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RESUMO

SILVA, Maria Eduarda Jardim, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2021.
Discriminagao de gendtipos de cana-de-agucar resistentes e suscetiveis a
Diatraea saccharalis baseada em caracteres anatémicos. Orientador: Marcio
Henrique Pereira Barbosa. Coorientadores: Edgard Augusto de Toledo Picoli e
Reinaldo Francisco Tedfilo.

O uso de variedades resistentes € um dos métodos mais sustentaveis para o controle
da broca da cana-de-agucar (Diatraea saccharalis). Dessa forma, o objetivo deste
trabalho foi descrever a anatomia foliar de genaétipos de cana-de-agucar, previamente
caracterizados como resistentes e suscetiveis a Diatraea saccharalis. Para isso, foram
utilizados 23 gendtipos de cana-de-agucar, sendo 13 resistentes e dez suscetiveis a
broca. O experimento foi conduzido em casa de vegetacao, na Estacao Experimental
Diogo Alves de Mello, Departamento de Agronomia, Universidade Federal de Vigosa.
Foi utilizado o delineamento de blocos casualizados, com quatro repeti¢cdes. Seis
meses apos o plantio foram coletados, de cada gendtipo, a regido do limbo da folha
+1, primeira folhna completamente desenvolvida, e a regido da bainha da folha 0, folha
imediatamente superior a +1, para a montagem de laminas permanentes. O material
foi observado e fotografado utilizando o microscopio Olympus AX70. Em conjunto, foi
realizada a quantificagéo de silicio presente nas folhas de cana-de-agucar (%Si).
Foram avaliadas caracteristicas estruturais e anatdbmicas na regiao da bainha e do
limbo foliar. Os dados foram coletados por meio do soffware Image Pro Plus® e
submetidos a analise de variancia. Quando significativo pelo teste F, foi realizada a
comparagao entre as medias dos gendtipos por meio do teste de Tukey em nivel de
5% de probabilidade. Houve diferencga significativa para a maior parte dos caracteres
da regido do limbo e da bainha. A %Si ndo permitiu a separagdo dos gendtipos
contrastantes. A espessura de epiderme na face adaxial (EAD-L) e abaxial (EAB-L)
do limbo e da bainha (EAD) foram significativos (P<0,05) e apresentaram médias
maiores nos genotipos resistentes. Conclui-se que a diferenga da anatomia foliar entre
0s gendtipos contrastantes da suporte a hipotese de uma barreira fisica, atribuida a
estrutura das folhas de cana-de-agucar, e consista em uma das estratégias de

resisténcia a Diatraea saccharalis.

Palavras-chave: Anatomia vegetal. Melhoramento genético. Resisténcia de plantas.

Diatraea saccharalis.



ABSTRACT

SILVA, Maria Eduarda Jardim, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2021.
Discrimination of sugarcane genotypes resistant and susceptible to Diatraea
saccharalis based on anatomical characteristics. Advisor: Marcio Henrique Pereira
Barbosa. Co-advisors: Edgard Augusto de Toledo Picoli and Reinaldo Francisco
Tedfilo.

The use of resistant cultivars is one of the most sustainable methods for controlling the
sugarcane borer (Diatraea saccharalis). Thus, the objective of this study was to
characterize the leaf anatomy of sugarcane genotypes, previously characterized as
resistant and susceptible to Diafraea saccharalis. For this, 23 sugarcane genotypes
were used, being 13 resistant and ten susceptible to the borer. The experiment was
conducted in a greenhouse, at the Diogo Alves de Mello Experimental Station,
Department of Plant Science, Federal University of Vigosa. A randomized block design
with four replications was used. Six months after planting, the leaf blade region +1, the
first fully developed leaf and the leaf sheath region 0, leaf immediately above +1, were
collected from each genotype for the assembly of the permanent blades. The material
was observed and photographed on an Olympus AX70 microscope. Together, the
quantification of silicon present in sugarcane leaves (%Si) was performed. Structural
and anatomical characteristics in the region of the sheath and leaf blade were
evaluated. Data were collected using Image Pro Plus® software and submitted to
analysis of variance. When significant by the F test, the comparison between the
means of the genotypes was performed using the Tukey test at a 5% probability level.
There was a significant difference for most characters from the leaf blade and sheath
regions. %Si did not allow the separation of contrasting genotypes. The thickness of
the epidermis on the adaxial (EAD-L) and abaxial (EAB-L) sides of the leaf blade and
sheath (EAD) were significant (P<0.05) and presented higher means in the resistant
genotypes. It is concluded that the difference in leaf anatomy between the contrasting
genotypes supports the hypothesis of a physical barrier, attributed to the structure of
sugarcane leaves, and consists of one of the resistance strategies to Diatraea

saccharalis.

Keywords: Plant anatomy. Breeding. Plant resistance. Diatraea saccharalis.
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1. INTRODUGAO

O Brasil é o maior produtor mundial de cana-de-agucar (Saccharum spp.). Seu
uso é extremamente versatil, sendo uma cultura utilizada desde o consumo in natura
até a fabricagdo de acgucar, etanol e energia. A principal importancia econémica da
cana-de-agucar é a sua capacidade de produzir e armazenar grande quantidade de
sacarose, que esta vinculada a trés importantes agroindustrias: agucar, alcool e
aguardente (OMETTO, 2000).

Segundo dados da CONAB, na safra 2020/21 foram mais de 642,1 milhdes de
toneladas, em uma area de 8,4 milhdes de hectares. A cana-de-agucar foi responsavel
por 9,9 bilhdes de reais provenientes de exportacdo na safra 2020/21, apresentando
significativa importancia econdmica e diversa gama de utilizagdo. A regido sudeste se
mantém como a maior produtora, responsavel por 64% da produgao nacional, com
mais de 415 milhdes de toneladas colhidas.

Apesar do destaque, parte significativa da produgao € perdida em decorréncia
do ataque de pragas. Cerca de 80 espécies de pragas podem atacar a cultura no
Brasil, gerando uma perda estimada em 20% da produgédo anual (ROSSETTO;
SANTIAGO, 2007).

A broca da cana-de-agucar (Diatraea saccharalis) (Fabricius, 1794)
(Lepidoptera: Crambidae) destaca-se entre as pragas que afetam a cultura. Devido a
sua ampla distribuicdo e intenso dano econdémico, este herbivoro é considerado a
principal praga da cana-de-agucar. As lagartas de D. saccharalis podem gerar danos
diretos na cultura, por meio da abertura de galerias no colmo, ocasionando perda de
peso e potencial morte da planta. De maneira indireta, a abertura de galerias permite
a entrada de fungos patogénicos, como é o caso dos fungos Fusarium moliniforme e
Colletotricum falcatum.

Organismos-praga reduzem a produgéo das culturas ao ataca-las, diminuem a
qualidade dos produtos e geram perdas econdmicas. Dessa forma, € necessario
adotar medidas sistematicas visando o controle desses insetos (PICANCO, 2010).
Cerca de 616 quilos de cana, 28 litros de acucar e 80 toneladas por hectare séo
perdidos para cada 1% de intensidade de infestagdo da broca. (ROSSETTO;
SANTIAGO, 2007).

Dentre os métodos de controle de pragas, o desenvolvimento de cultivares

resistentes tem se destacado, devido a redugao dos custos de produgao e melhoria
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na qualidade da lavoura (DEMETRIO et al., 2008). A resisténcia de plantas pode ser
utilizada no Manejo Integrado de Pragas (MIP), auxiliar na redugao das perdas e serve
como base para estudos de melhoramento genético da cultura (POSEY et al., 2006).

As plantas possuem diversos mecanismos relacionados a resisténcia ao ataque
de insetos. Tais mecanismos podem ser divididos em trés categorias: antibiose,
antixenose ou tolerancia. A antibiose ocorre quando as plantas exercem um efeito
negativo no desenvolvimento do inseto, alterando sua biologia (LARA,1991). Ja na
antixenose, ou nao preferéncia, o genoétipo é menos preferido que outro em iguais
condi¢cdes (BASTOS et al., 2015). A tolerancia esta relacionada com a capacidade da
planta em suportar a herbivoria, sem que esta cause prejuizos em seu
desenvolvimento. Esta caracteristica € dependente apenas da capacidade das plantas
em superar o dano, sem estar diretamente relacionada com o inseto. (GULLAN &
CRANSTON, 2007).

As defesas podem ser divididas de duas formas: constitutivas ou induzidas. As
defesas constitutivas s&o as que existem na planta antes de haver algum tipo de
ataque, enquanto as induzidas s&o produzidas apds ocorrer a herbivoria (KARBAN,
2008). Diferengas na anatomia da planta, paredes celulares lignificadas, presenca de
cristais de silica ou espinhos constituem formas naturais de defesa, com o intuito de
dificultar ou impedir o dano provocado pela praga. Plantas acumuladoras de silicio
podem apresentar uma menor incidéncia do ataque de insetos, em decorréncia da
formacédo de barreiras mecanicas por meio de uma maior deposicdo de silica na
epiderme (MARSCHNER, 1995). Sao consideradas plantas acumuladoras de silicio
aquelas com teor foliar acima de 1%, como a cana-de-agucar (MA et al., 2001). Tais
fatores, dentre outros, representam uma barreira fisica, dificultando a predacéo ou a
capacidade de locomogéao dos artrépodes (CARRAPICO, 1998).

A obtencao de gendtipos resistentes a pragas € uma das principais linhas de
pesquisa dos programas de melhoramento genético. Entender o funcionamento dos
mecanismos de resisténcia € de fundamental importancia para o desenvolvimento de
novos gendtipos e fontes de resisténcia e, consequentemente, reduzir os danos que

estes organismos geram nas culturas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Importancia da cana-de-agucar no Brasil

A cana-de-agucar é uma planta pertencente a familia Poaceae do genéro
Saccharum. E originaria do sudeste asiatico, sendo as ilhas do arquipélago da
Polinésia e a Nova Guiné os locais de surgimento mais aceitos pelos pesquisadores.

No Brasil, a introducdo da cultura foi feita no inicio do século XVI por Martin
Afonso de Souza. Em 1532 foi construido o primeiro engenho na Capitania de Séo
Vicente. No final do mesmo século, outros estados brasileiros ja detinham um grande
numero de engenhos, possibilitando que o Brasil detivesse o monopdlio mundial da
producao.

Dentre os subprodutos que estao diretamente ligados com a cultura da cana-
de-acucar destacam-se o etanol e o acgucar. Considerado uma das grandes
alternativas no setor de biocombustiveis, o etanol proveniente da cana-de-acucar
apresentou uma produgao de 27,9 bilhdes de litros (CONAB, 2021). Em conjunto, a
producao de acucar na safra 2020/21 foi de 39,3 milhdes de toneladas, com
crescimento de 32% em relagéo ao produzido na ultima safra (CONAB, 2021). Outros
subprodutos de importadncia econémica também sido gerados, contribuindo para a
sustentabilidade do setor: o bagaco, que pode ser utilizado para a geragéo de energia,
producao de celulose e na alimentagao de gado confinado; e a vinhaca, utilizada na
alimentacao de animais, producao de proteinas e fertilizagao de solos.

No Brasil, a cana-de-agucar é uma cultura com grande importancia econémica,
cultural e social e ocupa lugar de destaque na agricultura brasileira. A produgéo
brasileira, na safra 2020/21, foi de 642,1 milhdes de toneladas, mantendo o Brasil
como o maior produtor mundial da cultura. A maior parte da produgao se concentra
na regiao sudeste, responsavel por aproximadamente 64% da produg¢ao nacional,

sendo Sao Paulo o maior estado produtor.
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Production of Sugar cane: top 10 producers
2019
800M
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@ Production

Figura 1. Os 10 maiores produtores mundiais de cana-de-agucar (FAOSTAT, 2021).

2.2 Aspectos culturais e morfolégicos da Cana-de-agucar

A cana-de-agucar € uma planta semi-perene que possibilita a realizagcéo de
mais de um corte sem a necessidade de replantio (SCORTECCI et al., 2012). A
propagacéo da cana-de-agucar é de forma assexuada, por meio de partes do colmo
que dispéem de uma gema lateral, conhecidos como toletes. As gemas sao formadas
por tecidos em estado de laténcia e grande diferenciagao celular (AUDE, 1993). Um
unico plantio de cana-de-agucar viabiliza a realizagdo de 3 a 6 cortes antes de ser
necessaria a renovacao do canavial.

Dentre os fatores que possibilitaram o excelente desenvolvimento da cana-de-
agucar no Brasil podemos destacar as condigdes edafoclimaticas do pais. Propria de
climas subtropicais e tropicais, a cana-de-agucar possui metabolismo C4, sendo
considerada altamente eficiente na conversdo de energia luminosa em energia
quimica. A temperatura ideal para o seu desenvolvimento é de 22°C a 30°C, com
temperatura minima de 20°C. Temperaturas inferiores a este valor influenciam
negativamente no acumulo de sacarose e na taxa de alongamento do colmo.

A cultura, entretanto, consegue tolerar temperaturas elevadas, desde que
exista irrigacéo ou umidade do solo (MAGALHAES, 1987). Para o brotamento dos
toletes a temperatura do solo deve variar de 32°C a 38°C (BARBIERI; VILLA NOVA,
1977). A umidade do solo é um fator essencial para o desenvolvimento, sendo a
necessidade hidrica da cana-de-agucar em torno de 1.500 milimetros de agua por

ciclo.
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A planta é constituida por partes subterraneas, como raizes e rizomas, e partes
aéreas como colmo, folhas e flores (MOZAMBANI et al., 2006). O caule, também
conhecido como colmo, € um érgéo de reserva, envolto pelas folhas alternadas. Os
colmos principais, desenvolvidos a partir das gemas do tolete, desenvolvem rizomas
(caules subterraneos, espessados, ricos em reservas, providos de nds e entrends e
de crescimento horizontal) (OHASHI, 2014).

A folha da cana-de-agucar € dividida em duas partes: bainha e limbo foliar
(Figura 2). O local onde ocorre a juncdo do limbo € chamado de "barbelas". As folhas
sdo numeradas pelo sistema de Kuijper, sendo a primeira folha de cima para baixo do
talo, com barbelas vistas claramente, designada +1 (CASAGRANDE, 1991).

"i_"m Lamina (corte)

1% folha
\cartucho
f Folha -1
Folha0 s | 7\
Barbela 2\ |V
. Junta da AN \Folha+1
Ligula limina Folha +2/ x;/ﬁ Y _ N\
; ‘v - / ,\‘/ ‘ 3\ Folha +3
Auricola Capilares Folha +4, : Q = 9
 a W7
/’F % \
' . \
/ LV.;/ ‘ N
Bainha \ \‘
.;)
Base da N
¥ bainha -

Figura 2. Sistema de numeragdo de folhas no sistema estabelecido por Kuijper
(CASAGRANDE, 1991).

O melhoramento genético da cana-de-agucar contribui para o aumento da
produtividade, qualidade do material e rentabilidade da esfera sucroalcooleira.
Estudos visando a obtencdo de gendtipos mais resistentes a pragas, ao estresse

hidrico e a doengas sdo fundamentais para o desenvolvimento do setor.
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2.3 A broca da cana-de-agucar (Diatraea saccharalis)

Os insetos-praga sdo um dos principais fatores limitantes que influenciam a
producao de cana-de-agucar (DINARDO-MIRANDA, 2008). Existem mais de 1500
insetos-praga que afetam a cultura da cana-de-agucar no mundo (ERLER, 2010).

A broca da cana-de-agucar, Diatraea saccharalis (Fabricius, 1974)
(Lepidoptera: Crambidae), é a principal praga da cultura. Este herbivoro destaca-se
das outras por sua ampla distribuicédo, intensidade de ataque e dano econémico. Por
se tratar de uma praga poligafa, ataca outras culturas como arroz, aveia, milho, sorgo
e trigo. Esse inseto vem sendo controlado por meio de controle quimico e bioldgico,
uma vez que nao ha gendtipos comerciais de cana-de-agucar resistentes a essa praga
no Brasil (TOMAZ et al., 2017).

Esse inseto praga é encontrado em todas as regides produtoras do Brasil e
pode ser observado durante todo o ano. A ocorréncia de altas temperaturas e umidade
elevada favorecem a proliferagdo da broca, fazendo com que a regido Centro-Sul seja
mais afetada, principalmente durante as estagcdes primavera e verao. De acordo com
Pinto (2006), durante todo o desenvolvimento da cana-de-agucar pode ocorrer o
ataque da broca.

As fémeas ovipositam tanto a face adaxial quanto a face abaxial do limbo foliar,
assim como a bainha da folha, sendo estimado cerca de cinco a 50 ovos em cada
postura (PIMENTEL, 2016). Apos a eclosdo dos ovos, as lagartas realizam a
raspagem da folha, permanecendo nesse local até a primeira ecdise, onde se dirigem
para o colmo, penetrando neste local pela regido proxima a bainha da planta. De
coloragao inicialmente branca, as lagartas adquirem uma coloracdo creme e
apresentam manchas escuras com o passar do tempo. O ciclo de vida da broca varia
de 53 a 60 dias, dependendo das condi¢des climaticas (GALLO, 2002).

As lagartas de Diatraea saccharalis causam prejuizos diretos e indiretos na
cultura. Diretamente, a abertura das galerias leva a perda de massa da planta, falhas
na germinacao, enraizamento aéreo, brotacao lateral, quebra do colmo, diminuicédo da
produtividade e morte de algumas plantas atacadas. De forma indireta, a abertura dos
orificios provoca o secamento dos ponteiros, sintoma conhecido como coragdo morto,
o qual facilita tombamentos pelo vento e permite a entrada de fungos pelos orificios

abertos pelas lagartas. Os fungos Colletototrichum falcatum Went e Fusarium
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mononiliforme ocasionam, respectivamente, as doengas podriddo e podridao-
vermelha. Por consequéncia, ocorre a diminuicdo no teor de sacarose, devido a
inversdo em acgucares redutores (frutose e glicose), contaminagdo do caldo,
diminuicdo na eficiéncia de moagem e aumento do teor de fibra (DINARDO-
MIRANDA, 2008; DINARDO-MIRANDA et al., 2012)

A porcentagem de entrends atacados pela broca pode ser medida por meio da
intensidade de infestacdo. Com a utilizacdo desse indice € possivel determinar
quando e qual a melhor forma de controle (MACEDO; LAVORENTI, 2004). Estudos
mostram que para cada 1% de intensidade de infestagdo da praga, ocorrem prejuizos
de 0,25% de agucar, 0,20% de alcool e 0,77% de peso (GALLO et al., 2002).

As principais formas atuais de controle de Diatraea saccharalis sao o controle
bioldgico e controle quimico. Para o controle bioldgico, € utilizado principalmente os
parasitdides Cotesia flavipes (Hymenoptera: Braconidae) e Trichogramma
galloi (Hymenoptera: Trichogrammatidae). No controle quimico, o0 momento da
aplicagao de inseticidas é crucial, uma vez que apos perfurarem e penetrarem no
colmo, o efeito do produto apresenta grande perda na eficacia.

O uso de variedades resistentes € o meio mais econdmico e apropriado para o
manejo de pragas e doengas (MILLIGAN et al., 2003). Segundo Lara (1991), a
utilizagao de variedades resistentes € considerada um método de controle ideal, visto
que as populacdes da broca podem ser mantidas abaixo do nivel de dano econémico
concomitantemente a reduc¢do da contaminagéo dos agroecossistemas pela redugéo
do uso de agroquimicos.

A utilizagao de plantas geneticamente modificadas (GM), como o caso da Cana
BT, a qual recebeu um gene da bactéria Bacillus thuringiensis, permite o controle mais
eficiente e o cultivo de cana-de-agucar em regides com elevadas infestagdes de
praga.

Dessa maneira, a utilizagcdo de variedades de cana-de-agucar resistentes a
essa praga € de extremo interesse, uma vez que possibilitaria a redu¢ao dos custos
de producédo, diminuindo a aplicacdo de defensivos e os custos com o controle
bioldgico, além de garantir uma elevada produtividade associada a uma colheita de

qualidade.


https://link.springer.com/article/10.1007/s10646-014-1282-y
https://link.springer.com/article/10.1007/s10646-014-1282-y
https://link.springer.com/article/10.1007/s10646-014-1282-y
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2.4 Resisténcia de plantas aos artrépodes

A melhoria da eficiéncia na selegdo de materiais genéticos resistentes a pragas
€ uma demanda importante dos Programas de Melhoramento de Plantas. A utilizag&o
de variedades resistentes tem sido considerada um dos principais métodos de
controle de pragas por apresentar baixo custo e permitir o manejo integrado com o
controle biologico (BOTELHO; MACEDO, 1988).

Podemos considerar uma planta como resistente quando, devido a sua
constituicdo genética, ela € menos danificada que outra, em igualdade de condicdes
(SMITH, 2005). Dessa forma, € possivel observar diferentes respostas em genotipos
diferentes, quando submetidos a mesma situacdo, dependendo de suas
caracteristicas fenotipicas, morfolégicas ou quimicas.

Tomaz et al. (2017) relatou que a resisténcia da cana-de-agucar a artréopodes
€ baseada em complexas contribuicdes e interagdes entre diversos componentes. A
resisténcia de plantas pode ser influenciada pela prépria planta, ambiente ou inseto.
A resisténcia, quando relacionada com as plantas, sofre influéncia de fatores como
idade, parte afetada, infestacbes anteriores e densidade foliar. Quando relacionada
ao ambiente, as condi¢cdes edafoclimaticas e disponibilidade de nutrientes sao fatores
de importancia. A resisténcia relacionada ao inseto sera dependente do tamanho da
populagao, idade e espécie (LARA, 1991). Uma planta, quando considerada resistente
a uma praga, nao sera obrigatoriamente resistente a outra.

Segundo Painter (1951), as formas de resisténcia podem ser classificadas em
trés categorias: antibiose, tolerancia e antixenose ou nao-preferéncia. A antibiose se
caracteriza pela influéncia dos caracteres quimicos, fisicos e morfolégicos presentes
nos genotipos resistentes, os quais alteram a biologia do inseto. Tais caracteres
podem causar redugao de tamanho, peso, diminui¢cao da fertilidade e mortalidade dos
insetos (PANDA & KHUSH, 1995). Ja a tolerancia é a capacidade do gendtipo se
recuperar e manter sua produgao, sem perdas significativas, apesar de atacada por
uma populagdo de artrépodes-praga aproximadamente igual a que prejudica a
producao de plantas suscetiveis (SMITH, 2005). A antixenose ou nao-preferéncia,
pode ser observada quando um genoétipo € nao preferido pelo inseto quando

comparado com outros gendétipos em iguais condi¢gées (RECTOR et al., 2000).
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A antixenose pode ocorrer em decorréncia de caracteristicas quimicas ou
fisicas da planta. As caracteristicas quimicas estao relacionadas a substancias que
afetam a digestibilidade dos insetos ou sao repelentes, tornando a planta n&o atrativa
aos mesmos. Os fatores fisicos incluem a radiagcdo, uma vez que os insetos podem
ser mais sensiveis a determinadas faixas de frequéncia de ondas e cores refletidas
(OLIVEIRA et al., 2017) e a aspectos morfolégicos da planta.

O fator morfolégico esta ligado as caracteristicas estruturais, superficiais ou
anatbmicas da planta, que auxiliam a preservacdo de danos (LARA, 1991). A
presenca de espinhos e tricomas podem dificultar a mobilidade dos insetos,
funcionando como obstaculo (MATOS et al., 2009). Paredes celulares lignificadas ou
com a presenca de cristais de silica, por sua vez, oferecem uma barreira a penetragao
e danos ao aparelho bucal dos insetos (CARRAPICO, 1998). Tais fatores podem
alterar a ovoposicao, alimentagao ou abrigo (BASTOS et al., 2015).

As defesas de plantas a artropodes podem ser divididas em constitutivas ou
induzidas e diretas ou indiretas. As defesas constitutivas sdo as que existem na planta
antes de haver algum tipo de ataque. S&o caracteristicas intrinsecas e inatas ao
individuo. Defesa induzida é aquela em que algo é produzido, alterado, translocado
ou tem sua produgcdo aumentada no momento em que ocorre o ataque pelo inseto-
praga (KARBAN, 2008).

As defesas mecanicas, tais como barreira fisica pelo fortalecimento da parede
celular, presenga de lignina, aumento na concentragdo de silicio e outros fendis sdo
formas diretas de resistir ao ataque das pragas. Essas caracteristicas dificultam a
predacgao pelo inseto e impedem a obtencao de alimento pelo mesmo. Indiretamente,
a defesa pode ocorrer por meio da liberacdo de compostos volateis que atraem
inimigos naturais (WEI et al., 2007).

A compreensao dos fatores que levam a resisténcia de plantas a pragas é uma
ferramenta importante para a formulagao de estratégias de pesquisa, uma vez que
permite direcionar os estudos de acordo com a causa raiz. Com isso, é possivel
verificar quais sdo os mecanismos de resisténcia utilizados pelos gendtipos e

direcionar os programas de melhoramento na obtencdo de novos materiais.
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2.5 O silicio na cana-de-agucar

O silicio (Si) € um elemento de grande abundancia na crosta terrestre e compde
até 10% da massa seca de plantas acumuladoras do elemento, como as da familia
Poaceae (SAVANT et al., 1997). Os valores de Si variam entre os 6rgaos da planta,
sendo encontradas maiores quantidades nas folhas (KEEPING; MEYER, 2006). A
cana-de-acucar € uma das culturas que possui melhor aproveitamento da adubacao
silicatada. As plantas que possuem teor foliar acima de 1% sao consideradas plantas
acumuladoras de silicio, enquanto as com teores de Si inferiores a 0,5% (Ma et al.,
2001), sdo ndo acumuladoras. A aplicagao de silicio pode ser realizada tanto via foliar
como aplicado via solo, tendo como fontes metassilicatos, acido silicico e silicatos
(REZENDE, 1992).

Apesar deste elemento n&do ser considerado essencial para as plantas, é
constatado que o crescimento e a produtividade das gramineas sao beneficiados com
a disponibilidade de Si. Dentre os beneficios deste elemento para a cultura da cana-
de-agucar podemos citar a indugao de resisténcia as pragas, melhoria da capacidade
fotossintética, maior tolerancia a geadas, melhoria na arquitetura das plantas, maior
tolerancia ao estresse hidrico, controle de pragas, melhoria na qualidade da matéria-
prima e aumento na produtividade (KORNDORFER et al., 2004).

O Si na planta pode exercer papel de indutor de resisténcia e, para isso,
levanta-se duas hipoteses: o Si atuando de maneira fisica, pelo acumulo de silica na
parede celular da epiderme, dificultando o ataque de pragas e doengas ou ainda de
forma fisioldgica, estimulando mecanismos naturais de defesa, como a produgao de
compostos fendlicos, lignina, peroxidase e outras enzimas responsaveis pela resposta
ao estresse (MENZIES et al., 1991; REZENDE, 1992; BOWEN et al., 1992; CHERIF
et al.,, 1994; FAWE et al., 1998; EPSTEIN, 1999; dos SANTOS et al.,, 2002;
GOUSSAIN et al., 2002, 2005; DIAS et al., 2014).

De acordo com Ma et al. (2001), gendtipos de uma mesma espécie podem
apresentar concentracoes de Si diferentes, devido a capacidade genética de cada
cultivar.

Segundo Keeping et al. (2009), as variedades de cana-de-agucar resistentes a

Eladana saccharina obtiveram uma maior absorcao de Si com e sem a aplicagao deste
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elemento via adubacéo. Dessa maneira, a absorgao de Si pelas folhas poderia estar
correlacionada com resisténcia ao ataque de pragas.

O acumulo de silica nos 6rgaos de transpiragéo leva a formagao de uma dupla
camada de silica, logo abaixo da epiderme, agindo como barreira mecanica contra a
invasdo de fungos e insetos (KORNDORFER et al., 2004). Em células silificadas pode
haver uma dificuldade na ovoposigado dos insetos, diminuindo a herbivoria nas fases
imaturas dos mesmos (SILVA et al., 2005). O efeito da protegdo mecénica do silicio
nas plantas € atribuido ao seu depdsito na forma de silica amorfa (SiO2.nH20) na
parede celular (VILELA, 2013). Estudos que visam observar e quantificar o teor de
silicio presente em plantas possibilitam o melhor entendimento da forma como esse
nutriente atua nas variedades, assim como a relagédo entre o maior acumulo de Sie a
resisténcia a pragas.

A tecnologia baseada no uso do silicio € limpa e sustentavel, promovendo maior
retorno econémico para o agricultor ao diminuir o uso de agroquimicos e aumentar a
produtividade. Uma nutricdo mais equilibrada e fisiologicamente mais eficiente

significa plantas mais produtivas, com menos doengas, menos ataques de pragas e

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Caracterizar a anatomia foliar e quantificar a porcentagem de silicio foliar em
gendtipos de cana-de-agucar, previamente descritos como resistentes e suscetiveis a

Diatraea saccharalis.

3.2. Objetivo especificos

Verificar a existéncia de diferengas anatémicas no limbo foliar da folha +1 dos
genodtipos de cana-de-agucar resistentes e suscetiveis a Diatraea saccharalis;
Verificar a existéncia de diferengas anatdémicas presentes na bainha da folha 0

dos gendtipos de cana-de-agucar resistentes e suscetiveis a Diatraea saccharalis;
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Avaliar caracteristicas estruturais e verificar se tais caracteristicas podem ser
relacionadas a resisténcia a broca da cana-de-acgucar;

Adequar um protocolo para quantificacdo do teor de silicio presente nas folhas
dos genatipos de cana de agucar;

Comparar o teor de silicio dos gendtipos resistentes e dos gendtipos
suscetiveis a Diatraea saccharalis;

Contribuir para a compreensdo das estratégias de resisténcia a broca

existentes nas variedades comerciais de cana.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material Genético

Para a realizagdo deste trabalho, foram utilizados vinte e trés gendtipos de
cana-de-agucar, sendo dez gendtipos categorizados previamente como mais
suscetiveis a broca da cana-de-agucar (Diatraea saccharalis) e 13 gendétipos
classificados como mais resistentes a aquela praga. Os genétipos foram selecionados
com base em resultados obtidos em experimentos realizados a nivel de campo pelo
Programa de Melhoramento de Cana-de-agucar da Universidade Federal de Vigosa —
UFV e do trabalho realizado por Tomaz et al. (2017). Os clones foram avaliados em
campo sob condi¢cdes de infestagcao natural. Foram determinados o numero de
internddios totais e o numero de internddios atacados por planta para a obtencéo da

intensidade de infestagao (11%) por meio da seguinte férmula:

1% = 100 X s
0~ IT

em que |IA corresponde ao numero de internddios atacados e IT o numero de
internddios totais da planta.

Com os dados obtidos, foi realizada a separagdo dos gendtipos em duas
categorias: resistentes, os quais apresentaram uma menor intensidade de infestagao,
e suscetiveis, os quais obtiveram uma intensidade de infestagao mais elevada.

Na tabela 1 estao relacionados trés grupos de gendtipos quais sejam: Grupo

1: Constituido pelos gendtipos mais suscetiveis e mais resistente selecionados por



22

Tomaz et al. (2017). Os experimentos foram realizados durante trés anos, com 35
clones, em quatro localidades, a fim de determinar o nivel de intensidade de infestagao
por D. saccharalis nos genotipos em campo.

O grupo 2 foi constituido por 68 clones avaliados em experimento com
repeticdo na Central de Pesquisa, Experimentagao e Extensao do Tridngulo Mineiro-
CEPET, no municipio de Capinépolis— MG. A metodologia para calculo de intensidade
de infestacao foi a mesma utilizada no grupo 1.

Os gendtipos IM76-228 e RB127384 (grupo 3) foram selecionados a partir de
observacbes visuais realizadas nas estagdes experimentais do Programa de
Melhoramento de Cana-de-agucar da Universidade Federal de Vigosa — UFV sendo o
IM76-228 identificado previamente como menos preferido para ovoposigao pela broca
(PIMENTEL, 2016). O gendtipo IM76-228 é classificado como Saccharum robustum.
Ambos os gendtipos apresentaram elevada dureza, pilosidade, e baixa intensidade de
infestacdo natural pela praga e alta densidade de pilosidade nas bainhas,

caracteristica que pode estar relacionada ao bom desempenho contra o inseto-praga.
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Tabela 1. Classificagdo dos 23 gendtipos selecionados por grupo e em resistentes e

suscetiveis a Diatraea saccharalis.

Gendétipo Grupo Classificagao
IM 76-228 Grupo 3 Resistente
RB047055 Grupo 1 Resistente
RB047201 Grupo 1 Resistente
RB047212 Grupo 1 Resistente
RB047226 Grupo 1 Resistente
RB127384 Grupo 3 Resistente
RB147588 Grupo 2 Resistente
RB147589 Grupo 2 Resistente
RB147590 Grupo 2 Resistente
RB147591 Grupo 2 Resistente
RB147592 Grupo 2 Resistente
RB147587 Grupo 2 Resistente
RB867515 Grupo 1 Resistente
RB047016 Grupo 1 Suscetivel
RB057231 Grupo 1 Suscetivel
RB047248 Grupo 1 Suscetivel
RB057249 Grupo 1 Suscetivel
RB147529 Grupo 2 Suscetivel
RB147530 Grupo 2 Suscetivel
RB147531 Grupo 2 Suscetivel
RB147532 Grupo 2 Suscetivel
RB147533 Grupo 2 Suscetivel
RB147534 Grupo 2 Suscetivel

4.2 Execugao experimental

4.2.1. Condugao do experimento

Os 23 gendtipos foram plantados no dia 04 de junho de 2019 em estufa
climatizada localizada na Estagcado Experimental Diogo Alves Mello (20° 45" S, 42° 52°
W; h = 650 m), pertencente ao Departamento de Agronomia da Universidade Federal
de Vigosa, situada em Vigosa — MG. O experimento foi realizado em delineamento de
blocos ao acaso, com quatro repeticbes. Os genotipos testados foram obtidos do
Programa de Melhoramento de Cana-de-agucar da Universidade Federal de Vigosa
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em parceria com a RIDESA (Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor
Sucroenergético).

Foram plantadas se¢des do colmo com cerca de 4 cm de comprimento, com
uma gema em cada nd, em bandejas preenchidas com substrato agricola
(Tropstrato®) (Figura 3A e 3B). No dia 02 de agosto de 2019, aproximadamente 60
dias apés o plantio, as mudas foram transplantadas para vasos plasticos de 7,5 L,
preenchidos com mistura 1:1 de solo e areia, 1g de MAP (mono-aménio-fosfato, que
contém 50% de P20s5 e 10% de N) e 7g de calcario e mantidos em casa de vegetagéo
(temperatura de 26 + 10°C; 75 £ 20% de umidade relativa) para evitar a infestagdo por
patdgenos (Figura 3C e 3D). O espagcamento entre as fileiras foi de um metro. As
plantas foram irrigadas com gotejadores de 0,5 a 2,0 L/vaso/dia.

No dia 26 de agosto de 2019 realizou-se a primeira adubagdo de cobertura,
com 1g por vaso de N-P-K 20-05-20. Posteriormente, foram feitas mais 2 adubacgdes

de cobertura com 30 dias de diferenca cada.

Figura 3: Toletes de cana-de-agucar plantados em bandejas (A); Inicio da germinagao

(B); Mudas com 60 dias (C); Transplante das mudas para vasos plasticos de 7,5 L

(D).

4.2.2. Procedimentos para analises de Anatomia

Quando as plantas atingiram cerca de seis meses de idade foi realizada uma
coleta. Seguindo o sistema Kujiper, foram coletadas a bainha da folha 0 e o limbo foliar
da folha +1. O material foi levado para o Laboratério de Anatomia Vegetal e
Morfogénese da Universidade Federal de Vigosa, onde as analises anatdbmicas foram

realizadas (Figura 4A).
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As folhas +1 de cada gendtipo foram escaneadas integralmente, utilizando
scanner acoplado a um computador. As imagens foram processadas pelo software
Image Pro Plus® e foi obtida a area foliar total em cm? (Figura 4B). Posteriormente,
utilizando um cano de cobre de area 1.5814 cm?, foram feitos 10 discos de regides
aleatdrias do limbo foliar, excluindo a nervura central, da mesma folha (Figura 4C). Os
10 discos foram pesados em balanga de precisdo no Laboratério de Biotecnologia e
Melhoramento Vegetal e, em seguida, as amostras foram levadas a estufa a 65°C por
trés dias. ApoOs esse periodo, os discos foram novamente pesados em balanga de
precisao e foi obtida massa seca total.

Utilizando os mesmos 10 discos de cada gendtipo, foram obtidas as espessuras
do limbo, utilizando o Medidor de Espessura Mainard (Figura 4D). Tal aparelho possui
uma mola que impede que o material sofra esmagamento, sendo possivel obter,
dessa maneira, uma medida precisa da espessura foliar. Os dados de massa seca e
espessura foram utilizados para o calculo de area foliar especifica e densidade da
folha.

A AFE foi obtida por meio da seguinte equacgao:

AFE = AD
T MS

em que AD corresponde a area total dos dez discos (cm?) e MS a massa seca total
dos dez discos (Q).

Em conjunto, foi calculada a densidade foliar por meio da seguinte equagéo:

MS

Den = wep oAb

em que MS equivale a massa seca dos dez discos (g); ESP a soma das espessuras
dos dez discos (cm) e AD a area total dos dez discos (cm?).

Em sequéncia, a bainha da folha 0 e a folha +1 de cada gendtipo foram
subamostradas em cortes transversais (Figura 4E). O material foi armazenado em
vidro de acrilico, imerso em fixador FAA 50% (formaldeido, acido acético glacial e
etanol 50%, 1:1:18 v/v) e submetido a bomba de vacuo a 15 polHg ou 400 mmHg por
48 horas (Figura 4F). ApOs essa etapa, o material foi armazenado em solugao
etandlica 70% para aguardar o processamento.

As etapas para fabricagao de laminas permanente incluiram a desidratagao do
material utilizando etanol 85%, 95% e 98% por um periodo de 2 h em cada etapa; Pré-

infiltracdo em resina + alcool (Historesin Leica, preparada conforme instru¢do do
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fabricante) durante uma semana e, em seguida, infiltragcdo em resina pura por mais 5
semanas. Logo apos esse periodo, foi realizada a inclusdo do material em resina
ativada, adicionando-se polimerizador.

O material foi transferido para histomoldes, onde ficaram por sete dias, até
estarem totalmente secos (Figura 4G). Em sequéncia, o material foi fixado em cubos
de madeira utilizando a cola acrilica Super Bonder® (Figura 4H) e seccionados em
micrétomo rotativo manual Spencer Ao 820 América optical, utilizando navalha de aco
e obtendo cortes com 5 micrébmetros de espessura (Figura 4l).

Os cortes foram dispostos em laminas, tendo sido realizada a montagem de
duas laminas, com dez cortes em cada, para cada genotipo. Os cortes foram dispostos
na superficie da lamina e corados com o corante Azul de Toluidina (0,05% e pH 6,5),
responsavel por destacar regides onde se tem a presenca de pectinas, ligninas e
componentes fendlicos. As |laminas foram coradas durante um periodo de 5 minutos,
sendo realizadas lavagens em sequéncia para retirar 0 excesso de corante.
Posteriormente, o material foi fixado utilizando Permount incluido no Kit Leica
Biosystems (Figura 4J). Apos os procedimentos, o melhor corte de cada material foi
selecionado e fotografado por meio do fotomicroscépio Olympus AX70 (Figuras 4K e
4L).
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Figura 4: Coleta do material na estufa (A); Folhas +1 sendo scanneadas para
obtencao da area foliar (B); 10 discos de area conhecida, retirados do limbo foliar, a
fim de obter a area foliar especifica (C); Medidor de espessura Mainard (D);
Subamostragem do material no laboratério (E); Amostras armazenadas em frascos
de acrilico recebendo vacuo na campanula de vidro (F); Amostras incluidas em resina,
com endurecedor, em histomold (G); Amostra Emblocada (H); Seccionamento das
amostras em micréto manual, com navalha de ago (l); LAmina com os cortes apds o
seccionamento (J); Fotomicroscépio Olympus AX70 (K); Imagem obtida de um dos
cortes (L).



28

4.2.3 Caracteres avaliados na analise anatomica

As imagens foram obtidas por meio do fotomicroscopio Olympus AX70. Apos a
selecdo das melhores imagens, os dados foram coletados e avaliados utilizando o
software Image Pro Plus®. Foram avaliados os seguintes caracteres:

Na regido do limbo, foram medidos: a) Espessura total (ET) (Figura 5A); b)
Espessura do mesofilo (EM) (Figura 5B); c) Espessura da epiderme na face adaxial
(EAD-L); d) Espessura da epiderme na face abaxial (EAB-L) (Figura 5C); e) Espessura
da parede externa na face adaxial (PEAD); f) Espessura da parede externa na face
abaxial (PEAB) (Figura 5D).

Na regido da bainha, foram medidos: a) Espessura total da Iamina (EL); b)
Numero de células no decorrer da espessura (NC) (Figura SE); c) Espessura da
epiderme na face adaxial (EAD) (Figura 5F); d) Espessura das duas camadas mais
espessas em conjunto (EC) (Figura 5G); e) Espessura isolada da primeira camada
(E1) (f) da segunda camada (E2) (g) (Fgura 5H); Espessura da parede externa da
primeira camada (PE1) (h) e da segunda camada (PEZ2) (Figura 5l); (i) Numero de
células com silica (NSi) (Figura 5J).

Para cada caractere avaliado foram feitas trés medidas em regides

representativas da imagem. Todos os valores foram obtidos em micrémetros.
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Figura 5: Espessura total (ET) (A); Espessura do mesofilo (EM) (B); Espessura da
epiderme na face adaxial (EAD-L) e espessura da epiderme na face abaxial (EAB-L)
(C); Espessura da parede externa na face adaxial (PEAD) e espessura da parede
externa na face abaxial (PEAB) (D); Espessura total da bainha (EL) e numero de
células (NC) (E); Espessura da epiderme na face adaxial (EAD) (F); Espessura das
duas camadas mais espessas em conjunto (EC) (G); Espessura isolada da primeira
camada (E1) e da segunda camada (E2) (H); Espessura da parede externa da primeira

camada (PE1) e da segunda camada (PE2) (I) e numero de células com silica (NSi)

().
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4.2.4. Procedimentos para a quantificagao de silicio do limbo foliar da cana-de-

agucar

Apos seis meses da coleta inicial foi feita uma segunda coleta para a realizagéo
da analise de silicio. O material foi transferido para o Laboratério de Analise de Dados
Quimicos Multivariados (MCDALab), pertencente ao Departamento de Quimica da
Universidade Federal de Vigosa - MG. Para esse procedimento foi utilizado o limbo
foliar de cada genatipo, excluindo a nervura central. Apos a coleta, o material foi seco
em estufa a 65°C, por trés dias. Apds este periodo, a bainha e a nervura central foram
separadas e descartadas. O restante do material foi pesado em quantidades iguais e
macerado em moinho de esferas Tissuelyser (Figura 6A). O material triturado foi
peneirado em peneira de 20 mesh, com o objetivo de uniformizar a granulometria das
amostras (Figura 6B). O procedimento para a analise de silicio foi baseado no
protocolo proposto por Kraska & Breitenbeck (2010).

Para a realizagdo dessa metodologia, os reagentes utilizados foram: acido
tartarico (99% de pureza), peroxido de hidrogénio, fluoreto de amédnio (= 98% de
pureza), molibdato de amoénio tetrahidratado, acido acético (= 99% de pureza),
hidroxido de sodio (= 97% de pureza), todos da marca Sigma-Aldrich. Este
procedimento se divide em duas etapas, sendo a primeira realizada com o objetivo de
extrair o silicio presente no material e a segunda com a finalidade de destacar o silicio
para sua quantificacao.

Na primeira etapa desse processo, utilizou-se 0,1 g de folhas trituradas, as
quais foram colocadas em tubos de polietiieno com tampa de rosca de 50 mL e
pesadas em balancga de precisado (Figura 6C). Posteriormente, adicionou-se 5 gotas
de alcool octilico e 2 mL de peroxido de hidrogénio (Figura 6D). O material foi levado
ao forno de convecgao, onde ficou a 95°C durante 30 minutos. Apds este periodo,
foram adicionados 4 mL de hidroxido de sodio a 50%. Os tubos foram tampados,
agitados suavemente utilizando vértex (Figura 6E) e levados novamente ao forno a
95°C por quatro horas. Em seguida, adicionou-se 1 mL de fluoreto de aménio 5 mM.
Logo apds, no mesmo frasco, realizou-se a diluicdo da solu¢gdo com agua deionizada
até completar o volume.

Na segunda etapa, foram utilizados baldes volumétricos de 5 mL, aos quais
foram adicionados uma aliquota de 2 mL de amostra (solugéo preparada na primeira

etapa) e 1,7 mL de acido acético a 20% (Figura 6F). Os frascos foram tampados e
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agitados vigorosamente por 10 segundos e, logo em seguida, foram adicionados 0,7
mL de molibdato de amoénio 0,3 M. A solucéo foi deixada em repouso por cinco
minutos. Posteriormente, adicionou-se 0,3 mL de acido tartarico a 20%, agitou-se para
homogeneizar a solu¢do e, em seguida, foi colocado 0,3 mL de fluoreto de aménio 5
mM. O frasco foi tampado, vigorosamente agitado e deixado em repouso por 60 min,
tempo necessario para o aparecimento da cor amarelada (Figura 6G).

Para a leitura de absorbancia do material utilizou-se o espectrofotémetro, fixado
no comprimento de onda 400,12 nm, juntamente com o software SpectraSuite (Figura
6H).

Em conjunto com as amostras do experimento, foi realizada uma curva de
calibracdo para verificar a precisdo do mesmo. Como substituto da amostra na
primeira etapa, foi utilizada a solugéo padrao de Si 100 mg.L-1 em aliquotas de 0,0;
0,17;0,3; 0,7; 1,0 e 1,3 mL. Para a realizagao da curva, foram utilizados os valores de
absorbancia no comprimento de onda de 400,12 nm e a concentragao das solucdes

em mg.mL-1, obtidas pela seguinte férmula:

C
Cal(mg.mL™Y) = Vgp(mL) x %
T

em que VSP corresponde ao volume em mL da solugéo padrao; CSP a concentragao
de 0.1 mg.mL-1 da solugao padrao e VT ao volume final da etapa, equivalente a 5 mL.

Dessa maneira, foi possivel obter a equacao de ajuste da regressao e,
posteriormente, obter a concentragdo de Si (CSl) na amostra (mg.mL-1) por meio da

seguinte equacgao:
Abs 400 = 0,14 + 39,87 Csi

em seguida, foi obtida a concentragéo de Si (CSl) na aliquota original, sendo utilizada
a massa exata que foi obtida por meio da balanga de preciséo.
M(mg) Al

2

Cam (mg.mL™1) =

em que Cam equivale a concentracao de folha presente no liquido; V1 ao volume final
da primeira etapa, equivalente a 50 mL; M a massa em mg de cada gendtipo, obtida
em balanca de precisao; Al a aliquota de 2 mL da amostra e V2 ao volume final da

segunda etapa, equivalente a 5 mL.



Apbs isso, foi possivel obter a % de silicio presente na amostra:

Csi

%Si = Cam

32
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Figura 6: Maceragdo do material em moinho de esferas Tissuelyser (A); Material
peneirado em peneira de 20 mesh (B); Pesagem de 1g em balanga de precisédo (C);
Adicao de reagentes (D); Material sendo agitado em agitador elétrico (E); Segunda
etapa do processo com amostras em frascos de 5SmL (F); Espera de 60 minutos para
manifestagdo da cor amarelada (G); Leitura da absorbancia em espectofotdbmetro em

conjunto com o software SpectraSuite (H).
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4.3 Analises Estatisticas

Com o objetivo de verificar a existéncia de diferengca entre as médias, foi
realizada uma analise de variancia (ANOVA) individual, assumindo blocos e genétipos

como fixos, seguindo o seguinte modelo estatistico:
Yik =M+ gi + bk + eix

em que yir corresponde ao valor observado obtido do i-ésimo genadtipo avaliado no k-
ésimo bloco; p equivale a média geral; g: ao efeito do i-ésimo gendtipo (i = 1, 2, ...,
23); bk: ao efeito do k-ésimo bloco (k = 1,...,4) e e ao erro aleatdrio associado a
observagao yix.

Para os caracteres que foram significativos, ou seja, que apresentaram
diferenga entre as médias, foi realizado um teste de Tukey para comparagdo de
médias. As analises foram realizadas de trés formas: a) Dentro do grupo resistente,
considerando os 13 gendtipos; b) Dentro do grupo suscetivel, considerando os dez
gendtipos; c¢) Considerando todos os 23 gendtipos em conjunto. Foi considerado o
nivel 95% de significancia para todas as analises. Foram ainda obtidas estimativas
dos contrastes, com analise posterior pelo teste t, entre o grupo resistente e o grupo
suscetivel para cada caracteristica.

A precisédo experimental foi medida através do coeficiente de variagao (CV%).
Através dessa medida é possivel avaliar a homogeneidade do conjunto de dados, por

meio da seguinte equagao:

92)

X

CV% =

><||

em que: Sy é o desvio padrao e X a média geral dos tratamentos.

Em conjunto, foi aplicada uma técnica de estatistica multivariada, com o
objetivo de agrupar os gendtipos de acordo com as similaridades e dissimilaridades
entre eles. Com o intuito de observar o grau de relagdo entre os caracteres, foi
realizada uma analise de correlagao de Pearson. Esta tem como objetivo a avaliagao
do grau de associacgdo entre dois caracteres, X e Y, ou seja, mede a intensidade e a

dire¢ao da relagao linear ou nao linear entre caracteres (CHARNET et al., 2008). O
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valor de correlacdo varia de -1 a 1, sendo maior e mais forte a correlacdo a medida

que se aproxima de 1. A analise de correlagao seguiu a seguinte equacao:

. 2ie1(i — 0 —Y)
VI (g — %)%y — ¥)?

r: € o coeficiente de correlagao entre as duas variaveis x e y e;

x e y: médias das variaveis em questao.

A analise de agrupamento tem como objetivo agrupar objetos segundo suas
caracteristicas, formando grupos ou conglomerados homogéneos (HAIR et al., 1998).
Para medir a diferenca entre as variaveis foi utilizada a distancia de
Mahalanobis. A distancia de Mahalanobis pode ser definida como uma medida de

dissimilaridade entre duas variaveis aleatérias e € calculada pela seguinte expressao:

Dy (x) = J(x — )T S~1(x — p)

em que o valor de x corresponde a coordenada {X,Y,Z} dos pontos, p € o centréide da

nuvem e S é a matriz de covariancia.

Para os caracteres significativos em que foi possivel observar mais de 15% de
amplitude entre as meédias dos gendtipos resistentes comparadas com as médias dos
gendtipos suscetiveis, foi feito um dendrograma pelo método UPGMA (Unweighted
Pair Group Method using Arithmetic Average).

Todas as analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do software R.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Amplitude e média dos valores genotipicos

Houve elevada amplitude entre a maior parte das médias dos gendtipos. Dessa
forma, € evidenciada a existéncia de variabilidade genética entre o grupo de gendtipos
resistentes e o grupo suscetivel (Tabela 2). As maiores diferengas entre as médias
foram encontradas nos caracteres da bainha. EC, E2, e PE2 apresentaram diferenca
entre as médias acima de 20% a mais nos gendtipos resistentes e coeficientes de
variagao de 26.59%, 16.19% e 41.31%, respectivamente, enquanto em E1 a amplitude
foi acima de 30% com CV de 26.04%. Ja para os caracteres EAD e PE1, as médias
foram de 69,13 ym e 9,67 um, respectivamente, considerando os gendtipos
resistentes e de 38,47 um e 5,43 um considerando o grupo suscetivel. Essa diferenca
equivale a uma amplitude de mais de 40% para as plantas resistentes.

A folha de cana é destituida de peciolo, mas apresenta uma bainha que envolve
o colmo (Figura 7). A presenca desta bainha constitui uma barreira adicional a um
possivel evento de ataque por um inseto. Desta forma sua estrutura e a justaposicao
ao colmo podem ter relacdo com a maior resisténcia a incidéncia da broca. De modo
semelhante, a composigado da parede celular da epiderme e camadas subjacentes &
uma préxima abordagem que deve ser explorada na busca e compreensao da

resisténcia a esta praga.
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v $ Bainha envolvendo o colmo

Figura 7. Representacao do limbo foliar e bainha da cana-de-acgucar.

Nos demais caracteres, a média de AF dos gendtipos suscetiveis foi 11% maior
do que nos genotipos resistentes. Considerando os caracteres do limbo, os caracteres
de espessura de epiderme se destacaram. O caractere EAD-L apresentou uma média
de 44.46 ym e 35.61 um para o grupo resistente e suscetivel, respectivamente. Da
mesma maneira, EAB-L apresentou média de 42.46 ym para o grupo resistente e
34.74 um para o grupo suscetivel. Essas diferengas representaram um aumento de
cerca de 20% na média dos gendtipos resistentes.

O coeficiente de variagdo experimental (CV%) variou de 9.01%, no caractere
AFE, a 97.31 no caractere NSi. Com excecao deste caractere, nenhum outro CV%
ultrapassou 41%. Considerando que o silicio pode ser associado a tolerancia a pragas
e doencas (DIAS et. al., 2014), este maior coeficiente de variagao pode contribuir para
que o numero de células com incrustacdes de silicio ndo tenha contribuido para a
resisténcia de cana a broca.

De acordo com a metodologia apresentada por Pimentel Gomes (2000),
experimentos agricolas com coeficiente de variacdo experimental (CV%) inferior a
10% sé&o considerados baixos e acima de 30% elevados. Em contrapartida, relatos na
literatura demonstram o problema em generalizar todos os experimentos, variaveis e

culturas em uma unica faixa de CV%. Autores como Lima et al. (2004) e Carvalho et
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al., (2003) defendem a diversidade de CV% de acordo com as varidveis que estao
sendo avaliadas. Trabalhos relacionados com anatomia vegetal apresentam um
coeficiente de variacdo mais elevado, demonstrando que, para esta area de estudo,
CV’s considerados anteriormente como elevados sao comuns e indicam uma variagao

normal no experimento.
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Tabela 2. Valores genotipicos minimo, média e maximo, coeficiente de variagao e
amplitude de 13 gendtipos de cana-de-agucar considerados como mais resistentes

(RES) e dez gendtipos mais suscetiveis (SUS) a Diatraea saccharalis.

RES SUS

Caractere” Min Med Max Min Med Max CV%? Amplitude (%)¥
Limbo

ET 207,86 437,63 680,84 222,67 387,76 719,04 19,96 11,40
EAD-L 26,25 44,46 6511 19,99 34,61 52,51 17,20 22,16
EAB-L 9,01 42,46 64,00 20,40 34,74 47,77 15,27 18,18
EM 162,74 347,74 587,98 143,22 290,18 561,52 23,84 16,55
PEAD 7,99 14,07 27,37 7,98 12,84 20,09 17,39 13,50
PEAB 7,17 12,12 18,05 5,00 10,42 15,75 17,56 14,08
Bainha

EL 1140,25 2739,53 4056,86 502,36 2741,30 4170,21 28,93 -0,06
NC 10,00 18,17 29,67 5,33 15,80 24,00 21,73 13,07
EAD 35,66 69,13 114,08 23,66 38,47 59,29 21,26 44,35
EC 62,65 112,96 181,32 43,38 82,92 11509 17,49 26,59
E1 25,66 67,82 120,35 22,87 46,42 82,57 26,04 31,55
E2 25,76 41,96 57,23 17,18 33,52 49,40 16,19 20,12
PE1 3,29 9,67 19,83 1,25 5,43 15,47 36,52 43,86
PE2 4,79 12,38 47,73 1,33 7,77 16,37 41,31 37,19
NSi 0 3 9 0 1,98 8 97,31 1,03
Outros

%Si 0,17 0,95 1,90 0,37 0,98 1,85 37,54 -3,16
AF 65,48 210,51 366,94 101,67 233,90 371,34 22,56 -11,11
AFE 193,09 253,44 378,33 197,18 263,59 331,53 9,01 -4,00
DEN 0,020 0,027 0,033 0,020 0,026 0,044 11,88 1,09
ESP 0,011 0,015 0,021 0,010 0,015 0,021 16,90 1,06

' ET, espessura total; EAD-L, espessura da epiderme na face adaxial do limbo; EAB-L, espessura da epiderme na face abaxial
do limbo; EM, espessura do mesofilo; PEAD, espessura da parede externa da face adaxial; PEAB, espessura da parede externa
da face abaxial; EL, espessura da lamina da bainha; NC, numero de células; EAD, espessura da epiderme na face adaxial; EC,
espessura das duas camadas mais espessas em conjunto; E1, espessura da primeira camada; E2, espessura da segunda
camada; PE1, espessura da parede externa da primeira camada; PE2, espessura da parede externa da segunda cama; NSi,
numero de células com silica; %Si, porcentagem e silicio no limbo foliar; AF, area foliar da folha +1; AFE, area foliar especifica;

DEN, densidade foliar; ESP, espessura foliar . 2 CV (%): coeficiente de variagéo residual, calculado em porcentagem, dividindo-



40

se o desvio-padrdo da variancia residual pela média fenotipica de cada caractere. ¥ % redugdo da média = [( RES-
SUS)/RES]*100%.

5.2 Estimativa de contrastes entre as médias do grupo resistente e do grupo

suscetivel a Diatraea saccharalis.

A utilizacdo de contrastes permite analisar dados e obter resultados referentes
a efeitos de comparacéo entre grupos de tratamentos (NOGUEIRA, 2004). Foram
obtidas as estimativas dos contrastes, para cada caractere, entre a média do grupo
resistente e a média do grupo suscetivel (Tabela 3).

Para os caracteres ET, EAD-L, EAB-L, EM, PEAD e PEAB, na regido do limbo,
juntamente com os caracteres NC, EAD, EC, E1, E2, PE1 e PE2, na regido da bainha,
foi verificada diferenga significativa e positiva. Esse resultado demonstra a
possibilidade de tais caracteres estarem relacionados com a resisténcia da cana-de-
agucar a broca, uma vez que o grupo de genotipos resistentes apresentou meédias
significativamente superiores quando comparado ao grupo de gendtipos suscetiveis.

O caractere AF apresentou a estimativa de contrataste significativa e negativa.
Dessa forma, os grupos apresentaram diferenca entre si, tendo o grupo suscetivel
apresentado a maior média.

Ja os caracteres EL, NSi, %Si, AFE e DEN nao apresentaram diferenca
significativa. Com isso, a média do grupo resistente e média do grupo suscetivel sdo
consideradas estatisticamente iguais. Isso sugere que estes caracteres nao estéo

relacionados com a resisténcia da cana-de-acucar a Diatraea saccharalis.
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Tabela 3. Estimativa dos contrastes entre as médias do grupo resistente (RES), com 13 gendétipos, e
suscetivel (SUS), com dez gendtipos, para espessura total (ET), espessura da epiderme da face adaxial
(EAD-L), espessura da epiderme na face abaxial (EAB-L), espessura do mesofilo (EM), espessura da
parede externa na face adaxial (PEAD), espessura da parede externa na face abaxial (PEAB),
espessura da l&mina da bainha (EL), numero de células (NC), espessura das duas camadas mais
espessas em conjunto (EC), espessura da primeira camada (E1), espessura da segunda camada (E2),
espessura da parede externa da primeira camada (PE1), espessura da parede externa da segunda
camada (PE2), espessura da epiderme na face adaxial (EAD), nimero de células com silica (NSi),
porcentagem de silicio no limbo foliar (%Si), area foliar (AF), area foliar especifica (AFE), densidade

foliar (DEN) e espessura foliar (ESP).

Caractere RES vs SUS
Limbo
ET 671.68*
EAD-L 126.37**
EAB-L 99.21**
EM 99.21**
PEAD 27.93**
PEAB 24 .54
Bainha
EL 167.91"s
NC 29.94**
EAD 407.05**
EC 366.41**
E1 262.48**
E2 98.24**
PE1 54.53**
PE2 55.17**
NSi 13.25"s
Outros
%Si 0.001625"s
AF -344.36*
AFE -119.54"
DEN 0.0066"s
ESP 0.000625"s

*** e " significativo a 1 e a 5% e néo significativo, respectivamente, pelo teste t.
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5.3 Analise de variancia individual

Houve diferencga significativa (P<0,05) para a maioria dos caracteres. Na regido
do limbo foliar (Tabela 4), os caracteres EAB-L e PEAD apresentaram significancia
considerando todos os gendtipos, dentro do grupo resistente e dentro do grupo
suscetivel (P<0.05). Os caracteres ET e EM, embora tenham apresentado diferenca
significativa dentro do grupo suscetivel (P<0.05), ndo apresentaram diferenga entre
as meédias considerando o grupo resistente e todos os gendtipos em conjunto. Dessa
maneira, estatisticamente, todas as médias sdo consideradas iguais, ndao sendo
possivel separar os genodtipos conforme a resisténcia, com base nessas
caracteristicas. Em contrapartida, os caracteres EAD e PEAB foram significativos
(P<0.01) na analise geral, embora as médias nao tenham apresentado diferenca
significativa quando avaliado apenas o grupo resistente, em PEAB, e apenas o grupo
suscetivel, em EAD.

Considerando os caracteres da regido da bainha (Tabela 5), ndo houve
diferencga significativa para o caractere EL na analise geral e também dentro de cada
grupo. Esse resultado, juntamente com o resultado do caractere ET no limbo,
demonstram inexisténcia de influéncia da espessura total na resisténcia da cana-de-
agucar a D. saccharalis. Em ambas as regides, considerando o tamanho total na
analise geral, nao foi possivel observar diferenca entre as médias. Com a observacéao
de que uma maior camada da epiderme esta relacionada a resisténcia a pragas, pode-
se desmembrar a observacao da espessura e composicao de parede da epiderme da
composicao, espessura e conteudo das células do interior do colmo. Dessa maneira,
€ possivel favorecer tanto a producao de acucares quanto a resisténcia as pragas.

O caractere NSi ndo apresentou significancia em nenhuma das analises
realizadas. Essa caracteristica demonstrou alta heterogeneidade, apresentando
elevada diferenca entre as repeticdes, o que nao permitiu uma medida precisa.

O caractere E2 apresentou diferenca significativa na analise geral dos
gendtipos (P<0.01) enquanto os caracteres PE2 e EC apresentaram diferengas em
todas as trés analises.

Foi observada auséncia de significancia nos caracteres NC, E1, PE1 e EAD,
dentro do grupo suscetivel, considerando os dez gendtipos. Porém, tais caracteres

apresentaram diferenga entre as médias na analise geral e dentro do grupo resistente.
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Com isso, € possivel observar a presenga de variabilidade genética entre os genétipos
resistentes, para essas caracteristicas, sendo possivel fazer a selegdo dos melhores
gendtipos dentro do grupo.

Considerando os caracteres estruturais, AFE, AF, %Si, DEN e ESP, todos

apresentaram diferenca significativa (P<0.01) nas trés situagdes (Tabela 6).
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Tabela 4. Estimativas dos quadrados médios para os caracteres espessura total (ET), espessura da epiderme da face adaxial (EAD-

L), espessura da epiderme na face abaxial (EAB-L), espessura do mesofilo (EM), espessura da parede externa na face adaxial

(PEAD) e espessura da parede externa na face abaxial (PEAB) do limbo foliar, considerando os 23 gendtipos de cana-de-agucar em

conjunto, os dez genotipos mais suscetiveis e os 13 genotipos mais resistentes a Diatraea saccharalis.

FV GL Quadrado Médio

ET EAD-L EAB-L EM PEAD PEAB
Geral
Blocos 3 144026.77 111.54 92.26 87451.64 1029.04 1046.03
Gendtipos 22 10681.97 " 23.53** 9.85* 9374.84"s 165.42** 153.57**
Residuo 58 6904.94 9.23 5.33 5845.67 47.7857 35.62
Suscetiveis
Blocos 57862.07 309.47 42.04 33736.05 44 4721 37.25
Gendtipos 15555.32* 45.16" 279.28** 10249.83" 12.40* 9.05*
Residuo 23 5262.60 33.59 11.70 4125.90 3.63 3.02
Resistentes
Blocos 3 92410.72 753.49 830.11 60858.98 79.24 32.75
Gendtipos 12 5012.34 " 124.50* 166.48** 5686.16 " 23.10* 6.65"™
Residuo 32 8147.15 59.29 50.20 6960.09 8.39 5.06

** * e ™ significativo a 1 e a 5% e ndo significativo, respectivamente, pelo teste F.



45

Tabela 5. Estimativas dos quadrados médios para os caracteres espessura da lamina da bainha (EL), numero de células (NC),
espessura das duas camadas mais espessas em conjunto (EC), espessura da primeira camada (E1), espessura da segunda camada
(E2), espessura da parede externa da primeira camada (PE1), espessura da parede externa da segunda camada (PE2), espessura
da epiderme na face adaxial (EAD) e numero de células com silica (NSi) na regido da bainha, considerando os 23 gendtipos de

cana-de-agucar em conjunto, os dez gendtipos mais suscetiveis e os 13 genoétipos mais resistentes a Diatraea saccharalis.

FV GL Quadrado Médio

EL NC EC E1 E2 PE1 PE2 EAD NSi
Geral
Blocos 3 4176238.52 12.87 5533.61 1521.13 758.03 18.71 35.29 2108.10 9.20
Gendtipos 22 728672.94 " 45.67** 1584.07**  893.49** 127.96** 39.57* 71.15* 1241.75**  16.16"
Residuo 63 628921.71 13.91 300.90 238.32 38.02 8.23 18.36 123.34 6.18
Suscetiveis
Blocos 3 3074696.21 15.51 1970.30 263.59 455.40 25.94 26.24 414.01 8.29
Gendtipos 9 1188668.05"  34.07 " 549.77** 294.64 68.45"™ 12.94 rs 27.08** 4710 " 8.58 s
Residuo 25 785940.73 15.44 140.21 140.89 36.93 6.33 4.81 47.87 4.11
Resistentes
Blocos 3 1772434.93 12.21 4059.86 1684.63 383.48 10.13 33.61 1882.10 14.00
Gendtipos 12 443697.48" 47.79** 994.68** 661.80m™ 61.88™ 28.97** 70.58* 497.49** 8.46™
Residuo 35 513167.77 12.73 401.80 293.30 35.04 8.83 27.78* 171.63 7.74

*%x *

¥ e " significativo a 1 e a 5% e néo significativo, respectivamente, pelo teste F.
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Tabela 6. Estimativas dos quadrados médios para os caracteres porcentagem de silicio no limbo foliar (%Si), area foliar (AF), area
foliar especifica (AFE), densidade foliar (DEN) e espessura foliar (ESP), considerando os 23 gendtipos de cana-de-agucar em

conjunto, os dez genotipos mais suscetiveis e os 13 genotipos mais resistentes a Diatraea saccharalis.

FV GL Quadrado Médio

%Si AF AFE DEN ESP
Geral
Blocos 3 <0.01 8730.17 59.04 <0.01 <0.01
Gendtipos 22 <0.01** 10331.13** 3673.69** <0.01** <0.01**
Residuo 61 <0.01 2479.07 539.91 <0.01 <0.01
Suscetiveis
Blocos <0.01 2271.20 783.37 <0.01 <0.01
Gendtipos <0.01** 14792.51** 4455.66** <0.01** <0.01**
Residuo 25 <0.01 2919.55 366.92 <0.01 <0.01
Resistentes
Blocos 3 <0.01 8612.55 433.34 <0.01 <0.01
Gendtipos 12 <0.01** 6815.25** 3184.61** <0.01** <0.01**
Residuo 33 <0.01 2175.84 614.80 <0.01 <0.01

*%x *

,* e ns significativo a 1 e a 5% e nao significativo, respectivamente, pelo teste F.
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5.4 Teste comparativo entre médias

Para os caracteres que apresentaram diferenca entre as meédias, foi realizado
um teste de Tukey para comparacao de médias (P<0.05).

Os gendtipos resistentes foram representados por numeros de 1 a 13 enquanto
0s genotipos suscetiveis foram representados por numero de 14 a 23, conforme tabela

abaixo.

Tabela 7. Gendtipos de cana-de-agucar resistentes e suscetiveis a Diatraea

saccharalis e respectivo numero equivalente utilizado nas analises estatisticas.

Genétipo Representagdo numérica

IM 76-228 1
RB047055 2
RB047201 3
RB047212 4
RB047226 5
RB127384 6
RB147588 7
RB147589 8
RB147590 9
RB147591 10
RB147592 11
RB147587 12
RB867515 13
RB047016 14
RB057231 15
RB047248 16
RB057249 17
RB147529 18
RB147530 19
RB147531 20
RB147532 21
RB147533 22

RB147534 23
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5.4.1 Teste comparativo entre médias dentro dos grupos

O teste Tukey de comparagcdo de médias foi realizado dentro do grupo
resistente, considerando os 13 gendtipos, e dentro do grupo suscetivel, considerando
os dez gendtipos. Esta analise teve por objetivo verificar a presenga ou nado de
variabilidade dentro dos grupos e a possibilidade de fazer a selecdo dos gendtipos
que mais se destacaram para cada caracteristica.

Para os caracteres da regido do limbo foliar, considerando o grupo suscetivel,
houve diferencga significativa (P<0.05) para os caracteres PEAD, PEAB, ET, EM e
EAB-L (Apéndices 15 a 19). Os caracteres PEAD e PEAB apresentaram resultados
similares no teste de médias, tendo o gendtipo RB057231 apresentado as maiores
meédias para estes caracteres e o genotipo RB047248, as maiores médias. Os demais
gendtipos ndao apresentaram diferenga significativa, sendo as médias dos mesmos
consideradas estatisticamente iguais

Para os caracteres ET, EM e EAB-L o gendtipo RB047016 apresentou as
maiores medias, enquanto o gendtipo RB147529 foi o de menor média para ET e
EAB-L, e o gendtipo RB047248, para EM.

Na regiao da bainha, houve variabilidade genética dentro do grupo suscetivel
para os caracteres PE2 e EC (Apéndices 20 e 21). O gendtipo RB147530 apresentou
as menores médias em ambos os caracteres. Em EC, as maiores médias foram
encontradas nos gendtipos RB047016, RB057231 e RB147529, enquanto para o
caractere PE2, o gendtipo RB057231 também apresentou a maior media.

Nos demais caracteres avaliados, os genoétipos RB047016 e RB057231
apresentaram uma menor AFE e uma EPS mais elevada. O gendtipo RB147531, por
sua vez, apresentou a menor ESP e uma das maiores AFE. O gendtipo RB047016
apresentou a menor DEN dentre os gendétipos suscetiveis avaliados. A menor AF foi
encontrada no genoétipo RB047248. Para %Si, o gendtipo RB147529 apresentou a
maior, dentre os suscetiveis, e o genotipo RB147533, a menor (Apéndices 22 a 26).

Para o teste de comparagdo de médias realizado dentro do grupo resistente,
houve diferencga significativa (P<0.05) para os caracteres PEAD, EAD-L e EAB-L na
regidao do limbo (Apéndices 27,28 e 29).

Na regido da bainha, o gendtipo RB147588 apresentou destaque, tendo as

maiores médias para PE1 e PE2, ao mesmo tempo em que apresentou as menores
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médias para NC. O gendtipo RB147587 apresentou a maior média para EAD e EC.
Ja o gendtipo RB047226, apresentou a menor média para EAD e as maiores médias
para AF, DEN e ESP. Em AFE, a menor média foi encontrada em RB147592. O
mesmo gendtipo teve destaque para o caractere %Si, tendo apresentado a maior
média (Apéndices 30 a 39).

5.4.2 Teste comparativo entre médias considerando todos os genétipos

O teste de Tukey para comparagao entre médias foi realizado com todos os 23
genotipos com a finalidade de observar a existéncia ou ndo de diferenciagéo entre as
meédias dos genodtipos resistentes e as médias dos gendtipos suscetiveis. Dessa
forma, é possivel verificar a relagao entre determinado caractere com a resisténcia da
cana-de-acucar a Diatraea saccharalis.

Na regido do limbo, apesar de apresentarem diferengas significativas na analise
de variancia, a maior parte das médias para os caracteres PEAB e PEAD foi
considerada estatisticamente igual. Dessa maneira, nao é possivel diferenciar os
genotipos suscetiveis dos resistentes com base apenas nessa caracteristica
(Apéndices 40 e 41).

Houve destaque para os caracteres EAD-L e EAB-L. Foi observado que,
numericamente, a maior parte das médias dos gendtipos resistentes foi maior que as
meédias dos gendtipos suscetiveis, para ambos os caracteres. Nas figuras 7 e 8 é
possivel observar o desvio padrdao das médias dos gendtipos resistentes
(representados pela cor azul) e dos gendtipos suscetiveis (representados pela cor
vermelha) e o resultado do teste de Tukey. Médias seguidas pelas mesmas letras néo

se diferem estatisticamente (P<0.05).
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Figura 8. Desvio padrédo e resultado do teste de Tukey para os 23 gendtipos de cana-de-acgucar
resistentes e suscetiveis a Diafraea saccharalis, considerando o caractere espessura da epiderme na
face abaxial do limbo (EAB-L). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente.
Gendtipos resistentes representados pela cor azul e gendtipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM
76-228; 2= RB047055; 3= RB047201; 4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8=
RB147589; 9= RB147590; 10= RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515; 14=
RB047016; 15= RB057231; 16= RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20=
RB147531; 21= RB147532; 22= RB147533 e 23= RB147534.
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Figura 9. Desvio padrao e resultado do teste de Tukey para os 23 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes e suscetiveis a Diafraea saccharalis, considerando o caractere espessura da epiderme na
face adaxial do limbo (EAD-L). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente.
Gendtipos resistentes representados pela cor azul e gendtipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM
76-228; 2= RB047055; 3= RB047201; 4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8=
RB147589; 9= RB147590; 10= RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515; 14=
RB047016; 15= RB057231; 16= RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20=
RB147531; 21= RB147532; 22= RB147533 e 23= RB147534.

Na regido da bainha, as caracteristicas PE1, PE2, NC, EC, EAD, E1 e E2
apresentaram diferenca significativa na analise de varidncia (P<0.05) e foram
incluidos no teste de Tukey (Apéndices 42 a 47).

A caracteristica EC teve destaque na separagao dos grupos, uma vez que a
maior parte dos gendtipos resistentes apresentou meédia superior aos genotipos
suscetiveis.

O gendtipo RB147588 apresentou as maiores médias para os caracteres PE1
e PE2. Para o caractere PE2, foi constatado que os gendétipos resistentes
apresentaram médias estatisticamente diferentes do que a maior parte dos gendétipos
suscetiveis. Esses caracteres representam a espessura de parede externa. A parede
celular possui fungdes como a prevengao contra a ruptura e entrada de agua na célula
e defesa contra bactérias e fungos (PEZZATO-DA-GLORIA, 2009). Além disso, a
presenca de lignina confere rigidez e alta resisténcia a ela. Blum (1968) verificou que
genotipos de sorgo resistentes a larvas de Atherigona varia apresentaram uma maior
espessura das paredes celulares e grande lignificagdo na epiderme abaxial de
bainhas das folhas. Dessa maneira, a presengca de uma parede celular maior pode
levar a planta a uma condigdo de maior resisténcia contra as adversidades, inclusive
ao ataque de pragas.

Os gendtipos resistentes e suscetiveis ndo apresentaram diferencga estatistica
suficiente para a separagao dos grupos considerando o caractere NC. De maneira
contraria, as caracteristicas E1 e E2 indicaram a possibilidade de estarem
relacionados com a resisténcia a broca, devido a superioridade das médias dos
genotipos resistentes. Dessa maneira, € possivel observar uma tendéncia dos

genotipos resistentes apresentarem medidas de epiderme mais espessas.
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O grande destaque vai para o caractere EAD, em que foi possivel observar a
nitida separagao entre os genotipos resistentes e os genadtipos suscetiveis a Diafraea
saccharalis (Figura 10). Todas as meédias dos gendtipos resistentes foram superiores
as médias dos gendtipos suscetiveis, sendo possivel observar visualmente esta
caracteristica nas Figuras 9A e 9B.

A epiderme é o tecido mais externo dos orgaos vegetais, estando em contato
direto com o meio e tendo o revestimento como principal fungdo. Possui células bem
justapostas, sem espagos intercelulares. A disposi¢cado das células atua como defesa
mecanica, impedindo a invasao por patdogenos, perda de agua, limitando as trocas
gasosas e protegendo a planta contra o excesso de radiacdo (PEZZATO-DA-GLORIA
et al., 2009). Essas informagdes vao de acordo com os trabalhos de Esau (1974) e
Kozlowski (1997) os quais afirmam que uma maior espessura de epiderme atua como
barreira contra microorganismos patogénicos e impede a entrada de substancias
téxicas do solo na planta. Dessa forma, quanto maior a espessura da epiderme, mais
protegido o mesofilo se encontra (KORNDORFER et al., 2002).

Em decorréncia do contato direto com o meio, a epiderme fica sujeita a
modificagdes estruturais. Segundo Castro et al. (2009), a ocorréncia de estresses
pode ocasionar alteracdes na espessura epidérmica foliar. Em conjunto, Faria et al.
(2014) afirma que a diminuicdo da espessura da epiderme foliar conduz a planta a
uma condicdo de fragilidade em relagdo ao ataque de pragas e patdgenos.
Colaborando com estas informacgdes, os resultados encontrados demonstram que
genotipos resistentes apresentam epidermes mais espessadas quando comparados
com 0s genotipos mais suscetiveis a Diatraea saccharalis. Uma vez que esta possui
funcdo de defesa contra choques mecanicos, uma maior espessura de epiderme
dificultaria a predacao por herbivoros. Deste modo, plantas com epidermes mais
espessas apresentam maior chance de adaptabilidade e sobrevivéncia.

A maior espessura de epiderme, assim como a maior espessura de parede
celular, observada nos gendétipos resistentes, pode estar relacionada a uma
resisténcia em decorréncia de antixenose fisica, como relatado por Bernays &
Chapman (1994). O método de separagao dos genotipos, através da 11%, demonstra
que os mesmos tiveram uma menor perfuragdo do colmo quando comparados com os
gendtipos suscetiveis. Isso colabora com a hipétese de que uma maior barreira fisica
dificultaria a predacgao pela broca, fazendo com que estas plantas fossem menor

atrativas e, consequentemente, menos atacadas pelo inseto-praga.
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A diferenga da anatomia foliar entre os gendtipos contrastantes da suporte a
hipétese de uma barreira fisica, atribuida a estrutura das folhas de cana-de-agucar,

consista em uma das estratégias de resisténcia a Diatfraea saccharalis.

WW

A B
Figura 10. Espessura da epiderme na face adaxial do genétipo RB147587, resistente

a Diatraea saccharalis (A) e do gendtipo RB147533, suscetivel a Diatraea saccharalis

(B).
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Figura 11. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os 23 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes e suscetiveis a Diatraea saccharalis, considerando o caractere espessura da epiderme na
face adaxial da bainha (EAD). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente.
Gendtipos resistentes representados pela cor azul e gendtipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM
76-228; 2= RB047055; 3= RB047201; 4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8=
RB147589; 9= RB147590; 10= RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515; 14=



54

RB047016; 15= RB057231; 16= RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20=
RB147531; 21= RB147532; 22= RB147533 e 23= RB147534.

Houve uma tendéncia dos genotipos resistentes apresentarem uma menor
média de area foliar (Figura 11). A redugao da area foliar, com a finalidade de aumento
da resisténcia da planta, ja foi observada em trabalhos relacionados ao estresse
hidrico. Segundo Kerbaury (2009), Cordeiro et al. (2009) e Taiz e Zeiger (2013) uma
planta com menor area foliar transpira menos, conservando sua turgescéncia e
suportando periodos de estresse mais prolongados.

Para as caracteristicas AFE, ESP e DEN (Apéndices 48, 49 e 50), ndo houve
separagao dos genodtipos resistentes dos gendtipos suscetiveis por meio do teste de
Tukey. Dessa maneira, € inferido que tais caracteristicas ndo estdo diretamente
ligadas com a resisténcia das plantas a D. saccharalis.
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Figura 12. Desvio padrdo e resultado do teste de Tukey para os 23 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes e suscetiveis a Diatraea saccharalis, considerando o caractere area foliar (AF). Médias
seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. Gendtipos resistentes representados
pela cor azul e gendtipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM 76-228; 2= RB047055; 3= RB047201;
4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8= RB147589; 9= RB147590; 10=
RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515; 14= RB047016; 15= RB057231; 16=
RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20= RB147531; 21= RB147532; 22=
RB147533 e 23= RB147534.
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Para a quantificacdo no teor de silicio, embora os gendtipos tenham
apresentado diferenga significativa na analise de variancia (P<0.05) nao foi possivel
separar os genotipos resistentes dos genotipos suscetiveis (Figura 12). O gendtipo
RB147590, resistente a Diatraea saccharalis, apresentou a maior porcentagem de
silicio, enquanto o gendtipo suscetivel, RB147533, a menor. Apesar destes resultados
serem condizentes com os achados na literatura que afirmam a existéncia de relagéo
entre a quantidade de silicio presente nas folhas de cana-de-agucar e a resisténcia a
artrépodes, a grande maioria dos genatipos utilizados neste estudo ndo apresentou
médias consideradas estatisticamente diferentes.

Embora Keeping et al. (2009) afirme que variedades de cana-de-agucar
resistentes a artropodes apresentam eficiéncia na absorcgéo de silicio no solo, mesmo
sem a realizacdo de adubacao silicatada, a falta da aplicacdo do nutriente pode ter
influenciado nos resultados. Como observado primeiramente no trabalho de Wagner
(1940) e por Goussain et al. (2002), Fauteux et al. (2005), Kvedaras et al. (2010),
Becker et al. (2015) e Oliveira (2016), o silicio teve efeito significativo no aumento da
resisténcia a pragas em diversas culturas. Dessa maneira, embora os resultados nao
tenham demonstrado um maior teor de silicio nos genatipos resistentes, € indicado a
continuagao de pesquisas visando compreender de qual forma esse nutriente atua na
resisténcia de plantas.

A idade das plantas influéncia nas concentragcdes de Si na cana-de-agucar.
Plantas muitos jovens podem apresentar valores significativamente mais baixos
quando comparadas com plantas mais velhas (KORNDORFER; DATNOFF, 1995). A
realizacado de estudos em plantas de diferentes idades possibilita uma maior precisao

quanto a concentragao deste elemento nos gendtipos de cana-de-agucar.
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Figura 13. Desvio padrao e resultado do teste de Tukey para os 23 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes e suscetiveis a Diatraea saccharalis, considerando o caractere porcentagem de silicio (%Si).
Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. Gendtipos resistentes
representados pela cor azul e gendétipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM 76-228; 2= RB047055;
3= RB047201; 4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8= RB147589; 9=
RB147590; 10= RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515; 14= RB047016; 15=
RB057231; 16= RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20= RB147531; 21=
RB147532; 22= RB147533 e 23= RB147534.

5.5 Diversidade Genética

A analise de diversidade genética foi realizada para os caracteres que foram
significativos na andlise de variancia geral e apresentaram uma amplitude entre a
meédia dos gendtipos resistentes e a média dos gendtipos suscetiveis superior a 15%.
Os caracteres foram: EAD, EC, E1, E2, EAD-L, EAB-L, PE1 e PE2.

Todos os caracteres apresentaram correlagéo significativa e positiva (Tabela
8). A maior magnitude foi entre os caracteres E1 X EC (0.95). Os caracteres que se
destacaram por apresentar uma correlacédo de magnitude mais elevada (>0.70) foram
EC X E2 (0.78), EAD-L X EAB-L (0.77) e PE1 X PE2 (0.72). A maior correlacéo
encontrada com o caractere EAD foi EC (0.61). Os caracteres que apresentaram
correlagdo de média magnitude (>0.50) com EAD foram E1 X EAD (0.55), E2 X EAD
(0.54), EAD-L X EAD (0.53) e EAB-L X EAD (0.50).
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Tabela 8. Coeficiente de correlacdo de Pearson entre os caracteres espessura da epiderme
na face adaxial (EAD), espessura das duas camadas mais espessas em conjunto (EC),
espessura isolada da primeira camada (E1), espessura isolada da segunda camada (E2),
espessura da epiderme na face adaxial do limbo (EAD-L), espessura da epiderme na face
abaxial do limbo (EAB-L), espessura da parede externa da primeira camada (PE1) e
espessura da parede externa da segunda camada (PE2) de 23 gendétipos de cana-de-agucar

classificados como resistentes e suscetiveis a Diatraea saccharalis.

Caractere EAD EC E1 E2 EAD-L EAB-L PE1 PE2
EAD 0,61** 0,55 0,54 0,53 0,50* 0,40 0,24~
EC 0,61** 0,95 0,78 0,58 0,56* 0,63** 0,57*
E1 0,55**  0,95** 0,65** 0,50~ 0,50 0,60**  0,53**
E2 0,54** 0,78  0,65* 0,49 0,51 0,60  0,56**
EAD-L 0,53** 0,58  0.50**  0,49** o,77** 0,31  0,28*
EAB-L 0,50* 0,56** 0,50  0,51**  0,77* 0,31**  0,28*
PE1 0,40~ 0,63* 0,60 0,60 0,31  0,31* 0,72**
PE2 0,24* 0,57** 0,63* 0,56** 0,28* 0,28* 0,72*

** * significativo a 1% e 5% de probabilidade respectivamente.

As matrizes de distancias de Mahalanobis (D?) foram estimadas e utilizadas
como medida de dissimilaridade entre os gendtipos para a constru¢cdo de um
dendrograma pelo método UPGMA (Unweighted Pair Group Method using Arithmetic
Average) (Figura 13). A partir da analise de agrupamento é possivel formar grupos de
genotipos mutuamente similares.

Considerando o corte do dendrograma realizado em 14.25 de dissimilaridade,
foram formados 6 grupos. Quanto mais baixo o corte, maior a quantidade final de
grupos formados e maior a similaridade entre eles.

O primeiro grupo foi formado pelos gendtipos RB147591, RB147589,
RB047212, RB867515, RB147590, RB127384, RB147592, RB047201 e RB047226,
todos resistentes. O segundo grupo foi formado pelo gendétipo RB047055 enquanto o
terceiro e o quarto grupo foram formados pelos gendtipos RB147587 e RB147588
respectivamente. O gendtipo RB147588, embora tenha apresentado médias menores,
dentre os genotipos resistentes, para os caracteres EAD, EAD-L e EAB-L, teve
destaque para os caracteres PE1 e PE2. Desse modo, apesar das caracteristicas
relacionadas a espessura nao terem se destacado, as caracteristicas de parede

celular apresentaram espessura significativamente maior que os demais gendtipos
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resistentes. Ja o genotipos RB147587 apresentou as maiores médias para todas as
caracteristicas relacionadas com espessura de epiderme, tanto na regiao do limbo,
quanto na regido da bainha da folha. Dessa forma, os gendtipos s&o indicados para
estudos futuros relacionados a selegcdo de gendtipos resistentes com base em
caracteristicas anatdbmicas. Todos os genétipos dos grupos de um a quatro sao
considerados como resistentes a Diatraea saccharalis.

O quinto grupo foi formado por todos os dez gendtipos suscetiveis. Esse
resultado colabora ainda mais com a hipétese de que as caracteristicas relacionadas
com a espessura de epiderme de cana-de-agucar possuem relagdo com a resisténcia
a broca. O gendtipo IM 76-228, por sua vez, formou sozinho o grupo seis. Este
genotipo € o unico classificado como S. Robustum e foi considerado resistente em
decorréncia de sua alta dureza e pilosidade. Esse resultado demonstra que a
resisténcia de plantas a artropodes € uma caracteristica influenciada por diversos
fatores. O gendtipo apresenta caracteristicas estruturais que conferem alta
mortalidade de larvas em estagio inicial (PIMENTEL et al., 2017), embora ndo tenha
apresentado aumento na espessura de epiderme e paredes externas. Por outro lado,
ainda que nao tenha apresentado médias elevadas para caracteres de espessura de
epiderme, o gendtipo IM 76-228 apresentou a maior média para o caractere PEAB.
Esse resultado vai de acordo com o trabalho de Wartha et al. (2014), em que foram
encontrados compostos quimicos relacionados a resisténcia a Diatraea saccharalis
na parede celular deste gendtipo.

Por meio da analise de agrupamento, € perceptivel a separagao dos gendotipos
resistentes e suscetiveis com base nos caracteres descritos anteriormente. Em vista
disso, podemos observar que as caracteristicas de epiderme e parede externa da

cana-de-agucar auxiliam na resisténcia da planta a broca.
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Figura 14. Dendograma gerado pelo método UPGMA de 23 genétipos de cana-de-agUcar resistentes
e suscetiveis a Diatraea saccharalis, com base nos caracteres espessura da epiderme na face adaxial
(EAD), espessura das duas camadas mais espessas em conjunto (EC), espessura isolada da primeira
camada (E1), espessura isolada da segunda camada (E2), espessura da epiderme na face adaxial do
limbo (EAD-L), espessura da epiderme na face abaxial do limbo (EAB-L), espessura da parede externa

da primeira camada (PE1) e espessura da parede externa da segunda camada (PE2).
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6. CONCLUSAO

Existe variacdo na estrutura anatémica das folhas dos gendétipos de cana-de-
acgucar que pode ser relacionada a resisténcia Diatraea saccharalis;

Os gendtipos de cana-de-agucar apresentam diferenga significativa para os
caracteres EAB-L e EAD-L, na regidao do limbo, tendo os gendtipos resistentes
apresentado amplitude acima de 15% nas médias dos gendtipos resistentes quando
comparados com os suscetiveis.

As diferengas da anatomia da epiderme e camadas adjacentes das folhas de
gendtipos de cana divergentes dao suporte a hipétese de uma barreira fisica do tecido
de revestimento relevante para a tolerancia a broca da cana.

Ha diferencas significativas e maiores médias nos gendtipos resistentes para
os caracteres EC, E1, E2, PE1, PE2 e EAD na regido da bainha.

A maior diferenga anatébmica entre os gendtipos resistentes e suscetiveis a
Diatraea saccharalis € a espessura da epiderme na face adaxial, sendo esta maior
nos genotipos resistentes;

Houve diferenca significativa entre a porcentagem de silicio presente nas folhas
dos genotipos de cana-de-agucar.

O teor de silicio presente nas folhas de cana-de-agucar n&o diferiu entre o grupo
resistente e o grupo suscetivel a Diatraea saccharalis.

O gendtipo RB147587 apresentou as maiores médias para os caracteres EAD-
L, EAB-L, EC e EAD e pode ser utilizado em programas de melhoramento visando o
estudo de caracteres anatdbmicos e obtencdo de gendtipos de cana-de-agucar
resistentes a Diatraea saccharalis.

Foi possivel realizar a separagao dos gendtipos quanto a resisténcia a Diatraea
saccharalis com base nos caracteres EAD, EC, E1, E2, EAD-L, EAB-L, PE1 e PE2.
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Figura 15. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os dez gendtipos de cana-de-acucar
suscetiveis a Diatraea saccharalis, considerando o caractere espessura total do limbo (ET). Médias
seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. 14= RB047016; 15= RB057231; 16=
RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20= RB147531; 21= RB147532; 22=
RB147533 e 23= RB147534.
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Figura 16. Desvio padrao e resultado do teste de Tukey para os dez gendtipos de cana-de-agucar
suscetiveis a Diatraea saccharalis, considerando o caractere espessura do mesofilo (EM). Médias
seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. 14= RB047016; 15= RB057231; 16=
RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20= RB147531; 21= RB147532; 22=
RB147533 e 23= RB147534.
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Figura 17. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os dez gendétipos de cana-de-agucar
suscetiveis a Diafraea saccharalis, considerando o caractere espessura da epiderme na face abaxial
do limbo (EAB-L). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. 14=
RB047016; 15= RB057231; 16= RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20=
RB147531; 21= RB147532; 22= RB147533 e 23= RB147534.



71

Espessura da parede externa na face abaxial - Susceptiveis
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Figura 18. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os dez gendtipos de cana-de-agucar
suscetiveis a Diatraea saccharalis, considerando o caractere espessura da parede externa na face
abaxial (PEAB). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. 14=
RB047016; 15= RB057231; 16= RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20=
RB147531; 21= RB147532; 22= RB147533 e 23= RB147534.
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Figura 19. Desvio padrao e resultado do teste de Tukey para os dez gendtipos de cana-de-agucar
suscetiveis a Diatraea saccharalis, considerando o caractere espessura da parede externa na face
adaxial (PEAD). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. 14=
RB047016; 15= RB057231; 16= RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20=
RB147531; 21= RB147532; 22= RB147533 e 23= RB147534.
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Figura 20. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os dez gendétipos de cana-de-agucar
suscetiveis a Diatraea saccharalis, considerando o caractere espessura das duas camadas mais
espessdas em conjunto (EC). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente.
14= RB047016; 15= RB057231; 16= RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20=
RB147531; 21= RB147532; 22= RB147533 e 23= RB147534.
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Figura 21. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os dez genétipos de cana-de-agucar
suscetiveis a Diatraea saccharalis, considerando o caractere espessura da parede externa da segunda
camada (PE2). Médias seguidas pelas mesmas letras néo se diferem estatisticamente. 14= RB047016;
15= RB057231; 16= RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20= RB147531; 21=
RB147532; 22= RB147533 e 23= RB147534.
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Figura 22. Desvio padrao e resultado do teste de Tukey para os dez gendtipos de cana-de-agucar

suscetiveis a Diatraea saccharalis, considerando o caractere area foliar especifica (AFE).. Médias

seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. 14= RB047016; 15= RB057231; 16=
RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20= RB147531; 21= RB147532; 22=

RB147533 e 23= RB147534.
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Figura 23. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os dez gendtipos de cana-de-agucar

suscetiveis a Diatraea saccharalis, considerando o caractere area foliar (AF). Médias seguidas pelas
mesmas letras nao se diferem estatisticamente. 14= RB047016; 15= RB057231; 16= RB047248;17=
RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20= RB147531; 21= RB147532; 22= RB147533 e 23=

RB147534.
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Figura 24. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os dez genétipos de cana-de-agucar

22 18 17 15 23 21 20 19

Tratamento

suscetiveis a Diatraea saccharalis, considerando o caractere densidade foliar (DEN).. Médias seguidas
pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. 14= RB047016; 15= RB057231; 16=
RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20= RB147531; 21= RB147532; 22=
RB147533 e 23= RB147534.
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Figura 25. Desvio padrao e resultado do teste de Tukey para os dez gendtipos de cana-de-agucar
suscetiveis a Diafraea saccharalis, considerando o caractere espessura foliar (ESP). Médias seguidas
pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. 14= RB047016; 15= RB057231; 16=
RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20= RB147531; 21= RB147532; 22=
RB147533 e 23= RB147534.

Porcentagem de silicio - Susceptiveis

0.015

0.010

Porcentagem de silicio

0.005| ° ==

22 15 16 14 21 17 23 19 20 18

Tratamento

Figura 26. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os dez gendétipos de cana-de-agucar
suscetiveis a Diafraea saccharalis, considerando o caractere porcentagem de silicio (%Si). Médias
seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. 14= RB047016; 15= RB057231; 16=
RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20= RB147531; 21= RB147532; 22=
RB147533 e 23= RB147534.
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Figura 27. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os 13 gendtipos de cana-de-agucar

resistentes a Diatraea saccharalis, considerando o caractere espessura da epiderme na face adaxial

do limbo (EAD-L). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. Gendtipos

resistentes representados pela cor azul e gendtipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM 76-228; 2=
RB047055; 3= RB047201; 4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8= RB147589;
9= RB147590; 10= RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515.
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Figura 28. Desvio padrao e resultado do teste de Tukey para os 13 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes a Diatraea saccharalis, considerando o caractere espessura da epiderme na face abaxial
do limbo (EAB-L). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. Genétipos
resistentes representados pela cor azul e gendtipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM 76-228; 2=
RB047055; 3= RB047201; 4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8= RB147589;
9= RB147590; 10= RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515.
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Figura 29. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os 13 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes a Diatraea saccharalis, considerando o caractere espessura da parede externa na face
adaxial (PEAD). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. Gendtipos
resistentes representados pela cor azul e gendtipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM 76-228; 2=
RB047055; 3= RB047201; 4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8= RB147589;
9= RB147590; 10= RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515.
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Figura 30. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os 13 gendtipos de cana-de-agucar

resistentes a Diafraea saccharalis, considerando o caractere numero de células (NC). Médias seguidas

pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. Gendtipos resistentes representados pela cor
azul e gendtipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM 76-228; 2= RB047055; 3= RB047201; 4=
RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8= RB147589; 9= RB147590; 10= RB147591;
11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515.
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Figura 31. Desvio padrao e resultado do teste de Tukey para os 13 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes a Diatraea saccharalis, considerando o caractere espessura da epiderme na face adaxial
(EAD). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. Gendtipos resistentes
representados pela cor azul e gendtipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM 76-228; 2= RB047055;
3= RB047201; 4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8= RB147589; 9=
RB147590; 10= RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515.
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Figura 32. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os 13 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes a Diatraea saccharalis, considerando o caractere espessura das duas camadas mais
espessdas em conjunto (EC). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente.
Gendtipos resistentes representados pela cor azul e gendtipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM
76-228; 2= RB047055; 3= RB047201; 4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8=
RB147589; 9= RB147590; 10= RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515.
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Figura 33. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os 13 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes a Diatraea saccharalis, considerando o caractere espessura da parede externa da primeira
camada (PE1). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. Gendtipos
resistentes representados pela cor azul e gendtipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM 76-228; 2=
RB047055; 3= RB047201; 4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8= RB147589;
9= RB147590; 10= RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515.
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Figura 34. Desvio padrao e resultado do teste de Tukey para os 13 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes a Diatraea saccharalis, considerando o caractere espessura da parede externa da segunda
camada (PE2). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. Genétipos
resistentes representados pela cor azul e gendtipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM 76-228; 2=
RB047055; 3= RB047201; 4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8= RB147589;
9= RB147590; 10= RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515.
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Figura 35. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os 13 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes a Diatraea saccharalis, considerando o caractere area foliar especifica.. Médias seguidas
pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. Gendtipos resistentes representados pela cor
azul e gendtipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM 76-228; 2= RB047055; 3= RB047201; 4=
RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8= RB147589; 9= RB147590; 10= RB147591;
11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515.
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Figura 36. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os 13 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes a Diatraea saccharalis, considerando o caractere area foliar (AF). . Médias seguidas pelas
mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. Gendtipos resistentes representados pela cor azul e
genotipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM 76-228; 2= RB047055; 3= RB047201; 4= RB047212;
5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8= RB147589; 9= RB147590; 10= RB147591; 11=
RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515.

Densidade foliar - Resistentes

0.021

0.018 = =

0.015 ! =i

Densidade foliar
|
|
|

0.012

Tratamento



84

Figura 37. Desvio padrao e resultado do teste de Tukey para os 13 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes a Diatraea saccharalis, considerando o caractere densidade foliar (DEN).. Médias seguidas
pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. Gendtipos resistentes representados pela cor
azul e gendtipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM 76-228; 2= RB047055; 3= RB047201; 4=
RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8= RB147589; 9= RB147590; 10= RB147591;
11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515.
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Figura 38. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os 13 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes a Diatraea saccharalis, considerando o caractere espessura foliar (ESP). Médias seguidas
pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. Gendtipos resistentes representados pela cor
azul e gendtipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM 76-228; 2= RB047055; 3= RB047201; 4=
RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8= RB147589; 9= RB147590; 10= RB147591;
11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515.
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Figura 39. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os 13 gendtipos de cana-de-agucar

resistentes a Diatraea saccharalis, considerando o caractere porcentagem de silicio (%Si). Médias

seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. Genétipos resistentes representados
pela cor azul e gendtipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM 76-228; 2= RB047055; 3= RB047201;
4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8= RB147589; 9= RB147590; 10=
RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515.
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Figura 40. Desvio padrao e resultado do teste de Tukey para os 23 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes e suscetiveis a Diatraea saccharalis, considerando o caractere espessura da parede
externa na face abaxial (PEAB). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem
estatisticamente. Gendtipos resistentes representados pela cor azul e gendtipos suscetiveis pela cor
vermelha. 1 = IM 76-228; 2= RB047055; 3= RB047201; 4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384;
7= RB147588; 8= RB147589; 9= RB147590; 10= RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13=
RB867515; 14= RB047016; 15= RB057231; 16= RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19=
RB147530; 20= RB147531; 21= RB147532; 22= RB147533 e 23= RB147534.
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Figura 41. Desvio padrdo e resultado do teste de Tukey para os 23 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes e suscetiveis a Diatraea saccharalis, considerando o caractere espessura da parede
externa na face adaxial (PEAD). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente.
Gendtipos resistentes representados pela cor azul e gendtipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM
76-228; 2= RB047055; 3= RB047201; 4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8=
RB147589; 9= RB147590; 10= RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515; 14=
RB047016; 15= RB057231; 16= RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20=
RB147531; 21= RB147532; 22= RB147533 e 23= RB147534.
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Figura 42. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os 23 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes e suscetiveis a Diatraea saccharalis, considerando o caractere numero de células (NC).
Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. Gendtipos resistentes
representados pela cor azul e gendtipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM 76-228; 2= RB047055;
3= RB047201; 4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8= RB147589; 9=
RB147590; 10= RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515; 14= RB047016; 15=
RB057231; 16= RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20= RB147531; 21=
RB147532; 22= RB147533 e 23= RB147534.
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Figura 43. Desvio padrao e resultado do teste de Tukey para os 23 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes e suscetiveis a Diatraea saccharalis, considerando o caractere espessura das duas
camadas mais espessdas em conjunto (EC). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem
estatisticamente. Gendtipos resistentes representados pela cor azul e gendtipos suscetiveis pela cor
vermelha. 1 = IM 76-228; 2= RB047055; 3= RB047201; 4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384;
7= RB147588; 8= RB147589; 9= RB147590; 10= RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13=
RB867515; 14= RB047016; 15= RB057231; 16= RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19=
RB147530; 20= RB147531; 21= RB147532; 22= RB147533 e 23= RB147534.
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Figura 44. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os 23 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes e suscetiveis a Diatraea saccharalis, considerando o caractere espessura da primeira
camada (E1). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. Gendtipos
resistentes representados pela cor azul e genétipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM 76-228; 2=
RB047055; 3= RB047201; 4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8= RB147589;
9= RB147590; 10= RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515; 14= RB047016; 15=
RB057231; 16= RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20= RB147531; 21=
RB147532; 22= RB147533 e 23= RB147534.
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Figura 45. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os 23 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes e suscetiveis a Diafraea saccharalis, considerando o caractere espessura da segunda
camada (E2). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. Genétipos
resistentes representados pela cor azul e gendtipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM 76-228; 2=
RB047055; 3= RB047201; 4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8= RB147589;
9= RB147590; 10= RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515; 14= RB047016; 15=
RB057231; 16= RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20= RB147531; 21=
RB147532; 22= RB147533 e 23= RB147534.
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Figura 46. Desvio padrao e resultado do teste de Tukey para os 23 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes e suscetiveis a Diatraea saccharalis, considerando o caractere espessura da parede
externa da primeira camada (PE1). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem
estatisticamente. Gendtipos resistentes representados pela cor azul e gendtipos suscetiveis pela cor
vermelha. 1 = IM 76-228; 2= RB047055; 3= RB047201; 4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384;
7= RB147588; 8= RB147589; 9= RB147590; 10= RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13=
RB867515; 14= RB047016; 15= RB057231; 16= RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19=
RB147530; 20= RB147531; 21= RB147532; 22= RB147533 e 23= RB147534.
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Figura 47. Desvio padrdo e resultado do teste de Tukey para os 23 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes e suscetiveis a Diatraea saccharalis, considerando o caractere espessura da parede
externa da segunda camada (PE2). Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem
estatisticamente. Gendtipos resistentes representados pela cor azul e gendtipos suscetiveis pela cor
vermelha. 1 = IM 76-228; 2= RB047055; 3= RB047201; 4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384;
7= RB147588; 8= RB147589; 9= RB147590; 10= RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13=
RB867515; 14= RB047016; 15= RB057231; 16= RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19=
RB147530; 20= RB147531; 21= RB147532; 22= RB147533 e 23= RB147534.
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Figura 48. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os 23 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes e suscetiveis a Diafraea saccharalis, considerando o caractere area foliar especifica (AFE).
Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. Gendtipos resistentes
representados pela cor azul e gendtipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM 76-228; 2= RB047055;
3= RB047201; 4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8= RB147589; 9=
RB147590; 10= RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515; 14= RB047016; 15=
RB057231; 16= RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20= RB147531; 21=
RB147532; 22= RB147533 e 23= RB147534.
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Figura 49. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os 23 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes e suscetiveis a Diatraea saccharalis, considerando o caractere densidade foliar (DEN).
Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. Gendtipos resistentes
representados pela cor azul e genétipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM 76-228; 2= RB047055;
3= RB047201; 4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8= RB147589; 9=
RB147590; 10= RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515; 14= RB047016; 15=
RB057231; 16= RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20= RB147531; 21=
RB147532; 22= RB147533 e 23= RB147534.
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Figura 50. Desvio padréo e resultado do teste de Tukey para os 23 gendtipos de cana-de-agucar
resistentes e suscetiveis a Diafraea saccharalis, considerando o caractere espessura foliar (ESP).
Médias seguidas pelas mesmas letras ndo se diferem estatisticamente. Gendtipos resistentes
representados pela cor azul e genétipos suscetiveis pela cor vermelha. 1 = IM 76-228; 2= RB047055;
3= RB047201; 4= RB047212; 5= RB047226; 6= RB127384; 7= RB147588; 8= RB147589; 9=
RB147590; 10= RB147591; 11= RB147592; 12= RB147587; 13= RB867515; 14= RB047016; 15=
RB057231; 16= RB047248;17= RB057249; 18= RB147529; 19= RB147530; 20= RB147531; 21=
RB147532; 22= RB147533 e 23= RB147534.



