.

Os resultados do experimento 4 e quando avaliado todos experimentos juntos,
mostram que além da diferenga significativa na sobrevivéncia, houve também
diferenca significativa em relacdo a injuria nas plantas, onde a presenca de friedelina
causou uma maior mortalidade das neonatas e resultou em menor injdria nas plantas,
decorrente do ataque das larvas.

Wartha et al. (2022) estudando a composi¢cao da cera epicuticular de plantas
de cana-de-agucar, observou a presenca de friedelina, antes e apés a infestacdo com
a broca-da-cana, em gendtipos classificados como resistentes, enquanto em
gendtipos classificados com suscetiveis nao foi observado a presenca do composto,
em nenhuma das situagcdes (antes ou ap6s a infestacao).
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Abaixo estdo as tabelas com as médias e os resultados estatisticos referentes
a sobrevivéncia e a nota de injuria nas plantas, assim como a classificagao em relagao

a friedelina, de cada gendtipo, nos quatro experimentos (Tabelas 7, 8, 9 e 10).

Tabela 7. Médias e resultados estatisticos da sobrevivéncia das larvas de D.
saccharalis e da nota de injuria causada nas plantas, assim como a classificacao em

relacdo a friedelina, em cada gendétipo do experimento 1

Experimento 1

Genotipo Sobrevivéncia Nota de injuria Friedelina
RB867515 49,84% (23,00) bc 3,30 (12,70) cd Presente
RB047016 69,30% (37,60) ab 5,00 (44,00) a Ausente
RB047055 63,26% (32,90) ab 4,80 (36,80) a Presente
RB047212 75,28% (42,80) a 5,00 (44,00) a Presente
RB147530 64,79% (32,60) ab 4,70 (35,10) ab NA
RB147531 57,01% (28,70) ab 4,10 (20,60) cd Presente
RB147590 47,13% (22,10) bc 3,50 (13,20) cd Presente
RB147591 52,17% (25,00) abc 4,20 (24,20) bc Presente
RB928064 60,96% (30,90) ab 5,00 (44,00) a NA
RB987917 27,37% (9,30) C 3,30 (11,20) d NA
SP803280 49,53% (23,10) bc 4,00 (22,20) cd NA

Valores na vertical seguidos da mesma letra, ndo diferem entre si, pelo teste de Kruskal-Wallis (p <
0,05). Entre parénteses estdo os valores da soma dos rankings do teste estatistico.

No experimento 1 (Tabela 7), o genétipo RB987917 se destaca, obtendo a
menor média de sobrevivéncia (27,37%) € menor nota média de injuria (3,30), junto
ao RB867515. O RB147590 causou a segunda menor média de sobrevivéncia e de
injuria. Estatisticamente, os gendétipos RB867515, RB147590 e SP803280 nao se
diferenciam do RB987917 na sobrevivéncia e nem na nota de injuria.

Além disso, os gendtipos RB867515, RB147590 e RB147591, apresentam
friedelina na composicao da cera epicuticular. J& o RB987917 e o SP803280 nao
tiveram sua cera analisada para o composto. Logo, a analise da cera para verificar se
a friedelina esta presente é interessante, visto que a friedelina pode ser uma das

causas da maior resisténcia a broca-da-cana nesses genotipos.
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Entre os gendtipos com as maiores médias, temos 0 RB047212 e 0 RB047016,
sendo o primeiro e o segundo para sobrevivéncia, respectivamente e empatados em
primeiro para nota média de injuria. No entanto, estatisticamente ndo se diferenciaram
da maioria dos genétipos, exceto os que obtiveram os menores valores e que foram

citados acima, se diferenciando na sobrevivéncia e na injaria.

Tabela 8. Médias e resultados estatisticos da sobrevivéncia das larvas de D.
saccharalis e da nota de injuria causada nas plantas, assim como a classificacdo em

relacdo a friedelina, em cada gendétipo do experimento 2

Experimento 2

Genoétipo Sobrevivéncia Nota de injuria Friedelina
RB867515 25,05% (35,90) a 3,50 (39,20) a Presente
CTC17 24,68% (27,80) a 2,70 (27,30) ab NA
CTC9002 22,00% (29,90) a 2,50 (23,20) ab NA
RB047201 7,00% (17,30) a 2,60 (24,30) ab Presente
RB047226 14,00% (23,90) a 2,70 (25,90) ab Presente
RB057249 31,53% (37,60) a 3,00 (29,90) ab Ausente
RB147532 28,81% (34,30) a 3,60 (40,10) a Presente
RB147533 10,42% (18,40) a 2,40 (22,80) ab Presente
RB147588 19,00% (24,60) a 2,00 (17,40) b Presente
RB147589 17,00% (26,00) a 2,30 (21,10) ab Presente
RB147592 31,00% (32,30) a 3,40 (36,80) ab Presente

Valores na vertical seguidos da mesma letra, ndo diferem entre si, pelo teste de Kruskal-Wallis (p >
0,05). Entre parénteses estdo os valores da soma dos rankings do teste estatistico.

No experimento 2 (Tabela 8), os genétipos RB047201, RB047226, RB1475383,
RB147588, RB147589 apresentaram as menores médias de sobrevivéncia (abaixo de
20%) e nota média de injuria (igual ou inferior a 2,70). Todavia, estatisticamente nao
foram observadas diferengas em relagdo a sobrevivéncia, e para a nota de injuria,
apenas o0 RB147588 se diferenciou do RB147515 e do RB147532, onde 0 RB147588
apresentou o menor valor.

Além disso, os gendtipos que obtiveram as menores médias de sobrevivéncia,
apresentam friedelina em sua composicao. Ao contrario, 0 RB057249, nao apresenta
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friedelina na cera e foi 0 gendétipo com maior sobrevivéncia das larvas de D.
saccharalis no experimento (31,53%). Apresentou também nota media de injaria igual
a 3,0.

Tabela 9. Médias e resultados estatisticos da sobrevivéncia das larvas de D.
saccharalis e da nota de injuria causada nas plantas, assim como a classificagdo em

relacao a friedelina, em cada gendétipo do experimento 3

Experimento 3

Genétipo Sobrevivéncia Nota de injuria Friedelina
RB867515 39,37% (32,00) a 2,50 (19,90) bcd Presente
IM76228 19,32% (19,60) abc 4,40 (41,10) a Presente
RB057231 43,42% (33,00) a 3,40 (27,40) abc Ausente
RB08791 33,13% (29,90) a 2,90 (20,60) bed NA
RB097217 38,00% (28,40) ab 3,70 (33,50) ab NA
RB127825 48,00% (34,90) a 3,70 (30,40) abc NA
RB147529 24,89% (25,30) abc 4,10 (37,50) a Presente
RB147587 35,31% (29,10) a 2,50 (17,70) cd Presente
RB935744 9,11% (12,00) bc 1,70 (10,00) d NA
RB985523 8,18% (10,80) € 2,30 (16,90) cd NA

Valores na vertical seguidos da mesma letra, ndo diferem entre si, pelo teste de Kruskal-Wallis (p >
0,05). Entre parénteses estdo os valores da soma dos rankings do teste estatistico.

No experimento 3 (Tabela 9), podemos destacar os genétipos RB935744 e o
RB985523, onde obtiveram as menores médias de sobrevivéncia (menor que 10%) e
nota de injuria nas plantas igual ou inferior a 2,30; e o gendtipo IM76228, onde
ocasionou a terceira menor média de sobrevivéncia (19,32%). A menor média de
sobrevivéncia foi observada no genétipo RB985523, no entanto, ndo se diferenciou
estatisticamente dos gendtipos IM76228, RB147529 e do RB935744.

Entre os gendtipos citados acima, o IM76228 e o RB147529 tiveram suas ceras
analisadas e observado a presenca de friedelina. Ja para o RB985523 e 0 RB935744,
nao ocorreu a analise. Dessa forma, devido aos bons resultados do RB935744 e
RB985523, seria interessante a avaliacdo do composto em suas ceras. Podemos citar
neste experimento, entre as maiores média, o RB057231, que apresentou a segunda
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maior média de sobrevivéncia (43,42) e nota média de injuria igual a 3,40. A cera
desse gendtipo foi avaliada e ndo foi observado presenca de friedelina.

Tabela 10. Médias e resultados estatisticos da sobrevivéncia das larvas de D.
saccharalis e da nota de injuria causada nas plantas, assim como a classificagdo em
relacdo a friedelina, em cada gendétipo do experimento 4

Experimento 4

Genétipo Sobrevivéncia Nota de injuria Friedelina
RB867515 20,00% (45,25) abcdefg 2,50 (28,25) ef Presente
CTC17 34,54% (66,25) abcdef 4,38 (92,00) ab NA
CTC9002 15,00% (38,50) cdefg 3,13 (55,00) abcdef NA
IM76228 10,00% (29,63) efg 3,38 (59,00) abcdef Presente
RB047016 47,89% (79,38) abcd 4,00 (82,00) abcd Ausente
RB047055 21,25% (46,88) bcdefg 2,38 (29,63) ef Presente
RB047201 22,00% (50,25) bcdefg 3,63 (66,50) abcdef Presente
RB047212 42,76% (77,63) abcd 4,13 (84,13) abcd Presente
RB047226 8,75% (26,38) fg 2,38 (28,00) ef Presente
RB057231 40,66% (75,25) abcd 3,88 (77,25) abcd Ausente
RB057249 51,70% (87,63) ab 3,63 (70,38) abcde Ausente
RB08791 63,19% (103,00) a 3,88 (79,50) abcd NA
RB097217 30,92% (65,38) abcdef 4,00 (82,63) abcd NA
RB127825 49,80% (74,38) abcd 3,38 (60,00) abcdef NA
RB147529 32,50% (61,38) abcdef 3,13 (52,50) abcdef Presente
RB147530 38,68% (72,38) abcde 4,25 (93,38) a NA
RB147531 25,46% (55,63) bcdefg 3,38 (60,00) abcdef Presente
RB147532 13,36% (35,50) defg 2,88 (40,13) def Presente
RB147533 5,26% (22,00) fg 4,13 (87,00) abc Presente
RB147587 34,47% (64,75) abcdef 3,50 (63,75) abcdef Presente
RB147588 0,00% (11,50) g 2,38 (24,50) f Presente
RB147589 50,23% (85,88) ab 2,88 (49,13) abcdef Presente
RB147590 42,83% (75,13) abcd 2,88 (41,75) def Presente
RB147591 21,78% (49,38) bcdefg 3,13 (48,00) bcdef Presente
RB147592 40,95% (80,13) abc 4,00 (81,00) abcd Presente
RB928064 33,09% (60,88) abcdef 3,13 (49,88) abcdef NA
RB935744 44,58% (75,50) abcd 3,00 (44,50) cdef NA
RB985523 27,20% (63,00) abcdef 3,38 (59,63) abcdef NA
RB987917 41,97% (73,63) abcde 3,00 (46,13) cdef NA
SP803280 32,50% (62,63) abcdef 3,88 (79,50) abcd NA

Valores na vertical seguidos da mesma letra, ndo diferem entre si, pelo teste de Kruskal-Wallis (p >
0,05). Entre parénteses estdo os valores da soma dos rankings do teste estatistico.
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No experimento 4 (Tabela 10), onde todos os gendtipos utilizados no estudo
foram avaliados ao mesmo tempo, podemos destacar o IM76228, RB047226,
RB147533 e o RB147588, pois apresentaram as menores média de sobrevivéncia
(inferior ou igual a 10%).

Além dos bons resultados observados no experimento 4, esses 4 genotipos
também se destacaram positivamente nos outros experimentos. Logo, os gendtipos
IM76228, RB047226, RB147533 e 0 RB147588 apresentaram em geral os melhores
resultados em relagéo a resisténcia as neonatas da broca-da-cana, principalmente em
relacdo a menor sobrevivéncia das larvas. Outro ponto importante, € que todos estes
genotipos apresentam friedelina na composigéao da cera epicuticular.

Por outro lado, entre os piores resultados, podemos destacar os gendtipos
RB047016, RB057231 e RB057249, onde ocasionaram principalmente alta média de
sobrevivéncia (maior que 40%), além da nota média de injuria (maior que 3,60) no
experimento 4. Estatisticamente também obtiveram maiores valores de sobrevivéncia
que o0s genodtipos IM76228, RB047226, RB147533 e RB147588. Alem disso,
apresentaram a primeira ou a segunda maior média de sobrevivéncia nos outros
experimentos.

Na Tabela 11, estdo apresentados os resultados estatisticos e as respectivas
médias gerais da sobrevivéncia e nota de injuria na planta de cada genétipo avaliado
neste estudo, ou seja, os dados de todos os quatro experimentos juntos, assim como
a classificagdo em relagao a friedelina.
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Tabela 11. Médias e resultados estatisticos gerais da sobrevivéncia das larvas de D.
saccharalis e da nota de injuria causada nas plantas, assim como a classificacdo em
relacao a friedelina, em cada gendtipo estudado

Todos os experimentos

Genétipo Sobrevivéncia Nota de injuria Friedelina
RB147533 8,13% (53,50) k 3,17 (132,56) defghijk Presente
RB147588 10,56% (60,78) jk 2,17 (58,89) | Presente
RB047226 11,67% (67,33) ijk 2,56 (81,28) jkl Presente
RB047201 13,67% (76,11) hik 3,06 (109,56) ghijkl Presente
IM76-228 15,18% (82,83) ghijk 3,94 (179,11) abcde Presente
RB985523 16,63% (91,17) ghijk 2,78 (103,61) ghijkl NA
CTC9002 18,89% (94,83) ghijk 2,78 (94,83) hijkl NA
RB147532 21,94% (107,28) fghijk 3,28 (125,78) efghijk Presente
RB935744 24,88% (110,78) efghijk 2,28 (68,22) ki NA
RB147529 28,27% (128,39) cdefghij 3,67 (159,61) cdefgh Presente
CTC17 29,06% (124,38) defghij 3,44 (146,94) defghij NA
RB147589 31,77% (135,50) cdefgh 2,56 (85,94) ijkl Presente
RB987917 33,86% (143,78) cdefg 3,17 (116,44) efghijkl NA
RB867515 34,28% (145,63) cdefg 2,97 (111,37) ghijkl Presente
RB097217 34,85% (143,78) cdefg 3,83 (171,44) abcdef NA
RB147587 34,94% (145,78) bcdefg 2,94 (111,67) fghijkl Presente
RB147592 35,42% (148,00) bcdefg 3,67 (156,06) defgh Presente
RB147591 38,66% (162,67) abcdef 3,72 (161,00) bcdefg Presente
RB057249 40,50% (164,44) abcdef 3,28 (125,78) efghijk Ausente
SP803280 41,96% (167,06) abcdef 3,94 (178,67) abcde NA
RB057231 42,19% (169,33) abcdef 3,61 (151,78) defghi Ausente
RB147531 42,99% (172,39) abcdef 3,78 (166,17) abcdefg Presente
RB047055 44 59% (173,72) abcdef 3,72 (168,11) abcdef Presente
RB147590 45,22% (174,78) abcde 3,22 (122,06) efghijkl Presente
RB08791 46,49% (185,28) abcd 3,33 (133,17) defghijk NA
RB928064 48,58% (185,28) abcd 4,17 (196,44) abcd NA
RB127825 48,80% (178,17) abcd 3,56 (149,83) defghi NA
RB147530 53,18% (193,22) abc 4,50 (223,56) abc NA
RB047016 59,79% (204,72) ab 4,56 (226,94) ab Ausente
RB047212 60,83% (217,44) a 4,61 (230,55) a Presente

Valores na vertical seguidos da mesma letra, ndo diferem entre si, pelo teste de Kruskal-Wallis (p >
0,05). Entre parénteses estdo os valores da soma dos rankings do teste estatistico. Observagéo: Os
resultados sao referentes a juncao dos dados dos 4 experimentos.

De acordo com os resultados da Tabela 11, os gendtipos RB147588 e o
RB044226 ocasionaram a segunda e a terceira maior média de mortalidade das
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larvas, e a primeira e quarta menor injaria nas plantas, respectivamente. Dessa forma,
quando comparados os gendtipos de forma geral, esses dois gendtipos se destacam
em relacao a resisténcia a broca-da-cana.

Analisando apenas a sobrevivéncia das larvas de D. saccharalis nos genétipos,
0s 5 que se destacam por apresentarem as menores meédias sdo: RB147533,
RB147588, RB047226, RB047201 e IM76228. A menor média de sobrevivéncia das
larvas pode estar associada a presenca de friedelina, visto que o composto apresenta
poder larvicida, e esta presente nesses 5 gendtipos.

Logo, esses gendtipos podem ser interessantes no melhoramento genético da
cana-de-agucar em relacédo a reducao da sobrevivéncia de neotatas de D. saccharalis,
assim como a redugao da injaria em plantas jovens.

Em estudos realizados por Silva (2021) foi observado que os genétipos
classificados como resistentes geralmente apresentam altas médias para a espessura
da epiderme. Por outro lado, o gendtipo IM76228 nao possui essa caracteristica,
apesar de ser considerado resistente e apresentar baixa preferéncia para oviposicao,
alta mortalidade de neonatas e poucos danos em folhas e colmos (PIMENTEL et al.,
2017). Com isso, a resisténcia desse gendtipo se deve a outros fatores, podendo ser
decorrente do alto teor de friedelina.

Wartha et al. (2022) encontraram compostos quimicos relacionados a
resisténcia a Diatraea saccharalis na cera desse gendétipo. Entre eles, a friedelina.
Dessa forma, a friedelina tem um forte indicio de ser um dos componentes de
resisténcia a D. saccharalis nesse genoétipo, visto que o composto apresenta
caracteristica antibiética a neonatas da praga, como observado por Diniz, (2023).
Além disso, como ja citado neste trabalho, o gendtipo IM76228 apresenta alta
concentracdo do composto, podendo chegar a mais de 25% do teor na cera

epicuticular da cana-de-agucar, como encontrado por (DINIZ, 2023).

4.2. Sobrevivéncia e desenvolvimento das larvas em dietas

4.2.1. Sobrevivéncia das larvas em dieta contendo cera

Na Tabela 12 estdo apresentados os dados de sobrevivéncia da D. saccharalis
em dieta com diferentes concentragdes de cera proveniente dos gendtipos IM76228 e
RB047016 e as provaveis concentracdes de friedelina na dieta. As concentracdes de



37

friedelina na dieta foram estimadas de acordo com o estudo de Diniz, (2023), onde foi
encontrado uma quantidade maxima de 25,19% de friedelina na cera do gendtipo
IM76228 e 0% no RB047016.

Tabela 12. Médias de sobrevivéncia das larvas de D. saccharalis em diferentes
concentragdes de cera, concentragdes estimadas de friedelina e entre os gendtipos
IM76228 e RB047016 no 14° dia apds a inoculagao

Concentracao Concentracao de Sobrevivéncia

Tratamento  Genotipo de cera na dieta friedelina na dieta das larvas (%)

1 Controle 0,0000 g/ml 0 100,0 a
2 IM76228 0,0013 g/ml 0,000327 g/ml 97,5a
3 IM76228 0,0020 g/ml 0,000504 g/ml 100,0 a
4 IM76228 0,0026 g/mi 0,000655 g/ml 100,0 a
5 IM76228 0,0039 g/mi 0,000982 g/ml 92,5a
6 RB047016 0,0016 g/mi 0 97,5a
7 RB047016 0,0024 g/mi 0 95,0 a
8 RB047016 0,0032 g/ml 0 95,0 a
9 RB047016 0,0048 g/mi 0 100,0 a

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem do controle pelo teste de Dunnett (p > 0,05). Observagéo:
as concentragdes de friedelina na dieta foram estimadas de acordo com as quantidades maximas de
friedelina encontradas na cera dos gendétipos IM76228 (25,19%) e RB047016 (0%), por Diniz, (2023).

De acordo com a Tabela 12, é possivel observar que ndao houve diferenca
significativa entre os genotipos e as diferentes concentragées utilizadas. Isso ocorreu
porque as concentragdes de cera, ou ainda da friedelina presente na cera do gendétipo
IM76228, foram muito baixas, ndo afetando a mortalidade das larvas, ou seja, nao foi
o suficiente para causar uma mortalidade significativa das larvas.

Ma et al. (2023) observaram que a cera da cana-de-agucar afeta negativamente
o comportamento alimentar e o crescimento dos bichos-da-seda, inseto da mesma
ordem da broca-da-cana. Com isso, para melhores estudos com a cera da cana-de-
acucar, € necessario montar experimentos com maiores concentracoes em dieta,
possibilitando observar os efeitos da cera epicuticular e da sua composi¢do, na

sobrevivéncia e desenvolvimento de neonatas de D. saccharalis.
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4.2.2. Sobrevivéncia e desenvolvimento das larvas em dieta contendo
friedelina

Os resultados da sobrevivéncia das larvas de D. saccharalis em dietas com
diferentes concentracdes de friedelina estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13. Médias de sobrevivéncia das larvas de D. saccharalis em dietas com
diferentes concentragcdes de friedelina no 142 dia apdés inoculacao

ncentracao de friedelinana  Sobrevivéncia das larvas
Tratamento Co ¢

dieta (%)
1 0,000 g/ml 97,5a
2 0,025 g/ml 95,0 ab
3 0,050 g/ml 72,5 abc
4 0,100 g/ml 67,5 bc
5 0,125 g/ml 50,0 c

Médias seguidas da mesma letra nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p > 0,05).

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 13, observa-se que a
presenga de friedelina na dieta teve efeito significativo na sobrevivéncia das larvas,
de modo que maiores concentragées acarretam menor sobrevivéncia, chegando a
50% na maior concentragdo testada (0,125 g/ml). A sobrevivéncia das larvas em dieta
sem friedelina, com concentracédo de friedelina 0,025 g/ml e com concentragao de
0,050 g/ml nao foram significativamente diferentes.

Para as concentragbes de 0,050 e 0,100 g/ml obteve-se sobrevivéncia de
72,5% e 67,5%, respectivamente. Em comparacdo a auséncia de friedelina a
concentracao de 0,050 g/ml reduziu em 25,0% a sobrevivéncia das neonatas, sendo
essa uma redugao consideravel, visto que acarretaria uma menor populag¢éo de larvas
no campo e consequentemente uma redugéo nos danos e mortalidade de plantas de
cana-de-agucar, possibilitando assim, uma maior producgéo da cultura.

Na Figura 9 esta a relagdo entre sobrevivéncia das larvas da D. saccharalis e

as diferentes concentragdes de friedelina na dieta no 142 dia ap6s a inoculagéo.
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Figura 9. Relag&o entre sobrevivéncia das larvas da D. saccharalis e a concentragao

de friedelina na dieta no 14° dia apés a inoculagéo.

Pode-se observar na Figura 9 que a friedelina na dieta afetou de forma linear e
negativamente a sobrevivéncia das larvas neonatas da broca, ou seja, quanto maior
a concentracao da substancia na dieta, menor a sobrevivéncia das larvas.

Os resultados obtidos no experimento mostram a capacidade larvicida do
composto friedelina, que reduziu significativamente a sobrevivéncia de larvas
neonatas, principalmente em maiores concentracbes. Esses dados corroboram
estudos anteriores que ja classificaram a substancia como toéxica para neonatas de D.
saccharalis, assim como para larvas da mesma classe (DINIZ, 2023; MOITEIRO et
al., 2006; BASKAR et al., 2014).

A sobrevivéncia das larvas de D. saccharalis em dietas contendo diferentes

concentragdes de friedelina, ao longo do tempo, esta representada na Figura 10.
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Figura 10. Médias de sobrevivéncia das larvas de D. saccharalis em dietas com
diferentes concentragdes de friedelina, ao longo do tempo.

Pode-se notar na Figura 10 que a concentracédo de 0,025 g/ml e a dieta sem a
friedelina, ndo reduziu significativamente a sobrevivéncia das larvas ao longo do
tempo. Ja as concentragées de 0,050 g/ml, 0,100 g/ml e 0,125 g/ml acarretaram
reducdo na sobrevivéncia das larvas ao longo dos dias, principalmente para a
concentracao mais alta de friedelina.

No estudo de Diniz (2023), as larvas foram monitoradas durante um periodo de
sete dias e a maior taxa de mortalidade observada foi de 62,5% (em uma
concentracao de 0,1907 g/ml). Ademais, foi observado um déficit de desenvolvimento
nas larvas que ingeriram dieta contendo friedelina. De acordo com essa autora, a
friedelina faz parte do mecanismo de resisténcia de genoétipos de cana-de-agucar,
embora possa nao ser o unico.

Na Figura 11 estao representados os tamanhos e quantidades de larvas de D.
saccharalis vivas em cada concentracao de friedelina, ao final do experimento (142 dia
apds a inoculacao).
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0,1250 g/ml
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Figura 11. Tamanho e quantidade de larvas de D. saccharalis em cada concentra¢do de friedelina na dieta, ao final do experimento.
Observagéo: As larvas sobreviventes das duas repeticdes foram transferidas para uma mesma placa para contagem.
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De acordo com a figura 11, é possivel observar as diferencas na quantidade e
tamanhos das larvas ao final do experimento em cada concentragcdo de friedelina
utilizada na dieta. Observa-se que nas maiores concentracdes, o tamanho e
quantidade de larvas é menor, principalmente quando comparado ao controle. Na
concentragdo de 0,025 g/ml, a quantidade de larvas sobreviventes ndao foi muito
diferente do controle. No entanto, € possivel observar que essa menor concentracao
de friedelina foi responsavel em reduzir os tamanhos das larvas. Além do tamanho,
foi observado que dietas suplementadas com friedelina causaram uma reducao na
mobilidade das neonatas, onde, quanto maior a concentragdo de friedelina maior o
efeito negativo. Dessa forma, mesmo na menor concentragado testada, a friedelina
afetou negativamente o desenvolvimento das larvas da broca da cana.

Com isso, os resultados desse estudo mostram a capacidade do composto
friedelina em reduzir a sobrevivéncia, crescimento e mobilidade de larvas neonatas
de D. saccharalis.

Logo, a friedelina € um composto que aparentemente esta ligado a resisténcia
da cana-de-acucar a neonatas da D. saccharalis e deve ser mais estudada e
compreendia. Com isso, novos trabalhos devem ser desenvolvidos, principalmente
com utilizacdo de gendtipos com alto teor do composto na cera epicuticular. Esses
estudos podem ser de extrema importancia no melhoramento genético da cana-de-

acucar, pensando no controle da praga broca-da-cana.

5. CONCLUSOES

Conclui-se que:

« Nao houve diferengca na sobrevivéncia das larvas neonatas em plantas de
gendtipos classificados a campo como resistente e suscetivel.

« Plantas de gendtipos classificados a campo como resistente, apresentaram
menor injuria decorrente do ataque de larvas da D. saccharalis.

« Plantas de gendtipos que apresentam friedelina na composicdo da cera
epicuticular, apresentaram menor sobrevivéncia das larvas.

« Plantas de gendtipos que apresentam friedelina na composicdo da cera
epicuticular, apresentaram menor injuria decorrente do ataque das larvas.

. Dietas suplementadas com diferentes concentracdes de cera dos gendtipos
IM76228 e RB047016 nao influenciaram na sobrevivéncia das larvas neonatas.
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« Dietas suplementadas com diferentes concentragdes de friedelina ocasionaram
reducao na sobrevivéncia, no crescimento e na mobilidade das larvas, de modo

que quanto maior a concentracdo do composto, maior foi seu efeito.
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APENDICE

Tabela 14. Médias de ovos nao eclodidos (%) da D. saccharalis, com respectivos

valores maximo, minimo e desvio padrao.

. L . ~ . Maximo Minimo
Experimentos Média de ovos nao eclodidos (%)

(%) (%)
Experimento 1 5,36 (5,12) 15 0
Experimento 2 1,00 (2,41) 10 0
Experimento 3 2,00 (3,54) 15 0
Experimento 4 2,54 (3,68) 15 0

Valores entre parénteses representam o desvio padrao.



