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RESUMO

A mosca-minadora, Liriomyza sativae Blanchard (Diptera: Agromyzidae), € praga-chave do
meloeiro (Cucumis melo L.). O controle dessa praga é realizado com o uso de inseticidas
sintéticos. Porém, a falta de rotacdo de principios ativos e a aplicagdo indiscriminada dos
inseticidas, podem ocasionar a selecdo de organismos resistentes. O emprego de plantas
resistentes € uma técnica relevante que pode trazer bons resultados para controle da praga. O
estudo dos compostos volateis de plantas que atuam na defesa vegetal repelindo o inseto-
praga (defesa direta), cria novas perspectivas de utilizacdo destas substancias em estratégias
de manejo. A presenca de compostos fendlicos em genotipos de meloeiro pode caracterizar a
descoberta de gendtipos resistentes a L. sativae. Desse modo, objetivou-se: a) avaliar se 0s
compostos volateis liberados por genotipos de meloeiro, interferem na atratividade e
repeléncia de L. sativae e b) caracterizar os compostos fenélicos dos genétipos de meloeiro,
bem como a agdo antibidtica destes compostos sobre L. sativae. Um olfatbmetro de quatro
bracos foi utilizado, ofertando-se ao inseto por meio da planta “in vivo” o odor dos volateis
constitutivos de diferentes genotipos de meldo. Para a caracterizacdo dos compostos volateis
utilizou-se microextracdo por fase solida. Para a caracterizacdo dos compostos fenolicos
extratos de folhas de meloeiro foram submetidos a cromatografia liquida de ultra-eficiéncia
associada a espectrometria de massas. Plantas de meloeiro foram infestadas com L. sativae e
posteriormente feita as avaliagbes de viabilidades larval e pupal. Os volateis dos genétipos de
meloeiro CNPH 06-1047-343, CNPH 06-1047-333 e CNPH 06-1047-341, foram pouco
atrativos para L. sativae, enquanto volateis do hibrido comercial Goldex e do gen6tipo CNPH
11-1071-43 foram mais atrativos. Através das analises dos perfis volateis, foi possivel a
identificacdo dos compostos, &cido acético, (Z)-3-hexen-1-ol, a-pineno, (Z) -p-ocimeno, (E)-
B-ocimeno, linalol, allo-ocimeno e neo-allo ocimeno. Conclui-se que 0s gendtipos de
meloeiro CNPH 06-1047-343, CNPH 06-1047-333 e CNPH 06-1047-341 apresentam
caracteristicas de resisténcia pela ndo-preferéncia da L. sativae devido a menor quantidade de
volateis e a maior concentracdo do &cido acético em sua composi¢do volatil. Referente a
composi¢gdo fendlica dos perfis quimicos foram identificados os compostos, acido
hidroxibenzoico-hexosideo, acido ferulico e acido tri-hidroxi octa ecadienoico. As menores
viabilidades larval e pupal foram observadas em CNPH 06-1047-333. Os genotipos de
meloeiro CNPH 06-1047-333 e CNPH 06-1047-341 apresentaram, respectivamente, 0s
maiores e 0 menores teores de fendlicos totais, mas ndo obteve-se diferengas quanto as

viabilidades larval e pupal de L. sativae, indicando falta de relagéo entre os fendis totais e a



resisténcia antibiotica dos gendtipos de meloeiro a L. sativae. De modo geral, de acordo com
as analises de compostos volateis e fenolicos, os genotipos CNPH 06-1047-343, CNPH 06-
1047-333 e CNPH 06-1047-341 sdo menos atrativos a L. sativae, que 0s genotipos hibrido
comercial Goldex e CNPH 11-1071-43.

Palavras-chave: Compostos fendlicos. Cucumis melo. Respostas olfativas. Volateis

constitutivos de plantas.



ABSTRACT

The leaf miner fly, Liriomyza sativae Blanchard (Diptera: Agromyzidae) is the main pest of
the culture of melon (Cucumis melo L.). The control of this pest is carried out with the use of
synthetic insecticides. However, the lack of rotation of active ingredients and the
indiscriminate application of insecticides, may entail the selection of resistant organisms. The
use of resistant plants is a relevant technique that can bring good results for pest control. The
study of volatile plant compounds that act in plant defense repelling the insect pest (direct
defense) creates new perspectives for the use of these substances in management strategies.
The presence of phenolic compounds in melon genotypes can characterize the discovery of
genotypes resistant to L. sativae. Thus, the objective of this work was: a) to evaluate whether
the volatile compounds released by melon genotypes interfere in the attractiveness and
repellency of L. sativae and b) to characterize the phenolic compounds of the melon
genotypes, as well as the antibiotic action of those on L. sativae. A four-arm olfactometer was
used, supplying to the insect through the plant “in vivo”, the odor of constitutive volatiles of
different melon genotypes. For the characterization of volatile compounds, solid-phase
microextraction was used. Extracts of melon leaves were submitted to ultra-efficient liquid
chromatography associated with mass spectrometry for the delineation of phenolic
compounds. Melon plants were infested with L. sativae and later assessments of larval and
pupal viability were made. The volatiles of melon genotypes CNPH 06-1047-343, CNPH 06-
1047-333 e CNPH 06-1047-341, were unattractive to L. sativae, while volatiles from the
commercial Goldex hybrid and genotype CNPH 11-1071-43 were more attractive. Through
the analysis of volatile profiles, it was possible to identify the compounds, acetic acid, (Z) -3-
hexen-1-ol, a-pinene, (Z) -B-ocimene, (E) -B-ocimene, linalool, allo-ocimene and neo-allo
ocimene. It is concluded that the melon genotypes CNPH 06-1047-343, CNPH 06-1047-333
and CNPH 06-1047-341 present resistance characteristics due to the non-preference of L.
sativae on account of the lower amount of volatiles and the higher concentration of acetic acid
in its volatile composition. Concerning to the phenolic composition of the chemical profiles,
the compounds hydroxybenzoic-hexoside acid, ferulic acid and trihydroxy octa ecadienic acid
were identified. The lowest larval and pupal viability were observed in CNPH 06-1047-333.
The melon genotypes CNPH 06-1047-333 and CNPH 06-1047-341 presented, respectively,
the highest and lowest levels of total phenolics, but there were no differences regarding the
larval and pupal viability of L. sativae, indicating the lack of relation between total phenols

and antibiotic resistance of melon genotypes to L. sativae. According to the analysis of



volatile and phenolic compounds, CNPH 06-1047-343, CNPH 06-1047-333 e CNPH 06-

1047-341 genotypes are less attractive to L. sativae than the commercial hybrid Goldex and
CNPH 11-1071-43.

Keywords: Phenolic compounds. Cucumis melo. Olfactory responses. Plant volatiles.
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1 INTRODUCAO

O meloeiro, Cucumis melo L. (Cucurbitaceae), é produzido mundialmente e
possui importancia econémica para o agronegécio brasileiro, gerando emprego e renda a
populacdo. No Brasil a regido Nordeste é responsavel por aproximadamente 90% da
producdo, sendo os principais estados produtores: o Rio Grande do Norte (55% de area
plantada), a Bahia (12% de area plantada) e o Ceara (11% de area plantada) (IBGE, 2019).

A mosca-minadora, Liriomyza sativae Blanchard (Diptera: Agromyzidae), €
considerada praga-chave do meloeiro no Nordeste do Brasil (NUNES et al., 2013). Esse
inseto possui elevada capacidade de adaptacdo e dispersdo, e apresenta alto nivel de
polifagia (BOUCHER, 2010). Devido ao habito alimentar das larvas, sdo formadas minas
nas folhas hospedeiras, as quais tem a capacidade fotossintética reduzida, resultando em
baixa produtividade (GULLAN; CRANSTON, 2012). Ocorre também a perda de suas
folhas, e assim os frutos ficam expostos ao sol, gerando manchas que diminuem a qualidade
externa do fruto e muitas vezes inviabilizando a comercializacdo (RAUF; SHEPARD;
JOHNSON, 2000).

O controle da mosca-minadora é realizado principalmente com pulverizacoes
de inseticidas, e o uso indiscriminado vem causando surtos populacionais da praga
(ARAUJO et al., 2012; HERNANDEZ; HARRIS; LIU, 2011). Em geral, recomenda-se 0
uso de inseticidas direcionados a fase larval. No entanto, o controle é dificultado devido a
protecdo desse estagio, uma vez que as larvas permanecem dentro do tecido foliar
(PARRELLA, 1987). A utilizagdo indiscriminada de inseticidas aumenta os custos de
producdo e pode diminuir populacdes de inimigos naturais (CAMPOS et al., 2012;
FERNANDES, 2004), como também eleva a concentracdo de residuos quimicos no meldo
(ANVISA, 2020), e ainda vém selecionando populagcbes resistentes de insetos-praga
(ARAUJO et al., 2012; HERNANDEZ; HARRIS; LIU, 2011). Contudo, a adogio
indiscriminada do controle quimico inviabiliza a adocdo de outras taticas. Assim, torna-se
cada vez mais importante a utilizacdo racional dos métodos de controle e a busca por
alternativas de controle eficientes e sustentaveis, que que possam ser utilizados no Manejo
Integrado de Pragas (MIP).

A utilizacdo de plantas resistentes vem sendo empregada em diversas culturas,
sendo um método promissor que reduz as pulverizagdes com inseticidas, minimizando os
custos de producéo, possibilitando associagdo com outros métodos de controle, e reduzindo

impactos ambientais (BASUJ et al., 2011, SMITH, 2005). Dentre as varias formas de avaliar
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a resisténcia de plantas, destacam-se os bioensaios olfativos. Nestes experimentos observa-
se 0 comportamento do inseto em resposta a odores volateis das plantas em estudo.

Os insetos-praga utilizam pistas visuais e misturas de compostos volateis de
plantas para orientarem-se em seus ambientes (BRUCE; PICKETT, 2011; RAJABASKAR
et al., 2013). Os volateis em alguns casos sdo0 comuns entre plantas, mas sua composi¢do
possui caracteristicas qualitativas e quantitativas que sdo particulares de cada espécie
(RAJABASKAR et al., 2013). Assim, a mistura de volateis fornece informacfes que sdo
utilizadas em interacdes tri-troficas, ou seja, entre as plantas, os insetos-praga e 0s inimigos
naturais (DICKE; VAN LOON, 2000; MEINERS; HILKER, 2000). Portanto, estudos que
identifiguem volateis de plantas e testem sua atratividade nas espécies-praga sdo muito
importantes para a criacao de novas estratégias de controle.

Outro ponto que merece ser investigado € a analise de compostos fendlicos de
plantas, que podem influenciar diretamente no desenvolvimento das espécies e atuam
protegendo os vegetais contra o ataque de pragas (KORICHEVA; NYKANEN; GIANOLI,
2004; VIEIRA et al., 2016). A ativacdo dos compostos fendlicos ocorre por oxidacao,
impedindo o consumo do tecido vegetal e inibindo a digestio em insetos-praga
(BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2005, KULBAT, 2016), causando, portanto, um efeito
antibidtico.

No meloeiro, investigagbes que visem caracterizar compostos volateis e
fenolicos produzidos por diferentes genotipos podem ser de grande utilidade na selecdo de
gendtipos resistentes a L. sativae. Desse modo, este estudo tem como objetivos: a) avaliar
se 0s compostos volateis liberados por genotipos de meloeiro interferem na atratividade e
repeléncia de L. sativae e b) caracterizar os compostos fenélicos dos genétipos de meloeiro,

bem como a acdo antibiotica destes compostos sobre L. sativae.
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2 ATRATIVIDADE E REPELENCIA DE GENOTIPOS DE MELOEIRO ASSOCIADOS
A RESPOSTAS OLFATIVAS DE Liriomyza sativae
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RESUMO

Os insetos-praga utilizam volateis de plantas como pistas de busca, reconhecimento e
aceitacdo dos seus hospedeiros. Alguns insetos evitam plantas que afetam sua biologia,
essas plantas possuem caracteristicas de resisténcia quando comparadas a outras, tornando-
se menos atacadas por determinada praga. Deste modo, esse estudo teve como objetivo,
avaliar se os compostos volateis liberados por cinco geno6tipos de meloeiro Cucumis melo
L. (Cucurbitaceae) (hibrido comercial Goldex, CNPH 11-1071-43, CNPH 06-1047-343,
CNPH 06-1047-333 e CNPH 06-1047-341), interferem na atratividade e repeléncia de
Liriomyza sativae (Diptera: Agromyzidae). Um olfatdmetro de quatro bragos foi utilizado,
ofertando-se ao inseto por meio da planta “in vivo” o odor dos volateis constitutivos de
diferentes genotipos de meldo. Para a caracterizagdo dos compostos utilizou-se
microextracdo por fase sélida, pelo emprego do método de Headspace Solid Phase
Microextraction (HS-SPME). Os gen6tipos de meloeiro CNPH 06-1047-343 e CNPH 06-
1047-341, foram pouco atrativos para L. sativae, enquanto volateis do hibrido comercial
Goldex e do gendtipo CNPH 11-1071-43 foram mais atrativos. Através das analises dos
perfis volateis, foi possivel a identificagdo dos compostos, &cido acético, (Z)-3-hexen-1-ol,
a-pineno, (Z) -p-ocimeno, (E)-B-ocimeno, linalol, allo-ocimeno e neo-allo ocimeno.
Conclui-se que os genotipos de meloeiro CNPH 06-1047-343, CNPH 06-1047-333 e CNPH
06-1047-341 apresentam caracteristicas de resisténcia pela ndo-preferéncia da mosca-
minadora devido a menor atratividade e menor quantidade de compostos volateis, bem

como a maior concentracdo do acido acéetico em sua composicao volatil.

Palavras-chave: Caracterizacdo de compostos volateis. Interacdo inseto-planta.
Atratividade. Cucumis melo. Olfatometria.
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ABSTRACT

Pest insects use plant volatiles as search clues, recognition and acceptance of its hosts.
Some insects avoid plants that affect their biology, these plants have resistance
characteristics when compared to others, becoming less attacked by certain pests. Thus, this
study aimed to assess whether volatile compounds released by five melon genotypes.
Cucumis melo L. (Cucurbitaceae) (Goldex commercial hybrid, CNPH 11-1071-43, CNPH
06-1047-343, CNPH 06-1047-333 and CNPH 06-1047-341), interfere in the attractiveness
and repellency of Liriomyza sativae (Diptera: Agromyzidae). A four-arm olfactometer was
used, giving the insect through the plant “in vivo", the odor of constitutive volatiles of
different melon genotypes. For the characterization of the compounds, solid-phase
microextraction was used, applying the Headspace Solid Phase Microextraction method
(HS-SPME). The melon genotypes CNPH 06-1047-343 and CNPH 06-1047-341, were
unattractive to L. sativae, while volatile from the commercial Goldex hybrid and the
genotype CNPH 11-1071-43 were more attractive. Through the analysis of the volatile
profiles, it was possible to identify the compounds: acetic acid, (Z) -3-hexen-1-ol, a-pinene,
(Z) -p-ocimene, (E) -B-ocimene, linalool, allo-ocimene and neo-allo ocimene. It is
concluded that the melon genotypes CNPH 06-1047-343, CNPH 06-1047-333 and CNPH
06-1047-341 show resistance characteristics on account of the non-preference of the
miner's fly due to less attractiveness and less volatile compounds, as well as the highest

concentration of acetic acid in its volatile composition.

Keywords: Characterization of volatile compounds. Insect-plant interaction.
Attractiveness. Cucumis melo. Olfactometry.
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2.1 Introdugéo

A mosca-minadora, Liriomyza sativae Blanchard (Diptera: Agromyzidae), €
considerada praga-chave para o meloeiro (Cucumis melo L.) no Nordeste brasileiro
(NUNES et al., 2013). As minas decorrentes da alimentagdo das larvas reduzem a area
fotossintética da planta, causando perdas na produtividade (ARAUJO et al., 2007; DE
ARAUJO; PINHEIRO; GEREMIAS, 2007).

O controle dessa praga € feito principalmente com pulverizacGes de inseticidas
(GUANTAI et al., 2015). No entanto, o uso inadequado desses produtos vem selecionando
populacOes resistentes de insetos-praga, e diminuindo a eficiéncia do controle bioldgico
(ARAUJO et al., 2012; HERNANDEZ; HARRIS; LIU, 2011). De modo a minimizar esses
problemas e manter as populacdes da mosca-minadora abaixo do nivel de dano econémico,
novas abordagens de manejo vém sendo investigadas, como a selecdo de gendtipos de
meloeiro resistentes (CELIN et al., 2017; CELIN et al., 2018).

O uso de plantas resistentes tem se mostrado eficiente para 0 manejo de insetos-
praga em um grande namero de culturas, reduzindo os custos de producdo e minimizando o
impacto dos inseticidas no ambiente (VENDRAMIM; GUZZO, 2013). A resisténcia pode
ser expressa por caracteristicas morfoldgicas, fisicas e quimicas desfavoraveis ao inseto-
praga, como a presenca de tricomas, espessura e dureza da epiderme, textura, e a presenca
de metabolitos secundérios, sintetizadas pelas plantas, com a finalidade de protegé-las
(GOIANA et al., 2020; JINDAL; DHALIWAL, 2011; SILVA, et al., 2015).

A resisténcia de gendtipos aos insetos-praga pode ser avaliada por meio de
experimentos olfativos, nos quais sdo oferecidos aos insetos volateis constitutivos das
plantas de interesse, e assim observa-se 0 comportamento de escolha do inseto. Compostos
volateis liberados pelos vegetais, podem ser utilizados como pistas de orientacdo para
insetos-praga localizarem plantas em seu ambiente (RAJABASKAR; DING; WU;
EIGENBRODE, 2013), e as quantidades liberadas desses compostos sdo controladas por
condicBes genéticas das plantas (SPLIVALLO et al., 2012; WASON; HUNTER, 2014).

Com a evolucdo entre insetos e plantas alguns insetos-pragas conseguem
reconhecer no vegetal substancias toxicas ao seu organismo, e assim evitam essas plantas.
Essas substancias toxicas podem indicar uma planta resistente quando em comparacao a
outras plantas (PANIZZI; PARRA, 2009). Varios fatores podem estar relacionados com a
ndo-preferéncia do adulto de Liriomyza em meloeiro, como a liberacdo de compostos

quimicos pela planta, espessura da epiderme do vegetal, rigidez e espessura da cuticula

17



foliar, densidades dos tecidos pali¢adico e lacunoso, dentre outros (THEOBALD et al.,
1979; WEI et al., 2000). De acordo com Kang et al. (2009), os compostos quimicos
sintetizados pelas plantas podem ser fundamentais na selecdo de plantas para espécies de
mosca-minadora. Em genotipos de tomateiro (Solanum lycopersicum L.), a ndo-preferéncia
de Liriomyza trifolii para alimentacdo esta relacionada a altos teores de aleloquimicos
(acilagUcares, 2-tridecanona) (SILVA et al, 2017).

Estudos sobre volateis de plantas na selecdo vegetal dos insetos-praga, auxiliam
na identificacdo de cultivares resistentes, fornecendo subsidios para estratégias sustentaveis
no manejo de pragas (LI et al., 2014; ROBBINS et al., 2012). Assim, objetivou-se avaliar
se 0s compostos volateis liberados por genotipos de meloeiro interferem na atratividade e

repeléncia de L. sativae.
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2.2 Material e métodos

2.2.1 Cultivo do meloeiro

Para obtencédo das plantas de meloeiro, sementes foram cultivadas em bandejas
de polietileno, utilizando como substrato fibra de coco e HS-Florestal, na proporcao de 1:1
(FIGURA 1A). As bandejas foram mantidas em laboratério de entomologia da Embrapa
Agroinddstria Tropical por 2 dias, cobertas por plastico preto. Posteriormente, as plantas
foram levadas para casa de vegetacdo situada na Embrapa Agroindustria Tropical. Apos 10
dias, as mudas foram transplantadas para vasos plasticos com capacidade de 0,3 L,
contendo HS-Florestal, areia e himus de minhoca na proporgéo de 3:3:1 (FIGURA 1B).

Apo6s 10 dias do transplante as plantas apresentavam trés folhas completamente
desenvolvidas e foram utilizadas nos experimentos (FIGURA 1C). Cinco genotipos de
meloeiro foram estudados: o hibrido comercial Goldex, CNPH 11-1071-43; CNPH 06-
1047-343; CNPH 06-1047-333 e CNPH 06-1047-341. A selecdo dos gendtipos foi baseada
em ensaios preliminares de laboratério, avaliando a resisténcia de genotipos de meloeiro a
L. sativae, sendo o hibrido comercial Goldex utilizado como padrdo suscetivel e os
gen6tipos CNPH 11-1071-43; CNPH 06-1047-343; CNPH 06-1047-333 e CNPH 06-1047-
341 resistente por antibose a L. sativae (OLIVEIRA, 2017).

FIGURA 1. Cultivo das plantas de meloeiro para realizacdo dos experimentos. (A) Plantulas recém-

emergidas em bandejas de polietileno. (B) Plantulas transplantadas para vasos plasticos (300 mL) 10 dias apds

a emergéncia. (C) Plantas com trés folhas completamente desenvolvidas 10 dias apds o transplante.
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2.2.2 Criagao da mosca-minadora

A colbnia de L. sativae foi estabelecida a partir de folhas de meloeiro com a
presenca de minas, coletadas em cultivos comerciais no municipio de Mossor6-RN. O
estabelecimento da criagdo foi baseado na metodologia proposta por BRAGA-SOBRINHO
et al. (2011). Adultos de L. sativae foram mantidos em gaiolas de madeira recobertas com
tecido “voil” (100 x 100 x 100 cm), contendo mudas de feijdo-de-porco, Canavalia
ensiformis (L.) (Fabaceae).

Para a obtencdo das plantas, sementes foram cultivadas em vasos de polietileno
com capacidade de 0,3 litros de substrato. Ap6s 10 dias do cultivo, as plantas foram
dispostas em gaiolas para infestacdo por 24h com adultos da mosca-minadora. Apos quatro
dias da infestacdo, com o desenvolvimento das larvas e das minas nas folhas (FIGURA
2A), as folhas foram penduradas em bandejas plastica, para a obtencdo das pupas (FIGURA
2B). As pupas foram colocadas em tubos de vidro (12 mm x 75 mm) forrados com filme de
PVC na parte superior (FIGURA 2C). No filme de PVC foram feitos micro furos, e

adicionou-se uma pequena por¢do de mel para a alimentacdo dos adultos (FIGURA 2C).

FIGURA 2. Cria¢do da mosca-minadora (Liriomyza sativae) em folhas de feijdo-de-porco. (A) Presenca de
minas da mosca em folhas de feijdo-de-porco. (B) Folhas penduradas em bandejas plasticas para a obtencéo

das pupas. (C) Tubos de vidro com pupas para obtencdo dos insetos adultos (mel sobre o filme de PVC para

alimentacéo).

2.2.3 Bioensaios de olfatometria

As respostas comportamentais de fémeas de L. sativae aos volateis dos
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genotipos de meloeiro foram obtidas utilizando um olfatdmetro de quatro bragos de acrilico
(12 cm x 12 cm) (PETTERSSON, 1970) (FIGURA 3; FIGURA 4), sob condicdes
controladas (25 £ 1 ° C e 70 £ 5% UR). Inicialmente foi realizado um teste branco com o0s
quatro bracos do olfatdmetro contendo apenas volateis constitutivos do hibrido comercial
Goldex, a a fim de garantir a imparcialidade do bioensaio.

Dois experimentos foram realizados. No primeiro um brago do olfatbmetro com
volateis constitutivos de meloeiro (tratamento) foi comparado com trés bracos com ar
(controle), sendo executados cinco bioensaios: (1) volateis constitutivos do hibrido
comercial Goldex versus ar; (2) volateis constitutivos do genoétipo CNPH 11-1071-43
versus ar; (3) volateis constitutivos do gen6tipo CNPH 06-1047-343 versus ar; (4) volateis
constitutivos do genétipo CNPH 06-1047-333 versus ar e (5) volateis constitutivos do
gendtipo CNPH 06-1047-341 versus ar (FIGURA 3).

No segundo experimento, compararam-se Vvolateis constitutivos do hibrido
comercial Goldex com todos os genoétipos estudados (CNPH 11-1071-43, CNPH 06-1047-
343, CNPH 06-1047-333, CNPH 06-1047-341). Nestes ensaios, dois bracos do olfatbmetro
com Goldex foram contrastados com dois bracos com um dos demais genotipos. Quatro
bioensaios foram conduzidos: (1) hibrido comercial Goldex versus gendtipo CNPH 11-
1071-43, (2) hibrido comercial Goldex versus genétipo CNPH 06-1047-343, (3) hibrido
comercial Goldex versus gen6tipo CNPH 06-1047-333, e (4) hibrido comercial Goldex
versus gendtipo CNPH 06-1047-341 (FIGURA 4).

Para o fornecimento dos volateis constitutivos @ mosca-minadora, 0s vasos das
mudas de meloeiro contendo substrato foram totalmente cobertos com papel aluminio para
bloquear a liberacdo de volateis do substrato (FIGURA 4). Posteriormente, as mudas foram
envoltas em sacos de poliéster (100%, 27 cm x 41 cm), totalmente vedados com fita teflon.

Os sacos foram conectados ao olfatdmetro via mangueiras de silicone (FIGURA
4). No sistema de olfatometria, 0 ar passou através de uma bomba de ar com medidores de
vazdo ajustados em 250 mL/min para cada braco do olfatdbmetro (FIGURA 4). Foram
realizadas 20 repeticdes para cada bioensaio. Para cada repeticdo uma fémea adulta em
jejum por 24h foi testada. Uma fémea foi liberada através de um orificio do olfatdmetro,
em éarea neutra (FIGURA 3), ficando exposta aos volateis por 10 minutos. Em cada
repeticdo, o olfatdbmetro foi girado em 90° para reduzir efeito posicional. A resposta da
fémea foi considerada quando esta ultrapassava a area neutra (FIGURA 3) e optava por um
dos bracos do olfatdbmetro. A repeticdo foi anulada sempre que a fémea permaneceu em

area neutra nos 5 minutos iniciais. A frequéncia e o tempo de permanéncia de L. sativae
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nos diferentes bracos do olfatbmetro foram registrados utilizando o software SOLF
(Sistema de Gerenciamento de Resultados para Bionsaios de Olfatometria) versao 7.0
(FANCELLI et al., 2017). Ao final de cinco repeticdes, o olfatbmetro foi limpo (com
detergente neutro, agua destilada e alcool a 70%) e uma nova muda de meloeiro foi
oferecida como fonte de odor.

Os dados de frequéncia ou numero de entradas de L. sativae nos diferentes
bracos do olfatbmetro (tratamento e controle) foram comparados usando um teste de ¥ (o =
0,05). No primeiro experimento, a frequéncia de cada individuo em bracos com ar (trés) foi
comparada com fracOes esperadas de 25% para bracos oferecendo volateis de meloeiro
(um). No segundo experimento a frequéncia de cada individuo em bragos com os volateis
constitutivos do hibrido comercial Goldex (dois) foi comparada com fracbes esperadas de
50% para bracos oferecendo volateis constitutivos dos demais gendétipos de meloeiro (dois).

Os dados de tempo de permanéncia por L. sativae em bracos com volateis
constitutivos de meloeiro foram submetidos a testes t (a = 0,05), conforme descrito por
Hegde et al. (2011) e Sobhy et al. (2017), nos bracos com ar foram obtidos valores médio
para os testes (TOGNI et al.,, 2010; HEGDE et al., 2011). Todas as analises foram
realizadas utilizando o software estatistico SAS (SAS Institute 2019).
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FIGURA 3. Esquema do 1° bioensaio comportamental com Liruimyza sativae, em olfatdmetro de quatro
bracos, no qual um braco do olfatdmetro com volateis de meloeiro foi comparado com trés bragcos com ar.

Com indicacdo do que chama-se area neutra e suas medidas, bem como medidas posterior a area neutra até o
fim do braco do olfatdmetro.
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FIGURA 4. Sistema de Olfatometria. Vasos das mudas de meloeiro cobertos com papel aluminio. Mudas
envoltas em sacos de poliéster, totalmente vedados com fita teflon. Sacos conectados ao olfatdmetro de quatro
bragos de acrilico via mangueiras de silicone. 2 ° Bioensaio: dois bragos do olfatdmetro tratados com volateis
do hibrido comercial Goldex versus dois bragos do olfatdmetro tratados com volateis dos genétipos (CNPH
11-1071-43, CNPH 06-1047-343, CNPH 06-1047-333, CNPH 06-1047-341).

Mudas envoltas em

sacos de poliéster
Bombas de ar dad'

com medidores
de vazao

Mangueiras
e Silicone

papel aluminio

2.2.4 Extracdo de volateis de folhas de meloeiro

A extragdo dos voléteis constitutivos do hibrido comercial Goldex e dos quatro
genotipos de meloeiro foi realizada por microextracdo em fase solida (SPME) com o uso da
fibra DVB/Car/PDMS acoplada a cromatografia gasosa com espectrometria de massa (GC-
MS). A identificacdo das substancias volateis foi realizada pela analise dos padrfes de
fragmentacéo exibidos nos espectros de massas com presentes na base de dados fornecida
pelo NIST versdo 2.0 de 2012 e de dados da literatura.



2.3 Resultados

2.3.1 Bioensaios de olfatometria

As fémeas de L. sativae quando expostas a volateis dos gendtipos de meloeiro
comparados com ar mostraram diferencas significativas na frequéncia de entradas nos
bragos do olfatometro (¥ > 4,08; df=1; P< 0,04), exibindo maior frequéncia em bragos com
volateis dos gendtipos (FIGURA 5). Quanto ao tempo de permanéncia, as fémeas de L.
sativae permaneceram maior tempo no braco com volateis do hibrido comercial Goldex (t=
3,47; df= 23,8; P=10,002) e no gendtipo CNPH 11-1071-43 (t= 2,67; df= 18,0; P= 0,015) do
que em bragos com ar (FIGURA 6). Em contraste, o tempo de permanéncia de insetos ndo
foi significativamente diferente nos gendtipos CNPH 06-1047-343, CNPH 06-1047-333 e
CNPH 06-1047-341 quando comparados com o ar (P> 0,23) (FIGURA 6).

Adultos de L. sativae apresentaram maior frequéncia no brago contendo
volateis do hibrido comercial Goldex do que nos gen6tipos CNPH 06-1047-333 e CNPH
06-1047-341 (¢ > 5,8; df=1,0; P< 0,01) (FIGURA 7). O inseto permaneceu mais tempo no
odor do hibrido comercial Goldex que em plantas dos genétipos CNPH 06-1047-343 (t =
2,38; df=38,0; P=0,02) e CNPH 06-1047-341 (t = 5,26; df=40,0; P< 0,01). Os demais
tratamentos n&o diferiram (P> 0,06) (FIGURA 8).
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FIGURA 5. Frequéncia para fémeas de Liriomyza sativae em bracos do olfatdbmetro tratados (compostos
volateis de plantas de meloeiro) e controle (ar), (linha: 25% de proporcdo esperada para significancia

estatistica; *: diferenca significativa).
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FIGURA 6. Tempo de permanéncia para fémeas de Liriomyza sativae em bracos do olfatbmetro tratados

(compostos volateis de plantas de meloeiro) e controle (ar), *: diferenca significativa).
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FIGURA 7. Frequéncia para fémeas de Liriomyza sativae em bragos do olfatbmetro tratados com compostos
volateis constitutivos de gendtipos de meloeiro contra volateis constitutivos do hibrido comercial Goldex, (*:

diferenca significativa).
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FIGURA 8. Tempo de permanéncia para fémeas de Liriomyza sativae em bracos do olfatdbmetro tratados com
compostos volateis constitutivos de genotipos de meloeiro contra volateis constitutivo do hibrido comercial

Goldex, (*: diferenca significativa).
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2.3.2 Extracédo de volateis de folhas de meloeiro

Através das analises dos perfis volateis dos gendtipos de meloeiro foi possivel a
identificacdo de oito compostos orgénicos volateis (TABELA 1). No hibrido comercial
Goldex os compostos majoritarios com percentual volatil acima de 1%, foram: (E)-B-
ocimene, acido acético, (Z)-p-ocimeno, allo-ocimeno, neo-allo-ocimeno e linalol.

No genotipo CNPH 11-1071-43, o acido acético e o (E)-B-ocimeno representam
44,69 % da composicdo volatil nas folhas de meloeiro. Apenas o acido acético foi
identificado na composicao volatil dos genotipos de meloeiro CNPH 06-1047-343 e CNPH
06-1047-333. No genotipo CNPH 06-1047-341 foram identificados como compostos

majoritarios o acido acético, o (E)-p ocimeno e o (Z)-p-ocimeno.

TABELA 1. Compostos caracterizados e composicdo volatil (%) das folhas de gendtipos de meloeiro por
SPME-GC/ MS.

Tempo de Composto Genadtipos
Retencéo
(min) GOLDE CNPH CNPH CNPH CNPH
X (%) 11-1071- 06-1047- 06-1047- 06-1047-
43 (%) 343(%)  333(%) 341 (%)
1,69 acido acético 5,59 18,53 31,56 39,43 22,02
4,71 (2)-3-hexen-1-ol 0,22 - - - -
6,18 a-pineno 0,23 - - - -
8,32 (2) -B-ocimeno 3,14 1,82 - - 5,11
8,54 (E)-B-ocimeno 46,29 26,16 - - 6,82

9,42 linalol 1,36 0,14 - - -
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2.4 Discussao

E fundamental conhecer sobre o funcionamento dos compostos volateis de
plantas na selecdo hospedeira dos insetos-praga, pois tais conhecimentos fornecem
subsidios para técnicas sustentaveis de manejo de pragas (LI et al., 2014), e podem ser Uteis
em programas de melhoramento genético vegetal ao auxiliar na identificagdo de cultivares
resistentes ou tolerantes a insetos-praga (ROBBINS et al., 2012, UVAH; COAKER, 1984).

Por meio do primeiro bioensaio, ficou claro que volateis constitutivos tanto o
hibrido comercial Goldex quanto os quatro genotipos de meloeiro testados sdo altamente
atrativos a fémeas de L. sativae. Além disso, pdde-se confirmar a maior suscetibilidade do
hibrido comercial Goldex, e ainda exibiu a maior suscetibilidade do genétipo CNPH 11-
1071-43 em relacdo aos demais, pois o tempo de permanéncia das fémeas de L. sativae foi
maior para volateis dessas plantas do que para o ar. Os compostos volateis do hibrido
comercial Goldex e do genoétipo CNPH 11-1071-43, apresentaram dessa forma um efeito
arrestante, ou seja, estimularam os insetos a passarem mais tempo nos bragos do
olfatbmetro onde os volateis estavam distribuidos.

Embora o gendtipo CNPH 06-1047-333 tenha estimulado menos visitas e
CNPH 06-1047-343 menor tempo de permanéncia do que o hibrido comercial Goldex,
CNPH 06-1047-341 foi o Unico dentre os quatro genotipos testados que apresentou menos
visitas e menor permanéncia que o hibrido Goldex. Por outro lado, CNPH 11-1071-43 foi o
unico genotipo cujas frequéncia de visitas e permanéncia ndo diferiram significativamente
do hibrido comercial Goldex. De fato, L. sativae é capaz de distinguir e selecionar
hospedeiros especificos pela percepcdo de compostos volateis (ZHAO; KANG, 2002). Esta
informacao, aliada aos resultados apresentados no presente estudo, sugerem nao apenas que
CNPH 11-1071-43 e hibrido Goldex sdo mais susceptiveis a L. sativae que os demais
genotipos, mas também que CNPH 06-1047-341 é o genotipo menos suscetivel dentre
todos aqueles testados. Embora um grande numero de compostos volateis de plantas
hospedeiras e ndo hospedeiras de mosca-minadora tenham sido identificados (WEI et al.,
2007), as respostas comportamentais de espécies de Liriomyza aparentemente relacionam-
se com “misturas-chave” de compostos volateis (BRUCE; WADHAMS; WOODCOCK,
2005).

Dos oito compostos organicos volateis identificados, a partir do hibrido
comercial Goldex e dos quatro genotipos de meloeiro, apenas linalol, allo-ocimeno, e neo-

allo-ocimeno estiveram presentes nos dois meloeiros mais atraentes (hibrido Goldex e



CNPH 11-1071-43) a0 mesmo tempo em que estiveram ausentes dos meloeiros menos
atraentes (CNPH 06-1047-333, CNPH 06-1047-341, e CNPH 06-1047-343). Estes
resultados sugerem que a presenca de linalol, allo-ocimeno, e neo-allo-ocimenoa, sozinhos
ou em combinacdes duplas ou triplas, estd positivamente associada a atratividade a L.
sativae. Essa possibilidade é suportada por Egonyu et al., (2013) e Wanjiku et al., (2014)
que também identificaram os compostos (Z)-ocimeno, (E)-ocimeno e allo-ocimeno em
folhas de cajueiro e mostraram através de bioensaios comportamentais que em misturas
esses compostos sdo atrativos para 0 inseto-praga percervejo Pseudotheraptus wayi
(Heteroptera: Coreidae) e o inimigo natural formiga Oecophylla longinoda (Latreille)
(Hymenoptera: Formicidae).

Adicionalmente, a semelhanca na atratividade dos volateis do hibrido Goldex e
de CNPH 11-1071-43 para L. sativae pode ser confirmada ao observar que a frequéncia de
entrada e o tempo de permanéncia do inseto ndo foi diferente quando os gen6tipos foram
oferecidos simultaneamente como fonte de odor. Da mesma forma, o tempo gasto de
formiga O. longinoda néo foi diferente quando exposto a duas fontes de odores atrativas:
(E)-B-ocimeno, (Z)-p-ocimeno e alo-ocimeno em mistura e extrato volatil de folhas de
cajueiro (WANJIKU et al., 2014).

Os perfis quimicos dos volateis identificados como pouco atrativos para
determinado inseto-praga s@o indicadores de plantas resistentes ou tolerantes ao mesmo
(ROBBINS et al., 2012). Verificou-se que apesar de responderem aos volateis dos
gendtipos CNPH 06-1047-343, CNPH 06-1047-333 e CNPH 06-1047-341 em relacdo ao
ar, L. sativae preferiram e/ou passaram mais tempo nos volateis do hibrido comercial
Goldex em relacdo ao desses genotipos. O baixo tempo de residéncia dos insetos em
volateis de plantas pode sugerir menor oviposicdo (FANCELLI et al., 2018). De fato, 0s
gendtipos CNPH 06-1047-343, CNPH 06-1047-341 expressam caracteristicas de
antixenose para alimentacdo e oviposi¢cdo de L. sativae, ademais CNPH 06-1047-341 e
CNPH 06-1047-333 sdo antibidticos ao inseto, pois sustentam taxas de viabilidade larval
reduzida a zero (OLIVEIRA, 2017).

Diferencas nos perfis quimicos dos genotipos de meloeiro avaliados podem
explicar a menor preferéncia de L. sativae para volateis de CNPH 06-1047-343, CNPH 06-
1047-333 e CNPH 06-1047-341. Estes genotipos possuem uma menor quantidade de
compostos volateis que o hibrido comercial Goldex e o gendtipo CNPH 11-1071-43, além
disso, possuem maiores concentragdes de acido acético que muito possivelmente relaciona-

se com a repeléncia de L. sativae a esses genotipos. A principal forma de atuacéo do &cido
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acético é a repeléncia aos insetos-praga, a exemplo do controle de mosca branca Bemisia
tabaci (Gennadius, 1889) (Hemiptera: Aleyrodidae) em plantas de meloeiro (AZEVEDO et
al., 2005).

Adicionalmente, Ren et al. (2008) determinaram os efeitos repelentes a
oviposicdo do 6leo de meldo amargo (Momordica charantia) em adultos de L. sativae e
atribuiram sua dissuasdo ao conteudo quimico, incluindo os acidos acético, formico e
benzoico. Ressalta-se ainda que embora (Z) -B-ocimeno tenha sido identificado nos
gendtipos atrativos (hibrido comercial Goldex e CNPH 11-1071-43), esse composto foi
encontrado em maior concentracdo em CNPH 06-1047-341. Sabe-se que nos insetos (Z) -p-
ocimeno pode causar estimulos que variam entre atratividade ou repeléncia (ANDRADE et
al., 2016, EGONYU et al.,, 2013, WANJIKU et al., 2014), estando presente em
consideravel quantidade em genotipos de Citrus sp. menos preferidos por psilideo
Diaphorina citri, Kuwayama (Hemiptera: Psylidae) (ANDRADE et al., 2016).

Portanto, existem evidéncias de que as sele¢bes de material genético obtidas de
CNPH 06-1047-343, CNPH 06-1047-333 e CNPH 06-1047-341 podem contribuir para 0s

programas de melhoramento de meldo que oferecem resisténcia a L. sativae.

31



3 COMPOSTOS FENOLICOS RELACIONADOS A RESISTENCIA DO
MELOEIRO A MOSCA-MINADORA, Liriomyza sativae
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RESUMO

Os compostos fenolicos possuem um papel crucial na defesa de plantas contra insetos-
praga, deste modo estudos sobre estes sdo importantes para selecdo de plantas com
caracteristicas de resisténcia a determinada praga. Assim, plantas resistentes podem ser
utilizadas como alternativa de controle para mosca-minadora Liriomyza sativae em
meloeiro (Cucumis melo L.). Objetivou-se nesse estudo caracterizar os compostos fenolicos
dos gendtipos de meloeiro (hibrido comercial Goldex, CNPH 06-1047-343, CNPH 06-
1047-333 e CNPH 06-1047-341), bem como a a¢do antibidtica destes compostos sobre L.
sativae. Para caracterizacdo dos compostos fendlicos foram preparados extratos de folhas
de meloeiro, seguindo a metodologia de particédo liquido-liquido com ultrassom para anélise
em cromatografia liquida de ultra-eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em alta
resolucdo (UPLC-QTOF-MSE). A obtencdo dos fendis totais foi possivel com as leituras
das absorbancias no comprimento de onda de 725 nm e em triplicata. Plantas de meloeiro
foram infestadas com L. sativae e posteriormente feita avaliacGes de viabilidades larval e
pupal. Os compostos fendlicos identificados foram: &cido hidroxibenzoico-hexosideo, &cido
feralico e &cido tri-hidroxi octa ecadiendico. O gen6tipo de meloeiro CNPH 06-1047-333,
propiciou inviabilidade de 100% de pupas de L. sativae. Os gen6tipos CNPH 06-1047-333
e CNPH 06-1047-341 apresentaram, respectivamente, o maior e o0 menor teor de fenolicos
totais, mas nao obteve-se diferencas significativas entre estes dois gendtipos quanto as
viabilidades larval e pupal de L. sativae, indicando falta de relacdo entre os fenais totais e a

resisténcia antibidtica dos genotipos de meloeiro a L. sativae.

Palavras-chave: Cucumis melo. Fendis totais. Resisténcia de plantas. Viabilidade larval.

Viabilidade pupal.



ABSTRACT

Phenolic compounds play a crucial role in defending plants against insect pests, therefore,
studies on them are important for the selection of plants with characteristics of resistance to
a certain pest. Thus, resistant plants can be used as a control alternative for leaf miner flies,
Liriomyza sativae in melon (Cucumis melo L.). The objective of this study is to characterize
the phenolic compounds of the melon genotypes (Goldex commercial hybrid, CNPH 06-
1047-343, CNPH 06-1047-333 and CNPH 06-1047-341), as well as the antibiotic action of
these compounds on L. sativae. To characterize the phenolic compounds, extracts of melon
leaves were prepared, following the liquid-liquid partition methodology with ultrasound for
analysis in ultra-efficient liquid chromatography attached to high resolution mass
spectrometry (UPLC-QTOF-MSE). Obtaining total phenols was possible with the
absorbance readings at the wavelength of 725 nm and in triplicate. Melon plants were
infested with L. sativae and later assessments of larval and pupal viability were also made.
The phenolic compounds identified were: hydroxybenzoic-hexoside acid, ferulic acid and
trihydroxy octa ecadienic acid. The melon genotype CNPH 06-1047-333, provided
infeasibility of 100% of pupae of L. sativae. The genotypes CNPH 06-1047-333 and CNPH
06-1047-341 had, respectively, the highest and the lowest total phenolic content, but there
were no significant differences between these two genotypes regarding the larval and pupal
viability of L. sativae, indicating lack of relationship between total phenols and antibiotic
resistance of melon genotypes to L. sativae.

Keywords: Cucumis melo. Total phenols. Plant resistance. Larval viability. Pupal viability.
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3.1 Introducéo

Na cultura do meldo (Cucumis melo L.) a mosca-minadora, Liriomyza sativae
Blanchard (Diptera: Agromyzidae), € considerada praga chave e tem ocasionado Sérios
problemas nos cultivos. As injurias ocasionadas nas folhas levam a sérios danos que podem
ser diretos e indiretos (MINKENBERG; LENTEREN, 1986). Os danos diretos séo
decorrentes da alimentacdo das larvas, que através da atividade de minacdo, podem
promover a secagem das folhas e reduzir a capacidade fotossintética originando frutos com
baixo teor de sélidos soluveis totais (°brix) (ARAUJO et al., 2007). As minas também
podem ocasionar danos indiretos por servir de porta de entrada para microrganismos
oportunistas, tais como fitopatogenos (DURAIRAJ et al., 2010).

O controle da mosca-minadora em meloeiro tem sido realizado principalmente
com a utilizagdo de inseticidas registrados para a cultura (AGROFIT, 2020). Em geral,
recomenda-se 0 uso de inseticidas direcionados a fase larval. No entanto, o controle é
dificultado devido a protecdo desse estagio, uma vez que as larvas permanecem dentro do
tecido foliar (PARRELLA, 1987). Além disso, a aplicacdo indiscriminada de inseticidas
vem selecionando populagdes resistentes de insetos-praga (ARAUJO et al., 2012;
HERNANDEZ; HARRIS; LIU, 2011) e causando impacto contra 0s inimigos naturais
(FERNANDES, 2004). Assim, torna-se fundamental a busca de novos métodos de controle
no Manejo Integrado de Pragas (MIP) para a mosca-minadora no meloeiro. Nesse contexto,
0 uso de genotipos que apresentem caracteristicas que confiram resisténcia destaca-se como
uma estratégia valiosa.

A resisténcia de plantas as pragas envolve muitos fatores e um deles é a
presenca de compostos fendlicos na constituicdo do vegetal (KULBAT, 2016; NUTT;
O’SHEA; ALLSOPP, 2004). Esses compostos tém um papel fundamental na resisténcia de
plantas contra os insetos-praga, agindo como bloqueadores do consumo do tecido vegetal e
inibidores da digestdo (BOERJAN; RALPH; BAUCHER, 2005; KULBAT, 2016).

Genotipos de soja (Glycine max L.) resistentes a insetos-praga apresentam
maior concentracdo de flavonoides, como o flavonol glicosideo rutina (quercetina-3-O-
rutinosideo) e a isoflavona genistina (genisteina-7-O-b-D-glucésido) (HOFFMANN-
CAMPO; HARBORNE; MCAFFERY, 2001; HOFFMANN-CAMPO et al., 2006). Esses
metabolitos afetam lagartas desfolhadoras, como a falsa medideira Trichoplusia ni
(Lepidoptera: Noctuidae) e a lagarta-da-soja Anticarsia gemmatalis (Lepidoptera: Erebidae)

fazendo com que estas alimentem-se menos e interferindo de forma negativa na
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sobrevivéncia e peso pupal (HOFFMANN-CAMPO; HARBORNE; MCAFFERY, 2001;
HOFFMANN-CAMPO et al., 2006).

A quantificacdo e o tipo dos compostos fendlicos sdo importantes para
selecionar gendtipos resistentes a insetos-praga, uma vez que os compostos fendlicos
afetam caracteristicas de suscetibilidade/resisténcia de plantas (KUMAR et al., 2014)
Assim, objetivou-se caracterizar os compostos fenolicos dos gendtipos de meloeiro (hibrido
comercial Goldex, CNPH 06-1047-343, CNPH 06-1047-333 e CNPH 06-1047-341), bem

como a agdo antibiotica destes compostos sobre L. sativae.
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3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Cultivo do meloeiro

Para obtencéo das plantas de meloeiro, sementes foram cultivadas em bandejas
de polietileno, utilizando como substrato fibra de coco e HS-Florestal, na proporcdo de 1:1
(FIGURA 1A). As bandejas foram mantidas em laboratério de entomologia da Embrapa
Agroindustria Tropical por 2 dias, cobertas por plastico preto. Posteriormente, as plantas
foram levadas para casa de vegetacdo situada na Embrapa Agroindustria Tropical. Apds 10
dias, as mudas foram transplantadas para vasos plasticos com capacidade de 0,3 L,
contendo HS-Florestal, areia e himus de minhoca na proporcéo de 3:3:1 (FIGURA 1B).

Apos 10 dias do transplante as plantas apresentavam trés folhas completamente
desenvolvidas e foram utilizadas nos experimentos (FIGURA 1C). Cinco genoétipos de
meloeiro foram estudados: o hibrido comercial Goldex, CNPH 11-1071-43; CNPH 06-
1047-343; CNPH 06-1047-333 e CNPH 06-1047-341. A selecdo dos gendtipos foi baseada
em ensaios preliminares de laboratoério, avaliando a resisténcia de genotipos de meloeiro a
L. sativae, sendo o hibrido comercial Goldex utilizado como padrdo suscetivel e o0s
gen6tipos CNPH 11-1071-43; CNPH 06-1047-343; CNPH 06-1047-333 e CNPH 06-1047-
341 resistente por antibose a L. sativae (OLIVEIRA, 2017).

FIGURA 1. Cultivo das plantas de meloeiro para realizacdo dos experimentos. (A) Plantulas recém-

emergidas em bandejas de polietileno. (B) Plantulas transplantadas para vasos plasticos (300 mL) 10 dias apds

a emergéncia. (C) Plantas com trés folhas completamente desenvolvidas 10 dias ap6s o transplante.
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3.2.2 Criagéo da mosca-minadora

A colbnia de L. sativae foi estabelecida a partir de folhas de meloeiro com a
presenca de minas, coletadas em cultivos comerciais no municipio de Mossor6-RN. O
estabelecimento da criagdo foi baseado na metodologia proposta por BRAGA-SOBRINHO
et al. (2011). Adultos de L. sativae foram mantidos em gaiolas de madeira recobertas com
tecido “voil” (100 x 100 x 100 cm), contendo mudas de feijao-de-porco, Canavalia
ensiformis (L.) (Fabaceae).

Para a obtencdo das plantas, sementes foram cultivadas em vasos de polietileno
com capacidade de 0,3 litros de substrato. Ap6s 10 dias do cultivo, as plantas foram
dispostas em gaiolas para infestacdo por 24h com adultos da mosca-minadora. Apos quatro
dias da infestacdo, com o desenvolvimento das larvas e das minas nas folhas (FIGURA
2A), as folhas foram penduradas em bandejas plastica, para a obtencdo das pupas (FIGURA
2B). As pupas foram colocadas em tubos de vidro (12 mm x 75 mm) forrados com filme de
PVC na parte superior (FIGURA 2C). No filme de PVC foram feitos alguns micro furos, e

adicionou-se uma pequena por¢do de mel para a alimentacdo dos adultos (FIGURA 2C).

FIGURA 2. Criagdo da mosca-minadora (Liriomyza sativae) em folhas de feijdo-de-porco. (A) Presenca de
minas da mosca em folhas de feijdo-de-porco. (B) Folhas penduradas em bandejas plasticas para a obtencéo

das pupas. (C) Tubos de vidro com pupas para obtengdo dos insetos adultos (mel sobre o filme de PVC para

alimentacéo).




3.2.3 Extragéo de substancias quimicas do extrato etanolico das folhas de meloeiro

As folhas dos genotipos hibrido comercial Goldex (suscetivel), CNPH 06-1047-
343, CNPH 06-1047-333, CNPH 06-1047-341 (resistentes) foram cultivadas em telado por
21 dias, tempo necessario para sua completa expansao das folhas. A preparagdo dos extratos
foi realizada por particdo liquido-liquido em banho ultrassom, 50 mg do material vegetal,
pesado ap0Os secagem e moagem em triplicata, foi pesado em tubos de ensaio e 4mL de
hexano foi adicionado para eliminacdo de interferentes, e homogeneizados em voértex por 1
minuto.

Em seguida, o material foi colocado em banho ultrassom por 20 minutos com
poténcia fixa de 135W. 4 mL de uma solucdo etanol/agua (70:30), apds adicionou-se aos
tubos que seguiram em banho ultrassom por 20 minutos para extracdo dos compostos de
interesse. Os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 3000 rpm para facilitar a
separacgdo da particdo. Através de uma pipeta de Pasteur, foi retirado uma aliquota de 1mL
da fase inferior (etanodlica), filtrado e, filtro de PTFE 0,20 um e recolhido em vials,
armazenados em ultra freezer (-80°C), para posterior analise em cromatografia liquida de
ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas em alta resolucdo (UPLC-QTOF-
MSE).

3.2.4 Quantificacdo dos compostos fendlicos totais

Para a quantificacdo de fendlicos totais dos extratos etanolicos, foi utilizada a
metodologia de Folin-Ciocalteu, com modificacdes. Cada extrato foi solubilizado em uma
mistura etanol/agua e adicionado em baldes de 10 ml em triplicata. Utilizou-se 0,5 ml de
cada extrato solubilizado em tubos de ensaio.

Para o branco foi utilizado 0,5 ml de etanol 10%. Em seguida, 0,5 ml do
reagente Folin-Ciocalteu foi adicionado em cada tubo, agitados no vértex e, apos 3
minutos, 0,5 ml da solu¢do de carbonato de sodio anidro 20 % (Na>COz) foi adicionado
completando o volume de 5 ml com 3,5 ml de agua destilada. Solug6es dos extratos foram
deixadas para reagir, na auséncia de luz, por um periodo de 90 min.

As leituras das absorbancias foram realizadas utilizando um espectrofotbmetro
Carry no comprimento de onda de 725 nm comparando amostra e branco. A curva de

calibracéo foi feita e para cada ponto de concentragéo foi construida a curva de calibracdo e
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obtencdo da equacdo da reta. Posteriormente, a partir da média das triplicatas obteve-se o
valor médio da absorbancia para cada extrato.

Os dados da concentracdo de fenolicos totais foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk e homocedasticidade de variancias pelo teste de Levene. A
diferenga entre os genotipos para a concentracdo de fendlicos totais foi verificada por
andlise de variancia e a comparacdo multipla de médias pelo teste de Tukey a 0,05 por meio
do procedimento GLM do software SAS (SAS Institute Inc, 2013).

3.2.5 Identificacdo dos compostos fendlicos

Os perfis quimicos encontrados utilizando-se o sistema UPLC-QTOF-MSE
foram analisados com o software MassLynx (V4.1) com posterior identificacdo de
compostos quimicos em folhas de meloeiro, especialmente compostos fendlicos. As
analises foram realizadas em um sistema Acquity UPLC (Waters, EUA), acoplado a um
espectrometro de massa Xevo Quadrupole e Time-of-Flight (Q-TOF, Waters). As
separacOes foram realizadas em uma coluna C18 (Waters Acquity® UPLC C18 - 150 mm x
2,1 mm, 1,7 um). Uma aliquota de 2 pL de extrato fenolico foi submetida a um gradiente
exploratorio com a fase mével composta de agua deionizada (A) e acetonitrila (B), ambas
contendo &cido férmico (0,1% v/v) seguindo as seguintes condi¢bes: 2-95% por 15 min,
fluxo de 400 pL min™.

A analise de espectrométrica foi realizada em modo de ionizagdo “eletronspray”
(ESI) negativo e positivo, adquiridos na faixa de 110 a 1200 Da. Em modo negativo: tenséo
capilar em 2800 V, tensdo do cone em 50 V, temperatura da fonte em 120°C, temperatura de
dessolvatagdo a 350°C, fluxo de cone de gas a 20 Lh, fluxo de gas de dessolvatagdo a 500
Lht. Em modo positivo, os parametros foram os seguintes: tensdo capilar a 3200 V, tensio
do cone a 35V, temperatura da fonte a 120°C, temperatura de dessolvatacdo a 350°C, fluxo
de gas de dessolvatacdo a 500 Lh. O modo de aquisicdo foi o MSE e o sistema foi
controlado usando o software MassLynx 4.1 (Waters Corporation).

Para anélise dos diferentes compostos identificados nos genotipos estudados foi
realizado um método hierarquico de analise de cluster resultando na visualizagdo de um
mapa de calor (heatmap). A area dos 10 compostos das folhas foi visualizado no software
GENE-E para o reconhecimento dos extratos e a classificacdo foi realizada em linhas e

colunas. O método da distancia de correlacdo de Pearson, usando o metodo de linkage
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completo, foi aplicado para aglomerar os tempos de retengdo (linhas) e medir a
proximidade entre as amostras (colunas). O resultado ilustra um dendrograma 3D (mapa de
calor), no qual a cor vermelha representa as concentracdes relativas mais altas, azul claro as

concentragdes intermediarias e azul escuro, as concentragdes relativas mais baixas.

3.2.6 Viabilidade larval e pupal de L. sativae

Plantas dos gendtipos de meloeiro contendo trés folhas desenvolvidas foram
levadas para sala climatizada (27 + 2°C, UR de 75 = 10% e fotofase de 12 horas) para
processo de infestacdo com adultos de L. sativae recém emergidos. Cada gendtipo foi
individualizado em uma Unica gaiola (100 x 100 x 100 cm), apresentando seis repeti¢fes
(plantas). Posteriormente, cada planta foi infestada com oito adultos da mosca-minadora
por 24 horas, sendo 4 fémeas e 4 machos, totalizando 48 insetos adultos por repeti¢cdo. Em
seguida, as plantas foram postas em bancadas em sala climatizada (27 + 2°C, UR de 75 +
10% e fotofase de 12 horas), e permaneceram até o surgimento das minas para posterior
quantificacdo do nimero de minas, pupas e adultos emergidos. As viabilidades de larvas e
pupas foram calculadas de acordo com as equacdes 1 e 2, respectivamente.

Viabilidade larval (%) =100 (nimero de pupas/nimero de larvas)

Viabilidade pupal (%) = 100 (numero de adultos emergidos/nimero de pupas)

Os dados referentes a viabilidade larval e pupal foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk e homocedasticidade de variancias pelo teste de Levene. Os
dados de viabilidade larval e pupal ndo apresentaram distribuicdo normal, portanto foram
submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguidos pelo teste DSCF (Dwass-
Steel-Critchlow-Fligner) post hoc, a um nivel de significancia de 0,05 por meio do
procedimento NPARIWAY do software SAS (SAS Institute Inc, 2019).
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3.3 Resultados

3.3.1 Teor total de compostos fendlicos

A quantidade de compostos fenolicos totais variou significativamente dentre os
gendtipos de meloeiro. A maior quantidade de compostos fendlicos foi encontrada no
genotipo CNPH 06-1047-333 (18,68 mg/g). Uma significante quantidade de compostos
fendlicos foi encontrada no genétipo CNPH 06-1047-343 (13,16 mg/g) e no hibrido
comercial Goldex (suscetivel) (11,97 mg/g), enquanto CNPH 06-1047-341 apresentou
baixa quantidade de compostos fenolicos (8,27 mg/g) (FIGURA1).

FIGURA 1: Teor de compostos fendlicos totais nos genétipos de meloeiro (Cucumis melo L.) por meio do
teste de normalidade de Shapiro-Wilk e homocedasticidade de variancias através do teste de Levene.
Diferengas entre os genotipos para a concentracdo de fendlicos totais verificada por analise de variancia e
comparacdo multipla de médias pelo teste de Tukey a 0,05 no SAS (SAS Institute Inc, 2013).

b
b
e

CMPH 06-1047-333 CMNPH 06-1047-341 CMPH 06-1047-343 GOLDEX
Genodtipos

207 a

4
o
1

Fendlicos Totais (1gfg)




3.3.2 Identificacdo dos compostos fendlicos

Trés compostos fendlicos foram identificados: 4&cido hidroxibenzoico-
hexosideo, acido ferulico e acido tri-hidroxi octadecadiendico. A Tabela 1 apresenta 0s

compostos e estruturas identificadas nas amostras de extratos de folhas de meloeiro.
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TABELA 1. Identificagdo de compostos quimicos em modo negativo do extrato de folna de meldo, por UPLC-

QTOF-MSE, com o uso do software MassLynx 4.1 (Waters Corporation) e identificacdo através de dados de
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literatura.
Picos Tr [M-H] [M-HT Fragmentos Férmula Erro Nome Referéncias
(min) Observado Calculado lons (MS/MS) Empirica (ppm)
1 0,88 195,0499 195,0505 - CeHuO7 -3,1 Acido glucénico OZAROWSKI et al., 2018
2 0,99 133,0135 133,0137 - C4HsOs -15 Acido malico OZAROWSKI et al., 2018
3 1,01 191,0185 191,0192 111 CeH707 -3,7 Acido citrico RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2013
4 2,29 380,1566 380,1577 146 C16H22N50s -1,1 Hexosideo de zeatina RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2013
5 2,71 203,0826 203,0821 116 CuH11N20: 25 Triptofano OZAROWSKI et al., 2018
6 2,94 299,0759 299,0759 137 C13H1508 -2,7 Acido hidroxibenzoico-hexosideo OZAROWSKI et al., 2018
7 3,36 193,051 193,0501 134 CioHgO4 4,7 Acido feralico RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2013
8 3,9 593,1506 593,1506 473; 413; 293 Ca7H29015 0 Vitexin 2"-O-glucoside OZAROWSKI et al., 2018
9 4,18 467,2084 467,207 205; 163 C27H3:07 3 Néo Identificado -
10 5,26 577,2291 577,2285 471; 442 Ca9H37012 1 Né&o Identificado -
11 5,35 361,1367 361,1359 145; 127 Ci13H21N4Og 2,2 Derivado de glutamina OZAROWSKI et al., 2018
12 6,28 693,3204 693,3204 205; 161 Ca2sHs3019 33 Né&o Identificado -
13 6,83 327,2163 327,2171 229; 211 CigH3105 -2,4 Acido tri-hidroxi RODRIGUEZ-PEREZ et al., 2013
octadecadienoico
14 8,4 177.067 177.0664 116 CoHaN202 34 Né&o Identificado -
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3.3.3 Andlise dos fendis identificados

Através da analise de cluster que resulta na visualizagdo de um mapa de calor
(heat map), observou-se que o acido hidroxibenzoico-hexosideo estd em maior concentracéo
no hibrido comercial Goldex enquanto o &cido feralico em maior concentracdo no hibrido
comercial Goldex e no genotipo CNPH 06-1047-343. J& o 4cido tri-hidroxi octa ecadiendico
estd em grande concentracdo no gendtipo CNPH 06-1047-343, em relacdo a todas plantas
estudadas (FIGURA 2).

FIGURA 2: Dendograma (3D) das concentragdes dos compostos quimicos identificados nos genétipos de
meloeiro, por meio do método de cluster, resultando na visualizagdo de um mapa de calor (heat map). A cor
vermelha representa as concentragdes mais altas, azul claro as concentragOes intermediérias e azul escuro, as

concentragdes mais baixas.
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3.3.4 Viabilidade larval e pupal de L. sativae

A viabilidade larval e pupal de L. sativae nos genotipos de meloeiro foram
significativamente diferentes (FIGURA 3). A maior viabilidade de larvas e pupas foram
observadas no hibrido comercial Goldex seguido pelos gendtipos CNPH 06-1047-341 e
CNPH 06-1047-343. As menores viabilidades foram encontradas em CNPH 06-1047-333
(FIGURA 3).

FIGURA 3: Viabilidade larval e pupal de mosca-minadora Liriomyza sativae em gendétipos de meloeiro, através
do teste de normalidade de Shapiro-Wilk e homocedasticidade de variancias pelo teste de Levene, submetidos ao
teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguidos pelo teste DSCF (Dwass-Steel-Critchlow-Fligner) post hoc, a
um nivel de significancia de 0,05 por meio do procedimento NPARIWAY do SAS (SAS Institute Inc, 2019).
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3.4 Discussao

A avaliacdo do perfil fendlico de folhas dos genotipos de meloeiro, revelou que as
amostras apresentam perfis quimicos muito semelhantes com pequenas diferencas
quantitativas, ou seja, todos os gendtipos estudados possuem os mesmos compostos fenoélicos
em concentragdes distintas.

A producao de compostos do metabolismo secundério de plantas, sdo ativados por
estimulos bioticos ou abidticos (TAIZ; ZEIGER, 2015; TREMACOLDI, 2009), e como a
identificacdo das substancias quimicas no presente estudo, se deu a partir de folhas sem danos
bidticos ou abioticos, possivelmente por isso os perfis quimicos dos genotipos sdo
semelhantes, com pequenas variagdes nas concentragdes.

A viabilidade larval e pupal nos genotipos de meloeiro pode ser afetada pela
maior e/ou menor quantidade de fendis totais. Quando a resisténcia de plantas é caracterizada
por antibiose, essa por sua vez esta relacionada aos fatores quimicos produzidos através do
metabolismo secundario da planta, no qual afeta negativamente a biologia do inseto,
interferindo no seu ciclo de desenvolvimento, reproducdo e sobrevivéncia (SMITH, 2005;
BOICA JUNIOR; JESUS, 2009). Os principais efeitos da antibiose sdéo mortalidade da fase
imatura, menor crescimento e peso, deformacdo e aumento no ciclo de vida do inseto (BOICA
JUNIOR; JESUS, 2009).

Estudos com genotipos de mangueira (Mangifera indica L.) mostraram que
plantas com menor teor de fendis totais, sdo suscetiveis ao ataque da mosca-das-frutas,
Bactrocera dorsalis Hendel (Tephritidae: Diptera). J& aquelas com maior teor de fendis totais
sdo resistentes ao ataque desse inseto (VERGHESE et al., 2012). Os mesmos autores
observaram em campo que as plantas suscetiveis sofreram infestacdo de 22 a 64% e para as
plantas resistentes nao foi observada infestacao.

Uma maior quantidade de fendis foi encontrada em genotipos resistentes de
berinjela (Solanum melongena L.) a mosca-branca Bemisia tabaci (Gennadius) (Hemiptera:
Aleyrodidae) (HASANUZZAMAN et al., 2018). Nesses gendtipos houve uma menor
oviposicdo, fecundidade e viabilidade de ninfas e adultos em relacdo a genotipos suscetiveis,
fato que provavelmente relaciona-se com a maior quantidade de fenois totais na composi¢do
quimica dos perfis dos gendtipos. No presente estudo, os genotipos de meloeiro CNPH 06-
1047-333 e CNPH 06-1047-341 apresentaram, respectivamente, 0 maior e 0 menor teores de
fenodlicos totais dentre todos os gendtipos e hibrido estudados. Contudo, ndo se observaram

diferencas significativas entre estes dois gendtipos quanto as viabilidades larval e pupal de L.
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sativae. Esta falta de correspondéncia entre resultados de teores fenolicos e viabilidade da
praga indica falta de relacdo entre a presenca de fenois e a resisténcia antibidtica dos
gendtipos de meloeiro a L. sativae.

O composto p-hidroxibenzoico é um glicosideo fendlico derivado de salicilatos.
Varios benzenoides derivados do &cido salicilico, como o &cido benzoico, foram relacionados
a resisténcia constitutiva de plantas a insetos- praga (WANG et al., 2017). O acido tri-hidroxi
octa ecadiendico que estd em grande concentracdo no genotipo CNPH 06-1047-343, em
relacdo aos gendtipos estudados, pode estar auxiliando na resisténcia desse gendtipo. O &cido
octa ecadienoico ¢ um &cido linoleico conjugado (YURAWECZ et al., 1995), e pode ser
antioxidante (PARK et al., 1997). A ativacdo dos compostos fendlicos ocorre por oxidacgéo,
impedindo o consumo do tecido vegetal e inibindo a digestdo em insetos-praga (BOERJAN;
RALPH; BAUCHER, 2005, KULBAT, 2016).

Os compostos &cido galico, &cido ferulico e acido cindmico foram identificados
em folhas da cultivar suscetivel de cana-de-agUcar (Saccharum sp.) a broca do colmo
Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae), e para a cultivar resistente estes nao estavam
em sua constituicdo (TAVARES, 2016). Na planta resistente o acido feralico foi produzido
apenas sob herbivoria, enquanto para a cultivar suscetivel o &cido ferdlico ja estava presente
na propria constituicdo da planta, ndo ocorrendo a inducdo de nenhum composto para a planta
suscetivel apds herbivoria (TAVARES, 2016). Esses resultados evidenciam a importancia dos
estudos dos perfis fendlicos de plantas tanto constitutivos quanto induzidos.

Os acidos hidroxicinamicos, como o p-cumarico e feralico, podem agir como
reservatorios de fenilpropandides, para a biossintese de lignina e suberina. A biossintese
aumentada de lignina no tecido radicular ap6s a herbivoria possivelmente tem relagdo com um
reforco da parede celular, que aumenta a barreira de protecdo da planta (TAVARES, 2016),
podendo ocorrer também para o tecido foliar. Tais acidos sdo precursores de outras classes de
compostos de defesa vegetal, como flavonoides, taninos, entre outros, que podem agir como
adstringentes e/ou deterrentes (SOLECKA, 1997).

O 4cido ferulico se liga a parede celular de plantas atraves de reacdo de
acoplamento catalisada pela peroxidase produzindo consequentemente o acido diferulico
(MARKWALDER; NEUKOM, 1976). Esse composto foi identificado no presente estudo em
maior concentracdo no hibrido comercial Goldex e no genétipo CNPH 06-1047-343. O &cido
fertlico e seus derivados agem protegendo as plantas de insetos-praga, virus e fungos
(PHELPS; YOUNG, 1996). Ja o &cido diferulico reforca e entrelaca a parede celular priméaria
auxiliando a defesa vegetal contra insetos-praga e patogenos (BARTOLOME et al., 1997,
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BERVINGSON; ARNASON; HAMILTON, 1997). O acido diferalico tem aumentado em
milho a resisténcia a insetos-praga tornando a parede celular das folhas mais rigidas
(BERGVINSON; ARNASON; HAMILTON, 1997). O acido ferulico pode apresentar-se
ligado a lignina, proteinas e polissacarideos, interligando-os covalentemente entre si e essas
ligacOes cruzadas implicam negativamente na digestibilidade da parede celular (DU et al.,
2009).
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Todos os gendtipos de meloeiro testados séo atrativos para fémeas de L. sativae.
Contudo, os gendtipos CNPH 06-1047-343, CNPH 06-1047-333 e, especialmente, CNPH 06-
1047-341 sdo menos atrativos que CNPH 11-1071-43 e o hibrido comercial Goldex. Isto
sugere menor suscetibilidade dos genotipos CNPH 06-1047-343, CNPH 06-1047-333 e
CNPH 06-1047-341 a L. sativae. A menor atratividade dos genoOtipos esta associada a
auséncia dos compostos linalol, allo-ocimeno, e neo-allo-ocimeno, e possivelmente também a
maior concentragdo de &cido acético em sua composigao volatil.

Os compostos fendlicos identificados em todos os gendtipos estudados (em
concentracdes distintas) foram: &cido hidroxibenzoico-hexosideo, acido ferulico e acido tri-
hidroxi octa ecadiendico. O gendtipo de meloeiro CNPH 06-1047-333, apresentou pupas
invidveis, caracterizando-se com resisténcia do tipo antibiose a L. sativae no meloeiro. Os
genotipos CNPH 06-1047-333 e CNPH 06-1047-341 apresentaram, respectivamente, 0 maior
e 0 menor teores de fendlicos totais, no entanto ndo houve diferencas significativas entre estes
dois genotipos quanto as viabilidades larval e pupal de L. sativae, indicando falta de relacdo

entre os fendis totais e a resisténcia antibiotica dos gendtipos de meloeiro a L. sativae.
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