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RESUMO

O meldo (Cucumis melo L.) possui importancia socioecondmica no Semidrido brasileiro, que
concentra mais de 95% desse agronegdcio. Modernas tecnologias de cultivo aliadas as
condi¢Oes edafoclimaticas e a janela internacional favoravel as exportacdes brasileiras resultam
em plantios intensos e consecutivos, o que favorece a problemas fitossanitarios, com destaque
para a mosca-minadora (Liriomyza sativae Blanchard), o principal problema de cultivo e
responsavel por 15% dos custos de produgdo. Nesse cendrio, a Embrapa vem concentrando
esforcos na identificacdo de fontes de resisténcia e em estratégias para introgressdo da
resisténcia em linhagens e hibridos-elite por meio de estratégias convencionais e
biotecnoldgicas como a caracterizacdo de metabodlitos em gendtipos de meloeiros resistentes e
suscetivels a mosca-minadora. Assim, o objetivo desse estudo foi associar o perfil de
metabolitos primdrios a reagdo de resisténcia por antibiose e/ou a suscetibilidade a L. sativae
por meio da andlise metabolomica de folhas de gendtipos de meloeiros. Para tanto, cinco
genotipos de meloeiro (linhagens resistentes e suscetiveis do BAGMEL 56 e do CNPH 00-915
e o hibrido comercial resistente Tantalo) foram submetidas a infestacao controlada com mosca-
minadora e realizada a coleta de folhas antes da infestacdo (tempo 0); trés dias apds a infestagcao
em gaiolas com adultos da mosca (tempo 1.a); e trés dias apds a infestacdo em gaiolas sem
adultos da mosca (tempo 1.b). As folhas coletadas foram imediatamente pesadas, congeladas
em N2 liquido, armazenadas em freezer a -80 °C e, submetidas a andlise metabolomica por meio
de Ressondncia Magnética Nuclear, no LMQPN. Foram identificados os seguintes grupos
metabodlicos nos gendtipos analisados: dcidos organicos, aminodcidos, carboidratos e outros
compostos. Com destaques para os metabdlitos: dcido férmico, treonina e valina que nao foram
identificados em todos os genétipos. O principal metabdlito primério associado a resisténcia foi

o metanol e a suscetibilidade foi o dcido acético.

Palavras-chave: Cucumis melo L; Liriomyza sativae; metabolomica; ressondncia magnética

nuclear.



ABSTRACT

Melon (Cucumis melo L.) has socioeconomic importance in the Brazilian semi-arid region,
which accounts for more than 95% of this agribusiness. Modern cultivation technologies
combined with edaphoclimatic conditions and the international window favorable to Brazilian
exports result in intense and consecutive plantings, which favors phytosanitary problems,
especially the leafminer fly (Liriomyza sativae Blanchard), the main cultivation problem and
responsible for 15% of production costs of production. In this scenario, Embrapa has been
concentrating efforts on identifying sources of resistance and on strategies for introducing
resistance into lineages and elite hybrids through conventional and biotechnological strategies
such as characterization of metabolites in melon genotypes resistant and susceptible to the
leafminer fly. Thus, the objective of this study was to associate the profile of primary
metabolites with the resistance reaction due to antibiosis and/or susceptibility to L. sativae due
to through metabolomic analysis of leaves from melon genotypes. To this end, five melon
genotypes (resistant and susceptible lines of BAGMEL 56 and CNPH 00-915 and the resistant
commercial hybrid Tantalo) were subjected to controlled infestation with leafminer flies and
leaves were collected before infestation (time 0); three days after infestation in cages with fly
adults (time 1.a); and three days after infestation in cages without fly adults (time 1.b). The
collected leaves were immediately weighed, frozen in liquid N 2, stored in a freezer at -80 °C
and subjected to metabolomic analysis using Nuclear Magnetic Resonance, at LMQPN. The
following metabolic groups were identified in the analyzed genotypes: organic acids, amino
acids, carbohydrates and other compounds. With highlights for the metabolites: formic acid,
threonine and valine which were not identified in all genotypes. The main primary metabolite

associated with resistance was methanol and with susceptibility was acetic acid.

Keywords: Cucumis melo L.; Liriomyza sativae; metabolomics; nuclear magnetic resonance.
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1 INTRODUCAO

O meldo (Cucumis melo L.) pertencente a familia Cucurbitaceae € a espécie mais
polimérfica do género Cucumis, com grande diversidade na forma e tamanho do fruto, expressiva
variabilidade também em caracteristicas de folhas e flores (CARMO et al., 2023). E uma
olericola muito apreciada e de grande popularidade no mundo, em 2022, os maiores produtores
do mundo desse fruto foram China, Turquia e India (FAO, 2023).

Nesse mesmo ano, o Brasil ocupou o 10° lugar dentre os maiores produtores de melao
do mundo (FAO, 2023), com uma drea colhida de 27.457 mil ha e produzindo 699.281 mil
toneladas de frutos (IBGE, 2023), das quais 32% foram exportadas, gerando US$ 156 milhoes
em divisas. O meldo brasileiro possui importincia socioecondmica estratégica para o Semidrido
brasileiro, o qual concentra 95% desse agronegdcio, sobretudo, nos Estados do Rio Grande do
Norte e Ceard, responséveis por 85% dessa produgio (CRISOSTOMO et al., 2013).

Entre os fatores que contribuem para o sucesso da cultura do meldo estao as condi¢des
edafocliméticas do Semidrido, que combinadas as modernas tecnologias de cultivo, bem como
as rotas estratégicas dos portos do Pecém, Mucuripe e de Natal, que facilitam as exportagcdes
(CAVALCANTE NETO et al., 2020). Os hibridos de meldo de maior expressdo nacional sdo
dos tipos Amarelo, Cantaloupe, Gélia, Pele de Sapo e Charentais.

A alta intensidade produtiva de meldo no Semidrido favorece o surgimento de varios
problemas fitossanitarios, com destaque para a mosca-minadora Liriomyza sativae (NICK et
al., 2019), principal problema de cultivo do meloeiro no Nordeste brasileiro. Esse inseto possui
alta capacidade de adaptagdo e dispersdo e, apresenta alto nivel de polifagia (SOUSA et al.,
2022). Devido ao hébito alimentar das larvas, sdo formadas minas nas folhas hospedeiras, com
reducgdo da capacidade fotossintética e, consequente diminui¢do da produtividade do meloeiro
(GULLAN; CRANSTON, 2012). Também pode ocorrer perda de folhas, deixando os frutos
expostos ao sol, gerando manchas que diminuem a qualidade externa, o que, muitas vezes, 0s
inviabilizam para comercializacdo (RAUF et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2021). Esse inseto-
praga possui ciclo de vida, em média, de 16 dias, associado a alta capacidade reprodutiva em
que a fémea pode ovipositar 300 ovos de rdpida disseminacio (GUIMARAES et al., 2008).

Nos campos de produgdo de meldo, o controle quimico tem sido o método de manejo
mais utilizado para essa praga. Entretanto, a reduzida disponibilidade de principios ativos
registrados para o meldo propicia o desenvolvimento de resisténcia da praga aos inseticidas.
Essa resisténcia leva ao uso excessivo e ineficiente dos produtos, com impactos negativos

ambientais e econdmicos para produtores e consumidores.
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Uma das alternativas para o controle de insetos-praga € o uso do Manejo Integrado de
Pragas (MIP), que se baseia em obter medidas de controle sustentdveis, visando manter a
perda de producdo abaixo do nivel de dano econdémico (GOULART et al., 2015). Nesse
contexto, a resisténcia genética tem sido utilizada em diversas culturas, sendo um método
promissor que reduz custos de produgdo, diminui pulverizacdes com inseticidas e ainda permite
a associacdo com outros métodos de controle, o que reduz os impactos ambientais (BASIJ et
al., 2011). Portanto, o uso de hibridos de meloeiro resistentes a mosca-minadora é uma
alternativa economicamente vidvel e ambientalmente sustentivel.

Nesse contexto, a Embrapa vem concentrando esfor¢os na identificacdo de fontes de
resisténcia a mosca-minadora em germoplasma de meloeiro e em estratégias para introgressao
dessa resisténcia em linhagens-elites do Programa de Melhoramento Genético do Meloeiro,
inclusive nos parentais dos hibridos ja lancados (BRS Araguaia, BRS Anton e BRS Acu)
(EMBRAPA, 2022). Nos ultimos anos, relevantes fontes de resisténcia foram selecionadas,
com destaque para CNPH 00-915R, BAGMEL 56R e o hibrido Tantalo. Esses acessos
superiores apresentam conjuntamente elevados niveis de antixenose e antibiose (CELIN et al.,
2017b).

Apesar de fontes de resisténcia se configurarem como peca-chave para a evolugdo dos
programas de melhoramento, € fundamental conhecer tanto a natureza genética quanto 0s
mecanismos envolvidos na resisténcia para que seja melhor utilizada. Assim, a partir dessas
fontes, vdrios estudos relacionados a determinagdo da herancga genética (CELIN et al., 2017a)
e de fatores morfologicos e histologicos (NICK et al., 2019) associados a resisténcia foram
realizados. Contudo, aspectos relacionados a volateis e compostos quimicos que influenciam
nos mecanismos de defesa do meloeiro em relagdo ao ataque da mosca-minadora ainda

necessitam ser investigados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Associar metabdlitos primdrios a resisténcia por antibiose e/ou suscetibilidade a mosca-

minadora em genétipos de meloeiro.

2.2 Objetivos especificos

a) Identificar e quantificar os metabdlitos primédrios em gendtipos contrastantes de
meloeiro;

b) Determinar o perfil quimiométrico dos genétipos de meloeiro resistentes e suscetiveis a
mosca-minadora;

¢) Associar metabdlitos primdrios a resisténcia ou a suscetibilidade a mosca-minadora.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Melao

O Cucumis melo L. (meldo) pertence a familia das Cucurbitaceae, e junto as espécies
Cucumis sativus L. (pepino), Citrullus lanatus (melancia) e Cucurbita spp. (abdboras)
destacam-se como as cucurbitdceas de maior importincia econdmica no mundo. E uma
dicotileddnea, perene na natureza, sendo explorada como planta anual. O sistema radicular é
superficial e praticamente sem raizes adventicias, tendo baixa capacidade de regeneracao
quando danificado. O caule é herbaceo de crescimento rasteiro ou prostrado provido de nds
com gemas. As folhas sdo de tamanho varidvel, alternadas, simples, dsperas, providas de pelos,
limbo orbicular, reniforme, pentalobadas, com as margens denteadas. As flores sdo amarelas e
constituidas por cinco pétalas. Possuindo flores imperfeitas e perfeitas ou hermafroditas em
pontos diferentes da planta. O fruto € uma baga carnuda denominada pepdnio de tamanho,
aspecto, forma e cores variadas (OLIVEIRA et al., 2017).

O meloeiro compreende variedades silvestres, crioulas e cultivadas, com a origem ainda
nio bem definida. A Africa tem sido tradicionalmente sugerida como centro de origem da
espécie (SABATO et al., 2015). Entretanto, é na India que seu ponto de dispersio se encontra,
espalhando-se para as diversas zonas produtivas no mundo, desde os paises mediterraneos, o
centro e leste da Asia, para as Américas até o centro e o sul da Africa (DEULOEFEU, 2015).

No Brasil, os tipos mais comercializados sdo o Amarelo, Pele de Sapo, Honey Dew,
Cantaloupe, Charentais e Galia. Os trés primeiros tipos de meldo pertencem a variedade
botanica inodorus e se caracterizam por terem frutos sem aroma, boa resisténcia ao transporte
e elevada vida pds-colheita, os demais apresentam rendilhamento na casca e reduzida
conservagio pés-colheita (CRISOSTOMO et al., 2013).

A regido Nordeste do Brasil tem destaque nacional na producdo do meldo, pois
aproximadamente 95% da producao brasileira € decorrente dos seguintes estados: Ceard e Rio
Grande do Norte. A producdo do meldo no Nordeste tem como objetivo a exportacao,
principalmente para paises europeus, que € um mercado de grande demanda e criterioso quanto
a qualidade do fruto, assim necessita de tecnologias avancadas para auxiliar a produgdo
(LANDAU et al., 2020). O meldo do tipo amarelo é o mais produzido e o tipo Pele de Sapo é
o segundo em importancia na regido. Sendo o amarelo bastante apreciado pelo mercado
Europeu, que exige frutos com peso ideal em torno de 1,5 kg e teor de sélidos soluveis elevados,

minimo de 10° Brix (AGRICOLA FAMOSA, 2024).
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Devido a producao do meldo no Semidrido ser realizada todos os meses do ano, gera-se
mais receita para o agronegdcio, contudo ocasiona uma situagdo negativa que € a pressao na
area produtiva. Uma maior quantidade de insumos € utilizada nessas dreas, que devido a
intensidade produtiva favorece o aumento da popula¢do de moscas-minadoras do género

Liriomyza spp (OLIVEIRA, 2019).

3.2 Mosca-minadora

As moscas-minadora, pertencentes a familia Agromyzidae, sdo insetos cosmopolitas e
hospedeiros de diversas plantas. No Brasil, as moscas-minadora do género Liriomyza sdo as de
maior importancia agricola, por serem polifagas e atacarem mais de 25 familias de plantas. Das
espécies conhecidas, trés ocorrem naturalmente em quase todos os estados brasileiros, sendo
elas: L. huidobrensis, L. sativae e L. trifolii (BARROS, 2016). Durante muito tempo, as
respectivas espécies tiveram pouca relevancia como pragas na agricultura, no entanto, a partir
dos anos 80 em diante esse cenario foi alterado em virtude do aumento populacional desta praga
(MONICA etal., 2021).

Historicamente, a mosca minadora foi classificada como a principal praga da cultura do
meloeiro no Brasil no inicio do século XXI, muito provdvel pelo manejo incorreto praticado
pelos produtores de meldo para ocontrole da mosca-branca Bemisia tabaci (Genn.) bidtipo
B, que causou redugdo na populagdo dos inimigos naturais, € por consequéncia permitiu o
aumento populacional da mosca-minadora que passaram de praga secunddria para priméria
(GUIMARAES et al., 2009).

As moscas adultas possuem aproximadamente 2 mm de comprimento e possuem
coloragdo preta e amarela no térax e na face superior da cabeca. Estes insetos possuem hébito
diurno e podem viver cerca de 26 dias, periodo onde as fémeas fazem a postura endofitica de
cerca de 500 a 700 ovos em ambas as faces das folhas. Apds a eclosdo, as larvas se alimentam
do parénquima laminar deixando os sintomas conhecidos como minas ou galerias irregulares
(CATAPAN et al., 2018). As minas prejudicam a fotossintese da planta e sdo formas de entrada
de patdgenos como fungos e bactérias, como: Alternaria spp. Xanthomonas e a Pseudomonas
spp., que acabam prejudicando a producio final (BARBOSA, 2007; GUIMARAES, 2005). Em
pesquisa, foram observadas médias de 4rea foliar danificada de 1,2; 6,3; 19,6 e 40,8 cm? para
as respectivas infestacoes de 1; 10; 20 e 30 larvas/folha, concluindo que com o aumento do
nimero de larvas da mosca-minadora por folha houve diminui¢do na condutancia estomaética,

taxa fotossintética e transpiragc@o, no entanto, a concentracdo de CO; teve aumento (COSTA,
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2017)

Algumas das caracteristicas biolégicas dos insetos do género Liriomyza tornam seu
controle menos eficaz durante a fase adulta, como sua alta mobilidade e tamanho reduzido, nos
estidgios de ovo e larva, a protecdo da epiderme da folha e em fase de pupa o seu periodo de
desenvolvimento no solo (COSTA-LIMA, 2007).

A L. sativae e L. trifolii estdo associadas aos cultivos de meldo localizados nas regides
mais quentes (T >31 °C), como a regido Semidrida, enquanto que em temperaturas mais amenas
(T = 21 °C) a espécie dominante é L. huidobrensis (GUIMARAES et al., 2009). Todavia, a
identificacdo molecular de populacdes de mosca-minadora coletadas em meloeiro, nas regides
Nordeste e Sudeste, constataram apenas L. sativae (FERREIRA, 2014).

E essencial que se tenha pesquisas continuas para se obter, cada vez mais, novos
gendtipos resistentes a mosca-minadora. Alguns hibridos ja estdo disponiveis no mercado,

como os hibridos Ruténio e o Tantalo (COSTA, 2017).

3.3 Resisténcia de plantas a insetos

Para os insetos, as plantas sdo uma fonte de variados nutrientes. Mesmo nao
apresentando um sistema imunoldgico, as plantas desenvolveram diversas formas de defesa
bioquimicas, fisicas e morfoldgicas que fazem a deteccdo de organismos predadores com o
objetivo de evitar grandes danos (FREEMAN et al., 2008).

As plantas apresentam variadas formas de resistir aos ataques de uma praga que pode
ocorrer pela alteragdo bioldgica ou comportamental do inseto. Essas reagdes podem ser
classificadas em 3 categorias: antibiose, antixenose (ndo-preferéncia) e tolerancia em que sio
determinadas por motivos fisicos (temperatura, umidade, entre outros) ou quimicos
(metabdlitos primarios e/ou secundérios) (LARA, 1991).

Na antibiose o inseto se alimenta da planta e carateriza-se pelos efeitos negativos na
biologia do animal, como no crescimento, peso, reproducdo, entre outros. Esses efeitos da
resisténcia podem ser relacionados a presenga ou auséncia de substancias quimicas (LARA,
1991). Na antixenose ou nao-preferéncia, a planta altera o comportamento do inseto por
apresentar repeléncia, deterréncia alimentar ou outras mudangas no comportamento que levem
o inseto a escolher outra planta como hospedeira (SMITH, 2005). Na tolerancia sao
consideradas apenas as caracteristicas da planta e a capacidade de suportar os danos causados
em decorréncia da alimentacdo do inseto. As plantas tolerantes sdo as que suportam os danos e

regeneram mais rapidamente em comparacdo a outros genotipos (GULLAN; CRANSTON,
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2012).

Trabalhos anteriores foram exitosos na identificacdo de novas fontes de resisténcia do
meloeiro a mosca-minadora. Entre os primeiros materiais identificados estdao os acessos PI
282448 e P1 313970 que foram descritos como resistentes a L. sativae (KENNEDY et al., 1978).
Outra fonte citada posteriormente ¢ a linhagem francesa ‘Nantais Oblong’ com resisténcia a L.
trifolii (DOGIMONT et al., 1999).

No meldo amarelo foram identificadas diferencas nos niveis de resisténcia entre os
hibridos analisados, tendo melhores resultados os materiais ‘PR-13-3-2-1-1 x 9278-2-1-2-1-1-
1-1’ e ‘G 1-1 x PR 62-1-4-1-1-1" que apresentaram niveis altos de resisténcia a L. huidobrensis
(GUIMARAES et al., 2009). Outra pesquisa mais recente com 22 acessos de meloeiros
analisados, obtiveram os melhores resultados o ‘AC-10’ ¢ ‘AC-22’ (NUNES et al., 2013). Com
52 gendtipos na regido Nordeste, avaliagdes em campo e laboratério da EMBRAPA, foram
identificadas 4 novas fontes de resisténcia ‘CNPH 11-1072° ¢ ‘CNPH 11-1077’ por antixenose
e ‘CNPH 00-915° ¢ ‘BAGMEL 56’ por antibiose, resistentes a L. sativae (CELIN et al., 2017a).
Outro trabalho, gerado a partir de dois experimentos em campo com 22 hibridos de meldo
amarelo, foram identificadas 2 novas fontes de resisténcia ‘AM-RT’ e¢ ‘AM-TM’, que
obtiveram nimeros de minas igual a zero (FERREIRA, 2022).

E essencial que os mecanismos de defesas sejam elucidados, podendo ser expressos
internamente e/ou externamente nas plantas, na forma de ceras, tricomas, compostos fenélicos
entre outros (GOIANA er al, 2020). Os tricomas além de barreira fisica, exercem outras
fun¢des como auxiliador na manutengdo do balancgo hidrico da planta, evitando perda de dgua
excessiva, influenciam o comportamento dos insetos devido seu formato ou por armazenar
substancias nocivas que podem causar alteracdes no ciclo de vida dos insetos (JEFREE, 1986).
A cor e refletancia da folha também pode atrair ou repelir os insetos (GREEN ez al., 2015).

Assim, muitas varidveis envolvem a resisténcia de uma planta, caracteristicas do inseto,
do ambiente, da planta e as interacdes entre eles. Tendo cada resisténcia suas especifidades.
Nos testes para identificacio de fontes de resisténcia, normalmente sao realizados experimentos
com e sem escolha dos gendtipos pelos insetos (MORALIS ez al., 2012; CELIN et al., 2016).

Na interacdo planta-inseto, as plantas, ao evoluirem, investiram em diversos
mecanismos de defesa para contornar as adversidades que sdo impostas constantemente. Além
dos mecanismos de defesa, intrinsecos de cada gendtipo (defesa constitutiva), as plantas exibem
estratégias de defesa induzidas cuja reacdo se inicia somente quando expostas aos estresses
causados por agentes bidticos (insetos, fungos, nematoides), ou abidticos (temperatura, estresse

hidrico, dentre outros) (ALJBORY; CHEN, 2018).
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A indugdo da resisténcia engloba uma cadeia complexa de sinalizacdo celular que se
inicia, por exemplo, com o reconhecimento de secreg¢des pelos insetos e dos sinais das células
vegetais danificadas, seguido pela transducdo de sinal via mensageiros secunddrios e cascatas
de fosforilagdo, processamento de sinais, respostas sinalizadoras (producao de compostos de
defesa, proteinas e metabolitos secunddrios) e, finalmente, resposta genotipicas e/ou fenotipicas
(FURSTENBERG-HAGG et al., 2013; BARAH et al., 2015).

A resisténcia e a adaptagdo, inerentes as plantas, resultam das alteragdes que ocorrem
no metabolismo da planta, dentre os quais a produgdo de proteinas e metabdlitos priméarios e
secunddrios. Tais alteracdes exercem multiplos papéis na resisténcia e sobrevivéncia da planta,
agindo de forma direta, combatendo a herbivoria, ou indireta, mantendo a estabilidade das
estruturas e as fungdes celulares dos tecidos atacados (UNDAS et al., 2018).

A andlise metabolomica é uma ferramenta importante que permite identificar,
caracterizar e quantificar os metabdlitos produzidos e/ou alterados em determinada condicao
ambiental; e, entender as interacdes intra e extracelulares de células, tecidos ou organismos
(TUGIZIMANA; PIATER; DUBERY et al., 2013) . Os metabdlitos constituem os produtos
finais dos processos que regulam as células e a presenca destes representa a resposta dos
sistemas bioldgicos as mudangas ambientais ou genéticas.

No melhoramento de plantas, a andlise metabolomica pode fornecer informacdes uteis
para estimar a variabilidade genética, estabelecer distancias genéticas e relacdes filogenéticas
entre linhagens, espécies e géneros, € na obtengdo de gendtipos resistentes ou com outras
caracteristicas agrondmicas, tanto por meio do melhoramento tradicional, quanto da engenharia
genética (THIELLEMENT et al., 1999). Assim, estudos que visam a compreensao da interagao
planta-inseto sdo promissores na busca por alternativas de controle de pragas por meio da

identificacdo de metabdlitos primdrios e secundarios da planta.

3.4 Metabolitos Primarios

A falta de capacidade locomotora das plantas induziu as espécies a desenvolverem
mecanismos que possibilitem um desenvolvimento flexivel sem comprometimento das células
e processos fisiolégicos primarios, pelo fato de serem influenciadas ao longo do tempo pelos
fatores bidticos e abidticos (ISAH, 2019).

As plantas apresentam a capacidade de produzir uma grande variedade de metabdlitos
que sobrepde a quantidade produzida pela maioria dos outros organismos, por meio de uma

variada rede de reacdes catalisadas por enzimas (FANG et al., 2019). O metabolismo das plantas



23

produz em seus ciclos varios produtos quimicos que podem ser classificados como metabdlitos
primdrios e secundarios. Os metabdlitos primdrios sdo aqueles compostos que todas as plantas
produzem e que estdo diretamente envolvidos no crescimento e desenvolvimento. Dentre eles
estdo incluidos os agucares, aminodcidos, dcidos graxos, lipideos e nucleotideos, assim como
moléculas maiores, que sdo sintetizadas a partir deles, como proteinas, polissacarideos,
membranas, DNA e RNA (GARCIA et al., 2009).

O metabolismo primario das plantas compreende a fotossintese com formagao de ATP,
sacarose, amido e intermedidrios, a respiracao e o metabolismo do N. Os metabdlitos primarios
possuem func¢do estrutural, plastica e de armazenamento de energia e exercem uma fungdo
metabdlica direta que é serem compostos fundamentais como intermedidrios nas vias catabdlica
e anabdlica da planta (ALMEIDA, 2017).

No metabolismo celular os carboidratos desempenham um papel central e sdo produto
primdrio da fotossintese (LOJKOVA et al., 2020). Aproximadamente 30% dos carboidratos
produzidos pela fotossintese sao utilizados para a biossintese da parede celular por cada célula.
E necessdrio ser desviado o esqueleto de carbono para a sintese de produtos quimicos de defesa
a fim de impedir o ataque de animais herbivoros (LAL, 2018).

A principal forma de armazenamento de carboidratos é o amido. Os agucares sdo
transportados na forma solivel menos reativa, principalmente como sacarose do local de sintese
para o local de sua utilizagdo, além disso, outros carboidratos além da sacarose também sdo
translocados, os quais incluem rafinose, verbascose e estaquiose (LAL, 2018).

O nitrogénio € um elemento essencial para as plantas ja que € encontrado na maioria das
macromoléculas, em muitos compostos secunddrios e de sinalizac¢do, incluindo proteinas,
acidos nucléicos, componentes da parede celular, hormdnios e vitaminas (KRAPP, 2015).

Os metabolitos t€ém um grande potencial como marcadores de desempenho de plantas
pois contém mais informagdes em certos cendrios e ddo uma imagem mais realista do
desempenho da planta do que em anélises com outros parametros (FERNANDEZ et al., 2016).
Num estudo do metaboldma de folhas e raizes de milho ap6s 24 horas e 48 horas sob herbivoria
de lagartas de Spodoptera littoralis, os seus resultados mostraram que em ambas as partes da
planta houve um total de 32 metabdlitos em resposta ao estresse causado pelo inseto (MARTI
et al., 2013). Em outro estudo a resposta metabdlica do tomateiro foi analisada apds ataque por
24 horas de duas espécies de lagartas, em que as amostras de folhas, raizes, caule e topo da
planta foram analisadas e, foram 1dentificadas alteracdes metabdlicas (STEINBRENNER ez al.,
2011).
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3.5 Metabolomica e Ressonancia Magnética Nuclear

A metabolomica € o estudo que analisa qualitativamente e quantitativamente o conjunto
de metabdlitos que podem ser produzidos ou modificados por um determinado organismo. O
metaboloma tem como definicdo a identificacdo parcial ou completa de moléculas que
constituem um organismo, sendo essas moléculas classificadas como metabdlitos primarios e
secunddrios que podem ser biomarcadores de uma determinada caracteristica do organismo
analisado na pesquisa (OLIVEIRA, 2021; ALLWOQD et al., 2008; SAITO et al., 2006).

E essencial o uso de metabolomica em estudos de interacio inseto-planta, pois identifica
e quantifica os metabdlitos produzidos em resposta ao ataque de herbivoros (KIM et al., 2010).
Virias metodologias podem ser utilizadas para se ter acesso aos metabdlitos das plantas. A
caracterizacdo metabodlica tem como objetivo acessar o perfil de metabdlitos de uma espécie,
sendo necessdria a aplicagdo de ferramentas quimiométricas para uma interpretacdo eficiente
dos dados (FUKUSAKI, 2005; MARASCHIN et al., 2017).

E possivel discrimar a metaboldmica em dois segmentos: qualitativo e quantitativo,
respectivamente, o untargeted, em que € gerado uma caracterizagdo geral de todos os
metabolitos da amostra, e targeted, em que a pesquisa € direcionada para moléculas conhecidas
(ABDELNUR, 2011). Atualmente, alguns métodos sdo utilizados na identificacdo de
metabodlitos, mas a Ressondncia Magnética Nuclear (RMN) apresenta alto custo, baixa
sensibilidade e alta reprodutibilidade em comparacdo aos demais (MARASCHIN et al., 2017).

A espectroscopia de RMN tem como objetivo identificar a estrutura carbono-hidrogénio
de uma substancia organica, que permite identificar e quantificar metabdlitos (BRUICE, 2006).
Como principal vantagem do método o ndo comprometimento da amostra, pois mantém a
integridade estrutural gerando dados fisicos, quimicos e fisiologicos confidveis (SILVA, 2018;
CLARK et al., 1997, BOTTOMLEY, 1982).

Em pesquisa RMN com sucos de uva foi avaliado o perfil quimico e quantificacio de
carboidratos de frutose, glicose e sacarose em que foi possivel identificar o nivel de maturacao
da fruta (SANTANA, 2017). Com meldo amarelo, outra pesquisa obteve por RMN que com o
aumento da maturacdo dos frutos houve um aumento nas quantidades de 4cidos graxos, B-
caroteno e sacarose, acompanhado pela diminui¢do de aminodcidos, citrato, frutose, glicose e
polifenéis (TRISTAN, 2022). Em ambos, a andlise dos metabdlitos foi essencial para
caracterizar a maturacao dos frutos e relacionar a dindmica das substincias do metabolismo.

Na interacao inseto-planta, o uso da metabolomica e a utilizacdo da RMN possibilita

identificar e quantificar os metabdlitos primarios e/ou secundarios produzidos em resposta ao



ataque de herbivoros (KIM et al., 2010).

25



26

2 MATERIAL E METODOS

Na condugdo dos experimentos foram utilizados a casa de vegetacdo do Laboratorio de
Melhoramento e Recursos Genéticos Vegetais (LMRGV) (3°45'06.1"S e 38°34'37.7"0) e para
as analises metabolomicas o Laboratorio Multiusuario de Quimica de Produtos Naturais
(LQPN) (3°45'01.9"S e 38°34'34.6"0), ambos pertencentes a Embrapa Agroindustria Tropical,
em Fortaleza, Ceard, Brasil. Foram utilizados cinco genotipos: linhagens BAGMEL 56
resistente (56R) e suscetivel (56S), linhagens CNPH 00-915 resistente (915R) e suscetivel
(915S) e, um hibrido comercial resistente Tantalo (Figura 1). A resisténcia dos gendtipos citados

¢ do tipo antibiose.

Figura 1 — Folhas de meloeiros resistente (R) e suscetiveis (S), apds infestacdo com L. sativae.

Foto: Elaine Facco Celin.

3 Criacao de Liriomyza sativae

A criacdo foi estabelecida em sala climatizada a 26 + 2 °C e fotofase de 12 horas no
laboratério. E, para tanto, adultos de L. sativae foram mantidos em gaiolas de criacdo que
receberam, duas vezes por semana, mudas de feijao de porco (Canavalia ensiformis L.),
produzidas em casa de vegetacdo, para serem infestadas pelo inseto.

Apos a infestacdo, as mudas foram retiradas das gaiolas e mantidas em laboratério
durante o desenvolvimento larval do inseto. Quando as larvas se encontravam em estadios mais
adiantados (= cinco dias ap6s a infestacdo), as folhas foram suspensas em recipientes plasticos

até a obtencao de novas pupas e, por conseguinte, insetos adultos (= sete dias depois). Os novos
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adultos foram liberados nas gaiolas para a renovacdo e manuten¢do da criacao ou utilizados nos

experimentos.
4 Experimento de avaliacao da resisténcia a mosca-minadora

O semeio foi realizado com sementes dos gendtipos em bandejas de polietileno de 200
células preenchidas com substrato para mudas (substrato e pé de coco; 1:1). Transcorrido dez
dias as mudas foram transferidas para vasos de 0,3 litros de substrato (areia, substrato para
mudas e himus de minhoca; 3:2:1). As plantas foram conduzidas dentro de uma gaiola de tecido

voil, para evitar o contato com insetos-praga, em casa de vegetacdo (Figura 2).

Figura 2 — Gaiola montada em casa de vegetacdao (A), condu¢do das mudas de meloeiro em
gaiola desde a semeadura at¢é o momento da infestacdo com Liriomyza sativae e
coleta das folhas (B e C).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 3 — Disposi¢do dos genétipos de meloeiro resistentes (R) e suscetiveis (S) nas gaiolas,
infestados ou ndo com a mosca-minadora, 2023.
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A 1irrigacdo foi manual sendo realizada duas vezes ao dia. A temperatura, a umidade
relativa e a radiagdo fotossintética ativa do interior da gaiola foram monitoradas durante todo o
experimento.

Ao atingirem quatro folhas verdadeiras completamente expandidas, as mudas foram
separadas em trés fracdes. As folhas das plantas da primeira fracao foram coletadas de imediato
(tempo 0). As outras duas partes foram conduzidas ao laboratdrio, sendo uma fragao distribuida

em gaiolas contendo mosca-minadora e a outra em gaiolas sem a presenca de insetos (Figuras

3ed).

Figura 4 — Fluxograma da coleta das folhas para andlise de metabdlitos primadrios.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Dez plantas de cada gendtipo foram dispostas individualmente em uma gaiola (Figura
3). Posteriormente, foram liberadas 40 moscas adultas, com idade de 48 horas, por planta nas
gaiolas. A infestagdo ocorreu por cinco horas.

ApOs cinco horas de infestacdo, as plantas foram conduzidas de volta para a gaiola da
casa de vegetacao. Transcorrido trés dias do inicio da infestac@o foi contabilizado o nimero de
minas por folhas em cada planta dos genétipos que foram submetidos a infestagdo com a
presenca do inseto (Figura 5 e Tabela 1), e realizada a segunda coleta de folhas (Tempo 1); nas
plantas da segunda (sem infestacdo) e terceira fracdo (com infestagdo).

Desse modo, as amostras foram identificadas, considerando o tempo de coleta das

folhas, a ocorréncia infestacdo ou ndo com o inseto, os gendtipos avaliados e as repeti¢des. As
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folhas coletadas foram imediatamente pesadas, congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas em freezer a -80 °C, até serem destinadas andlise metabolomica, a qual foi

realizada no LMQPN (Tabela 1).

Figura 5. Folhas dos genétipos de meloeiro BAGMEL 56 e CNPH 00-915 suscetiveis (S) e
resistentes por antibiose (R) com a presenca de minas apds a infestacdo com
Liriomyza sativae em gaiolas.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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4.3 Metabolomica
4.3.1 Espectroscopia por RMN

No LMQPN foram feitas anédlises de espetroscopia por Ressondncia Magnética Nuclear
no equipamento Agilent DD2 de 600 MHz (para nticleo de 1H) equipado com uma sonda One
Probe de 5 mm de didmetro interno (H-F/15N-31P) de detec¢do inversa e gradiente de campo
no eixo “z* (Figura 6). As folhas analisadas de cada genétipo foram depositadas no almofariz
e maceradas com auxilio do pistilo, posteriormente o material macerado foi armazenado em

microtubos do tipo Eppendorf de 2 ml devidamente identificados com as nomeclaturas de cada

amostra para cada genétipo.

Figura 6 — Etapas e preparo de amostras para andlise de metabdlitos primdrios: ultrafreezer;
amostra embalada; amostra macerada; amostras em microtubos eppendorf; speed
vac; balanga de precisdo; solvente; ultrasonico; microcentrifuga; tubos RMN; e,
espectrometro Agilent 600-MHz.

Preparagdo das amostras para as analises

Enz v, o

Agilent 600-MHz®

Solvente
TMSP em D,0

anA paads

‘ = -ﬂ) 5
Balanga de precisdo Ultrasdnico Micro centrifuga Tubos RMN Espectrémetro

Fonte: Elaborado pelo autor.

Em seguida o material foi desidratado no Speed Vac com programacgdo de 30 °C no
vacuo durante 14 horas. Para o preparo da amostra, uma aliquota do produto foi centrifugada.
As amostras foram preparadas pesando-se aproximadamente 50 mg da folha seca misturando-

se 700 uL D20 (99,9 %) com 0.05% de sodium-3-trimethylsilyl propionate (TMSP-ds),
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centrifugando por 3 minutos a 605 g, e o sobrenadante foi inserido no tubo de RMN de 5 mm.

Para realizar a quantificacdo, o pulso de 90° foi calibrado (7,88 ps) e a sonda
devidamente sintonizada. Inicialmente a sequéncia de pulsos de inversdo-recuperacao foi
utilizado para estimar o tempo de relaxacdo dos nicleos amostrais. O valor encontrado foi
distribuido entre o d1 (tempo de espera para relaxacdo dos nucleos) e o tempo de aquisi¢dao
(AQ). Assim, os espectros unidimensionais de 1H foram adquiridos em triplicata com um
tempo de espera entre cada aquisi¢do de 25 s, AQ de 5,01s, ganho de 6, 40 transientes em uma
janela espectral de 16 ppm e 32k de nimero de pontos reais a 26°C. Os decaimentos de indugao
livres (FID) foram multiplicados por uma funcao exponencial (LB) de 0,3 Hz antes da aplicagcdo
da transformada de Fourier para 16k pontos e a correcdo de fase foi realizada automaticamente.

A identificagcdo dos constituintes presentes na matriz foi realizada por meio de avaliacao
de RMN bidimensional de correlacio de 1H-1H (COSY), coeréncia quantica simples
heteronuclear para 1H -13C (HSQC), correlagdo de ligacdes miultiplas heteronucleares 1H-13C
(HMBC), avaliacdes usando um banco de dados de acesso aberto (www.hmdb.ca), e dados
previamente publicados, a partir dos quais estruturas moleculares, deslocamentos quimicos de

1H e 13C, multiplicidade, correlagdes e constante de acoplamento serdo demonstradas.

4.3.2 Analise quimiométrica dos dados de RMN

A andlise quimiométrica foi realizada para investigar a variabilidade quimica da
composi¢ao das folhas de meldo na presenca da mosca. Assim, os espectros de RMN (de 0,80
to 9,5 ppm excluindo a regido da dgua de 4,70 a 5,16 ppm) das referidas amostras foram
convertidos em arquivos American Standard Code for Information Interchange (ASCII) para
constru¢do das matrizes numéricas.

Algoritmos para correcao e normalizacdo da linha de base foram aplicados sobre as
varidveis, bem como o alinhamento das varidveis usando COW (Correlation Optimized
Warping) com segmento de 50 pontos de dados em um intervalo de 5 pontos. Desta forma, as
matrizes numéricas foram exportadas para andlise de componentes principais, usando o pacote
PLS Toolbox (versdo 8.6.2 — Eigenvector Research Inc., Manson, WA USA). Visando melhor
distin¢do entre as classes, foi realizado calibragdo multivariada com discriminagdo por classes
(PLS-DA).

As classes foram as plantas no telado antes da infestacdo (TO - controle), e as plantas
nas gaiolas (T1), infestada ou ndo pelo inseto. Assim, o algoritmo Simplified PLS (SIMPLS)

foi aplicado para modelar a andlise de classificacdo. O nimero de Varidveis Latentes (LV) foi
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escolhido com base nos seguintes parametros estatisticos: RMSEC (Root Mean Squared Error
of Calibration); RMSECV (Raiz Quadratica Média do Erro Quadratico de Validacao Cruzada);
e indice de similaridade (RMSEC/RMSECYV) superior a 0,75 (BALLABIO; CONSONNI,
2013; FREITAS et al., 2018).
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5 RESULTADOS

Foi realizada a identificacdo dos principais compostos organicos em folhas de genétipos
de Cucumis melo, com os espectros de RMN de 'H dos gendtipos resistentes por antibiose
BAGMEL 56 (Figura 7A), CNPH 00-915R (Figura 7B) e Tantalo (Figura 7C).

O espectro de RMN dos extratos vegetais é segmentado em quatro dreas especificas de
deslocamentos quimicos: 0.5 — 2 ppm (aminodcidos), 2 — 3 ppm (4cidos organicos), 3 — 5 ppm
(agicares) e 6 — 8 ppm (compostos aromadticos). Foram detectados agucares, aminoacidos,
acidos organicos de cadeia curta e outros compostos, os quais foram caracterizados quanto as
estruturas, deslocamentos quimicos de 'H e *C (5), multiplicidade, correlagdes e acoplamento
constante (J em HZ) dos compostos correspondentes identificados, em cada um dos genoétipos
avaliados (Tabela 1). Os compostos detectados compreendem dlcoois, carboidratos,

aminodcidos e dcidos organicos de cadeia curta.

5.1 Metabolomica por Ressoniancia Magnética Nuclear (RMN)

Devido ao elevado nimero de compostos identificados, bem como a semelhanca
inerente entre suas composi¢des, modelos estatisticos e matematicos foram aplicados, em
especial, a andlise supervisionada por regressdo linear parcial (PLS) para investigar a
variabilidade da composicao apds a infestacdo com a presenca da mosca-minadora. Assim, cada

gen6tipo foi avaliado separadamente para a obtengdo de informagdes mais precisas.

5.1.1 Genétipo BAGMEL 56

Inicialmente foi desenvolvido um modelo de classifica¢do no qual todas as amostras das
linhagens resistente e suscetivel do genétipo BAGMEL 56 foram avaliadas conjuntamente,
sendo elas: folhas coletadas antes da infesta¢do (TOS e TOR), apds a infestagdo com a presenca
da mosca-minadora (T1CIL_S e TICI_R) e ap0s a ‘infestacdo’ sem o inseto (T1SI_S e T1SI R)
(Figura 8).

O eixo LVI1 representa 33,4% da variancia total acumulada e exibe as amostras das
folhas de meloeiro coletadas antes da infestagdo posicionadas nos escores negativos, enquanto
que, as amostras das folhas infestadas e das que permaneceram em gaiolas sem a presenca da
mosca-minadora foram alocadas nos escores positivos do mesmo eixo, independentemente da

linhagem ser resistente ou suscetivel ao inseto (Figura 8a).
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Tabela 1 — Compostos organicos identificados nas folhas dos genétipos de meloeiro: acessos BAGMEL 56 (B56) e CNPH 00-915 (H915) e o

hibrido Téantalo (TAN).
5 ]H 13 i 13 DeteCtadO
Composto Estruturas (multip.* ] in Hz) 0 "7C (HSQC) Ref. 'H Ref. °C no gendtipo
Aminoacidos
O 4-2.88 (m) no 2.99 (17,6) 42.2 BAGMEL 56,
GABA MNH 3-2.00 (m) 30.7 1.88 (qui 7,6) 26.3 CNPH 00-915 ¢
1 2 2 —2.45 (m) 33.5 2.28 (17.6) 37.1 Tantalo
HO
0
3
Alani ~2-CH3 2-3.80 (ss) no 3.9(q7.3) 53.4 C%)%I\gggfg’e
anina HO 3.1.45(d7.8) 19.6 1.52(d 7.3) 19.1 .
Tantalo
NH.
4
0 CHg
| 2-3.9(ss) 63.3 3.81(d4.2) 63.4 BAGMEL 56 c
Treonina NG 5 3-4.3(ss) 68.9 4.35 (m) 69.3 CNPH 00-915
HO OH 4-128(d6.6) 222 135 (d 6.5) 223
NH,
0 CHj
2-3.78 (ss) 63.2 3.82 (d 4.4) n
Vali 3-2.30 (ss) 323 2.33 (m) 32.0 BAGMEL 56 e
arna HO CHg 4-1.03 (ss) 21.4 1.02 (d7.1) 19.1 Tantalo
5-1.00 (ss) no 1.06 (d 7.1) 20.9
NHo
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2 -no 443 3.90 (no) 42.6 BAGMEL 56,
Leucina 3,4 -1.70 (ss) 25.0 1.73 (m) 26.8 CNPH 00-915 ¢
5,6 —1.05 (1 6.0) 25.3 0.96 (£ 5.9) 23.6 Tantalo
L2, 4-2312a2.35(m) 34.1 2.45 (m) 33.9 BAGMEL 56,
Glutamina HoN 1 0OH 3-2.06a2.08 (m) 31.0 2.12 (m) 29.3 CNPH 00-915 ¢
2-3.773 (ss) no 3.77 (0) 57.2 Tantalo
NHo
Acidos Organicos
OH
Acido 00 s Q 2-2.55(d 16.8) 472 2.52 (d 15.8) 48.6 c%%v([)&fg’e
citrico 4-272(d16.8) 472 3.66 (d 15.8) 48.6 .
Tantalo
Acido 2441 72.9 4.29 73.2 C%)%%E_Lg f?’e
malico 3-2.49:2.70 44.8 2.34:2.65 45.5 .
Tantalo
Acid BAGMEL 56,
clao 2-2.42 (s) 37.0 2.39 (s) 36.8 CNPH 00-915 e
Succinico A
Tantalo
Acid BAGMEL 56,
cldo 2-1.93 (s) 26.2 1.90 (s) 26.1 CNPH 00-915 ¢

acético

Tantalo
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0
Acido BAGMEL 56 ¢
formico H—1< 1 -8.46 (s) no 8.46 (s) 173.9 Tantals
OH
Carboidratros
1-5.42(d3.70) 95.1 5.44 (d 3.80) 94.7
2 -3.55(ss) 74.2 3.89-3.57 (m) 73.5
3-3.76 (ss) 75.6 n 75.0
4 -3.48 (ss) 72.2 n 71.8
5-3.84 (ss) 75.5 n 74.9 BAGMEL 56,
Sacarose 6 -3.82(ss) 63.2 n 62.8 CNPH 00-915 ¢
1’ - 3.82 (ss) 65.2 n 64.0 Tantalo
2’ -3.90 (ss) 84.2 n 83.7
3’ -4.05 (m) 77.0 4.08 (r 8.40) 76.6
4 -4.21 (m) 79.3 4.24 (d 9.0) 79.0
6’ - 3.68 (m) 64.5 n 65.0
1-5.24 (d 3.66) 95.0 5.25 (d 3.80) 95.4
2-3.47 (m) 72.2 3.89-3.36 (0) 72.2
o-glicose 3-3.76 (m) 5.7 n 76.0 C%’?{hgggfg’e
g 4-3.57 (m) 74.1 n 72.8 Tantal
5-3.73 (m) 63.8 n 64.2 antaio
6 -3.86 (m) 75.4 n 74.5
1-4.65(d7.90) 98.7 4.66 (d 8.10) 99.2
2-3.27 (m) 77.5 3.25 (1 8.40) 77.6
[S-glicose 3 - 3.76 (m) 63.7 n 26.1 C%’?{hgggfge
4 -3.47 (m) 78.7 n 79.0 Tantalo
5-3.42 (m) 72.1 n 72.8
6-3.92 (m) 63.8 n 63.1
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1 -5.00 (m) 101.2 4.98 (d 3.80) 101.1 BAGMEL 56,
Rafinose 7-5.42 (d 3.81) 95.1 5.42 (d 3.85) 94.6 CNPH 00-915 e
15-4.23 (m) 79.3 4.22 (d 8.80) 79.9 Tantalo
1 —5.00 (m) 101.2 4.98 (m) 100.9 BAGMEL 56,
Estaquiose 7,13 -5.44 (d 3.81) 95.1 5.42 (d 3.80) 94.8 CNPH 00915 e
21 —4.23 (m) 79.3 4.22 (d 8.80) 79.9 Tantalo
3-3.21 (s) 56.9 3.19 (s) 56.7 BAGMEL 56,
Colina 2 -3.52 (ss) 70.4 3.50(dd 5.8;4.2) 70.1 CNPH 00915 e
1-no no 4.05 (m) 58.5 Téntalo
BAGMEL 56,
Metanol 1-3.36 (s) 51.9 3.37 (s) 51.4 CNPH 00-915 ¢
Téantalo

Abreviagdes: s — simplex; d — duplex; t — triplex; q — quadruplex; quin — quintuplex; dd — duplo duplex; dt — duplo triplex; m — multipleto; n —
nenhuma informag¢do; no — ndo observado; ss — sinal sobreposto.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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As amostras das folhas coletadas antes da infestacdo apresentaram altos teores de dcido
succinico, GABA, 4acido malico, bem como, dos agucares sacarose e o e [-glicose. J4, as
amostras das folhas de meloeiro infestadas com mosca-minadora e das que permaceram em

gaiolas sem contato com o inseto apresentaram maiores teores de metanol (Figura 8b).

Figura 8 — Andlise de componentes principais (a) envolvendo as linhagens resistente e
suscetivel do genétipo BAGMEL 56, no telado e nas gaiolas, com e sem infestagdo,
destacando os metabolitos relevantes no primeiro componente — LV1 (b).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Os grupamentos das amostras estdo distribuidos de forma que houve variacdo nos
metabdlitos das linhagens entre TO (antes da infestagdo) e T1 (apds a infestagdo com e sem
inseto) e que ocorre devido o estresse ambiental. Como foi observado, a analises de todas as
amostras concomitantemente nao permitiu observar adequadamente outros aspectos importante
do conjunto de dados. Assim, outros dois modelos foram construidos para este gendtipo. O
primeiro deles buscou observar a distingdo do metabolismo primério de individuos suscetiveis
e resistentes antes da infestagdo (TO) (Figura 9).

Como pode-se observar, as linhagens resistente e sucestivel a mosca-minadora

apresentam metabolitos primdrios distintos, o que permitiu separa-las em dois grupos. No eixo
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LV1 que representa 26,5% da variancia total acumulada, as amostras da linhagem resistente
foram posicionadas em escores negativos, e, as da linhagem suscetivel foram alocadas nos

escores positivos do mesmo eixo (Figura 9a).

Figura 9 — Andlise de componentes principais (a) envolvendo as linhagens resistente e
suscetivel do gen6tipo BAGMEL 56 no telado, destacando os metabdlitos relevantes
no primeiro componente — LV1 (b).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A andlise das varidveis latente (LV1) mostrou que a linhagem resistente possui maiores
concentragdes de sacarose, o e B-glicose e, metanol, enquanto que, as da linhagem suscetivel
apresenta os menores teores dos compostos mencionados, além de elevados teores de colina,
GABA e alanina (Figura 9b), o que demonstra que o metabolismo primério das linhagens do
genétipo BAGMEL 56 € distinto quando estas apresentam resisténcia ou suscetibilidade a
mosca-minadora.

Ao avaliar somente as amostras foliares das linhagens resistente e suscetivel do genétipo
BAGMEL 56 apés a infestagdo com e sem (plantas que ficaram em gaiolas sem contato com o
inseto) a mosca-minadora foi possivel observar se a presenca do inseto afeta o metabolismo
primério das linhagens (Figura 10).

O eixo LV1, com 29,1% da variancia total acumulada, evidenciou que as amostras da

linhagem resistente foram posicionadas nos escores negativos e, as da linhagem sucestivel nos
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escores positivos do mesmo eixo (Figura 10a). As amostras da linhagem resistente
apresentaram teores elevados de sacarose e dcido madlico e, as da linhagem sucestivel, os
menores teores dos metabdlitos primarios mencionados, além de maiores concentragdes de

colina e metanol (Figura 10b).

Figura 10 — Anélise de componentes principais (a) envolvendo o acesso BAGMEL 56 resistente
e suscetivel nas gaiolas, com e sem infestacdo, destacando os metabdlitos relevantes
no primeiro componente — LV1 (b).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Quando analisado as amostras das folhas das linhagens resistente e suscetivel, do
gendtipo BAGMEL 56, ap6s a infestacdo com mosca-minadora e das plantas que
permaneceram em gaiolas sem a presenca do inseto durante a infestacdo (LV2), foi observada
uma tendéncia de separacdo, ndo significativa, na expressdo metabdlica em decorréncia do
contato com o inseto (Figura 10). Isso demonstra que o metabolismo primario observado nas
linhagens do gendtipo BAGMEL 56 ¢ intrinsico da linhagem seja esta resistente ou suscetivel.

Em seguida, foram avaliadas as amostras controle versus as amostras na gaiola sem a
presenca do inseto. Na Figura 11 podemos observar os graficos da OPLS-DA com 11a) grafico
de scores LV1 x LV2; 11b) variaveis relevantes de LV1 e 11c¢) varidveis relevantes de LV2

plotadas em linhas, com os respectivos compostos identificados.
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Figura 11 — Anélise de componentes principais envolvendo as linhagens resistente e suscetivel
do gendétipo BAGMEL 56 no telado e nas gaiolas, destacando os metabdlitos
relevantes no primeiro componente —LV1 (b) e no segundo LV2 (c) componentes.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Pode-se observar na Figura 11, as amostras controle se agruparam valores negativos de
LV1 (37,9%) e as amostras na gaiola sem o inseto, se agruparam em valores positivos do mesmo
eixo. Conforme observado no gréifico das varidveis de LV1 (Figura 11b), as amostras controle
possuem maiores teores de sacarose, metanol e colina e as amostras na gaiola sem o inseto,
possuem menores teores dos mesmos compostos.

Em LV?2 € possivel verificar que as amostras suscetivel e resistente se comportam de
maneira diferente. Em scores positivos de LV2, estdo alocadas as amostras resistentes € em
valores negativos do mesmo eixo, as amostras suscetiveis. De acordo com os dados de LV?2
(Figura 11c), pode-se observar que as amostras resistentes possuem maiores teores de acido
citrico e mélico enquanto que a suscetivel, apresentam maiores teores de colina.

Em seguida, avaliou-se as amostras controle versus as amostras na gaiola com a
presenca do inseto (Figura 12). As amostras controle se agruparam valores negativos de LV1

(46.6%) e as amostras na gaiola com o inseto, se agruparam em valores positivos do mesmo
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eixo. Conforme observado no gréifico das varidveis de LV1 (Figura 12b), as amostras controle
possuem maiores teores de sacarose e colina e as amostras na gaiola com o inseto, possuem

maiores teores de metanol.

Figura 12 — Andlise de componentes principais envolvendo as linhagens resistente e suscetivel
do genétipo BAGMEL 56 no telado e nas gaiolas, destacando os metabdlitos
relevantes no primeiro componente — LV1 (b).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
5.1.2 Genoétipo CNPH 00-915

Para o genétipo CNPH 00-915, primeiramente foi feito um modelo de classificacdo no
qual todas as amostras das linhagens resistente e suscetivel foram avaliadas conjuntamente,
sendo elas: folhas coletadas antes da infestacdo (TOS e TOR), apds a infestagdo, em gaiola, com
a presenca da mosca-minadora (T1CI_S e TICI_R) e ap6s a gaiola sem a infestacdo com inseto
(T1SL_S e T1SI_R) (Figura 13).

As linhagens resistente e suscetivel do genétipo CNPH 00-915 sdo distintas quanto
metabolitos primarios produzidos, independente da condi¢do em que as amostras foliares foram
coletadas, antes ou apds a infestagdo com e sem (plantas que permanceram em gaiolas sem a
presenca do inseto) a mosca-minadora.

Figura 13 — Andlise de componentes principais (a) envolvendo a linhagem CNPH 00-915
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resistente e suscetivel, no telado e nas gaiolas, com e sem infestacdo, destacando os
metabdlitos relevantes no primeiro componente — LV1 (b) e no segundo LV2 (c)

componentes.
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Desta forma, o eixo LV1 com 69,0% da variancia total acumulada evidenciou que as
amostras de folhas da linhagem resistente foram posicionadas nos escores negativos, enquanto
que, as amostras da linhagem sucestivel encontram-se nos escores positivos do mesmo €eixo
(Figura 13a). Assim, as amostras da linhagem resistente apresentam maiores teores de metanol
e colina e, as amostras da linhagem sucestivel possuem maiores teores de dcido acético (Figura
13b).

O eixo LV2 com 7,4% da variancia total acumulada permitiu observar uma diferenca
significativa quanto aos metabdlitos primdrios produzidos pelas linhagens resistente e
suscetivel quando as amostras foliares destas foram coletadas antes da infestacdo e apds a
infestacdo com e sem a presenca de mosca-minadora. As amostras foliares das linhagens
resistente e suscetivel coletadas antes da infestacdo foram posicionadas nos escores negativos,
enquanto que, as amostras das mesmas linhagens coletadas apds a infestacdo com e sem a
presenca do inseto se encontram nos escores positivos do mesmo eixo (Figura 13a).

As amostras, das linhagens resistente e suscetivel, coletadas antes da infestacao
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apresentaram elevados teores de aguicares como sacarose € a ¢ B-glicose, enquanto que, as
amostras das mesmas linhagens apds a infestacdo com a mosca-minadora e das que
permaneceram em gaiolas sem a presenga do inseto apresentaram menores teores dos
metabdlitos primdrios mencionados (Figura 13c). Os grupamentos das amostras estdo
distribuidos de forma que houve variacao nos metabdlitos dos das linhagens entre TO e T1, e
entre resistentes e suscetiveis, que decorre do estresse ambiental e variacdo genética.

Ao avaliar somente as amostras foliares das linhagens resistente e suscetivel do genétipo
CNPH 00-915 ap6s a infestagdo com mosca-minadora e apds a gaiola sem o contato com o
inseto foi possivel observar se a presenca do inseto afeta o metabolismo primario das linhagens

(Figura 14).

Figura 14 — Anélise de componentes principais (a) envolvendo a linhagem CNPH 00-915
resistente e suscetivel no telado, destacando os metabdlitos relevantes no primeiro

componente — LV1 (b).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para o genétipo CNPH 00-915, as linhagens resistente e suscetivel sdo distintas quanto
metabolitos primdrios produzidos, independentemente de ocorrer ou ndo a infestagdo pela

mosca-minadora. O eixo LV1, com 71,5% da varidncia total acumulada, mostrou que as
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amostras foliares da linhagem resistente foram posicionadas nos escores negativos e, as da
linhagem sucestivel nos escores positivos do mesmo eixo, o que evidencia que diferenca
observada nas amostras quanto aos metabolitos primérios pode nao ser desencadeada pelo
contato com o inseto (Figura 14a). As amostras foliares da linhagem resistente infestada ou ndo
pelo inseto apresentaram maiores teores de sacarose, o e B-glicose, frutooligossacarideos (FOS)
como rafinose e verbascose, metanol e colina (Figura 14b).

As amostras da linhagem sucestivel apresentaram elevados teores de dcido acético,
independentemente de terem sido atacadas ou ndo pela mosca-minadora (Figura 14b), como
mencionado anteriormente, o acido acético € um atrativo de insetos. As amostras resistentes
apresentaram maiores teores de metanol e colina que ja foram associados a resisténcia.

Os grupamentos das amostras estdo distribuidos de forma que houve variacdo nos
metabolitos dos acessos entre resistentes e suscetiveis, que decorre da variacdo genética.

Também foi realizada uma andlise dos individuos resistentes e suscetiveis sem (Figura

15) e com (Figura 16) a presencga do inseto.

Figura 15 — Andlise de componentes principais (a) com plantas resistentes e suscetiveis da
linhagem CNPH 00-915, sem infestacdo, destacando os metabdlitos relevantes no

primeiro componente — LV1 (b).
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Observa-se claramente a distingdo das amostras resistentes (preto) e suscetiveis (azul)

em LV1 e sem a presenca do inseto. Desta forma, o eixo LV1 que conta com 78,5% da variancia
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total acumulada (Figura 15a) exibe as amostras resistentes (preto) posicionadas em escores
negativos de LVI1, enquanto que as amostras suscetiveis (azul) encontram-se em escores
positivos do mesmo. Conforme observado no grafico das variaveis (Figura 15b), as amostras
resistentes e sem apresenca do inseto apresentam maiores teores de o e P-glicose,
frutooligossacarideos (FOS) como rafinose e verbascose, metanol e colina. A amostra

suscetivel apresentou os maiores teores de acido acético e acido malico principalmente.

Figura 16 — Andlise de componentes principais (a) com plantas resistentes e suscetiveis da
linhagem CNPH 00-915, com infestacdo, destacando os metabdlitos relevantes no

primeiro componente — LV1 (b).
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Pode-se observar claramente a distingdo das amostras resistentes (preto) e suscetiveis
(azul) em LV1 e com a presenca do inseto. Desta forma, o eixo LV1 que conta com 73,1% da
variancia total acumulada (Figura 16a) exibe as amostras resistentes (preto) posicionadas em
escores negativos de LV1 enquanto que as amostras suscetiveis (azul) encontram-se em escores
positivos desse mesmo. Conforme observado no gréfico das varidveis (Figura 16b), as amostras
resistentes e com a presenca do inseto apresentam maiores teores de a e B-glicose, metanol e
colina. A amostra suscetivel apresentou os maiores teores de dcido acético principalmente.

A resisténcia e suscetibilidade € o fator preponderante na distin¢cdo dos grupos (Figura

17). Assim, as amostras resistentes se agruparam valores negativos de LV1 (71.2 %) e as
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amostras susceptiveis se agruparam em valores positivos do mesmo eixo. Conforme observado
no gréfico das varidveis de LV1 (Figura 17b), as amostras resistentes possuem maiores teores
de 4cido acético enquanto que as susceptiveis, maiores teores de metanol e colina.

Em LV2 é possivel verificar que as amostras controle e as amostras na gaiola sem
presenca do inseto se comportam de maneira diferente. Em scores positivos de LV2, estdo
alocadas as amostras controle e em valores negativos do mesmo eixo, as amostras da gaiola,
sem a presenca do inseto. De acordo com os dados de LV2 (Figura 17¢), pode-se observar que
as amostras controle possuem maiores teores de sacarose e alfa e beta glicose enquanto que as

amostras da gaiola sem a presenga do inseto possuem menores teores dos mesmos compostos.

Figura 17 — Andlise de componentes principais (a) com plantas resistentes e suscetiveis da
linhagem CNPH 00-915, nas gaiolas e telado sem infestacdo, destacando os
metabolitos relevantes no primeiro componente — LV1 (b) e no segundo LV2 (c)

componentes.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Pode-se observar na Figura 18, as diferengas observadas sem a presenca do inseto se
acentuam com a presen¢a deste. Ainda assim, a resisténcia e suscetibilidade é o fator

preponderante na distin¢do dos grupos. Assim, as amostras resistentes se agruparam valores
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negativos de LV1 (70.4 %) e as amostras susceptiveis se agruparam em valores positivos do
mesmo eixo. Conforme observado no grafico das varidveis de LV1 (Figura 18b), as amostras
resistentes possuem maiores teores de dcido acético enquanto que as suscetiveis, maiores teores
de metanol. Em LV2 € possivel verificar que as amostras controle e as amostras na gaiola com
presenca do inseto se comportam de maneira diferente. Em scores positivos de LV2, estdo
alocadas as amostras controle e em valores negativos do mesmo eixo, as amostras da gaiola,
com a presenga do inseto. De acordo com os dados de LV2 (Figura 18c), pode-se observar que
as amostras controle possuem maiores teores de sacarose e alfa e beta glicose e dcido mélico
enquanto que as amostras da gaiola com a presenga do inseto possuem menores teores dos

mesmos compostos.

Figura 18 — Andlise de componentes principais (a) com linhagens resistentes e suscetiveis do
acesso CNPH 00-915, em gaiolas e no telado com infestacao, destacando metabdlitos
relevantes no primeiro componente — LV1 (b) e no segundo LV?2 (¢) componentes.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

E possivel observar que o acido acético estd associado com as amostras suscetiveis,
assim como, os agucares, a colina e o metanol estdo associados com as amostras resistentes. Os

grupamentos das amostras estdo distribuidos de forma que houve variacdo nos metabdlitos dos
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acessos entre resistentes e suscetiveis, que decorre da variacdo genética.

6 Genétipo Tantalo

Inicialmente, o gendtipo Tantalo, resistente a mosca-minadora foi avaliado pelo modelo
de classificacdo em que todas as amostras foliares coletadas foram avaliadas conjuntamente,
sendo elas: folhas coletadas antes da infestagdao (TO), apds a infestacdo com a presenca da
mosca-minadora (T1CI) e, ap6s a ‘infestacao’ sem a presenga do inseto (T1SI). Para o gendtipo

em questdo ndo foi avaliado uma linhagem suscetivel (Figura 19).

Figura 19 — Analise de componentes principais (a) com plantas resistentes e suscetiveis do
hibrido Tantalo, nas gaiolas e telado com e sem infestacdo, destacando os metabdlitos
relevantes no primeiro componente — LV1 (b) e no segundo LV2 (c) componentes.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Para o gen6tipo Tantalo, as amostras foliares coletadas antes da infestagdo apresentaram
metabolitos primarios ou concentracdo destes diferentes dos observados nas amostras foliares
das plantas que foram infestadas com a mosca-minadora e das plantas que ficaram em gaiolas
sem o inseto. Desta forma, o eixo LV1 com 69,0% da variancia total acumulada explicou o
efeito do ambiente, uma vez que, as amostras foliares coletadas antes da infestacdo ficaram

posicionadas nos escores negativos, enquanto que, as amostras foliares das plantas que foram
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para o laboratério e colocadas em gaiolas com e sem mosca-minadora se encontram nos escores
positivos do mesmo eixo (Figura 19a).

As amostras foliares coletadas antes da infestacdo apresentaram maiores concetragdes
dos metabdlitos primdrios dcido mdlico, metanol, GABA, colina, glutamina, dcido succinico e
alanina, enquanto que, as amostras foliares coletadas apds infestagdo com e sem (plantas que
permaneceram em gaiolas sem o inseto) a mosca-monadora apresentaram 0s menores teores
dessas mesmas substincias (Figura 19b).

No eixo LV2 foi observado que houve diferenga nos metabdlitos primarios produzidos
ou na concentragdo destes quando o gendtipo € ou ndo infestado pela mosca-minadora,
independente, da mudanca de ambiente (Figura 19b). Contudo, para melhor observar a
variabilidade entre esses grupos, foi desenvolvido um modelo exclusivamente para eles.

Com as amostras foliares coletadas ap6s o periodo de infestacao foi verificado que as
plantas que foram infestadas com mosca-minadora distiguiram das plantas que em gaiolas sem
contato com o inseto quanto aos metabdlitos primarios produzidos ou a concentra¢do destes
(Figura 20b).

Desta forma, o eixo LV1, que conta com 69,0% da variancia total acumulada, explicou
o efeito da presenca do inseto na planta, em que as amostras que foram infestadas com mosca-
minadora foram posicionadas nos escores negativos. J4, as amostras foliares das plantas que
ndo tiveram contato com inseto foram alocadas nos escores positivos do mesmo eixo (Figura
20a). As amostras foliares infestadas com a mosca-mindora apresentaram maiores teores dos
metabolitos primarios sacarose, o e B-glicose e metanol, enquanto que, as amostras que nao
tiveram contato com inseto apresentaram os menores teores dessas mesmas substancias (Figura
20b). Conforme observado no grafico das varidveis de LV1 (Figura 20b), as amostras infectadas
e com a presenca do inseto apresentam maiores teores dos metabolitos sacarose, o e B-glicose
e metanol enquanto que as amostras infectadas apresentam os menores teores de todas essas
substancias.

E possivel observar na Figura 21, em LV1 é possivel verificar que as amostras controle
e as amostras na gaiola sem presenca do inseto. Em scores negativos de LV 1, estdo alocadas as
amostras controle e em escores positivos do mesmo eixo, as amostras da gaiola, sem a presenca

do inseto.

Figura 20 — Analise de componentes principais (a) com plantas resistentes e suscetiveis do
hibrido Tantalo, na gaiola com e sem infestacdo, destacando os metabdlitos
relevantes no primeiro componente — LV1 (b).



52

0.004 —
0.003 -
&  0.002 -
)
g ] -
E 0.001 % TiCl
2 1 & TSI
0.000 -
-0.001 ~ :
-0.002 - oMk b
T T T ¥ T ¥ T L) T v T
0.0015 0.0010 0.0005 0.0000 -0.0005 -0.0010 -0.0015
B LVA (22.9%)
3
<€
i
o vy
1 L ™
R
= W o —_
g g 2 g7
] = = =
= B0 . T
2 = = =
I I I I I I L I 1 1 1 1 1 I 1 o 1 ’ 1
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10

Fonte: Elaborado pelo autor.

VARIACAO QUIMICA (PPM)

Figura 21 — Andlise de componentes principais (a) com plantas resistentes e suscetiveis do
hibrido Tantalo, no telado e na gaiola sem infestacdo, destacando os metabdlitos

relevantes no primeiro componente — LV1 (b).
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De acordo com os dados de LV1 (Figura 21b), pode-se observar que as amostras
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controle possuem maiores teores de sacarose, FOS e colina enquanto que as amostras da gaiola
sem a presenga do inseto possuem menores teores dos mesmos compostos € maiores teores de
metanol.

E possivel observar na Figura 22, em LV1 é possivel verificar que as amostras controle
e as amostras na gaiola com presenca do inseto. Em escores negativos de LV1, estdo alocadas
as amostras controle e em escores positivos do mesmo eixo, as amostras da gaiola, com a
presenca do inseto. De acordo com os dados de LV1 (Figura 22b), pode-se observar que as
amostras controle possuem maiores teores de sacarose, FOS e colina e 4cido acetico enquanto
que as amostras da gaiola com a presenca do inseto possuem menores teores dos mesmos

compostos e maiores teores de metanol.

Figura 22 — Anélise de componentes principais (a) com plantas resistentes e suscetiveis do
hibrido Tantalo, no telado e na gaiola com infestacdo, destacando os metabdlitos

relevantes no primeiro componente — LV1 (b).
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7 DISCUSSAO

Na avaliagao de perfil metabdlico € possivel identificar metabdlitos de diferentes classes
e semelhanga dos metabdlitos constituintes das folhas de meloeiro em todos os genétipos. O
metabolismo analisado, de todos os genétipos, foi afetado pela mudanca de ambiente,
possivelmente, por alteragdes de temperatura, umidade relativa do ar e luminosidade devido a
transferéncia das plantas da casa de vegetacdo para o laboratério, onde permaneceram pelo
periodo de infestagao, com e sem a presenca da mosca-minadora.

O ataque da mosca-minadora nos genétipos de meloeiro pode ser afetada pela variagio
na concentra¢do de metabdlitos na folha. Como a resisténcia nos genétipos € caracterizada por
antibiose, que estd relacionada aos fatores quimicos produzidos através do metabolismo da
planta, em que o inseto sofre influencia negativa em seu ciclo de vida devido substancias
quimicas especificas (BOICA JUNIOR; JESUS, 2009).

No geral, no genétipo BAGMEL 56 é possivel observar uma diferenciacdo na
concentracdo metabolica dos acessos no telado e nas gaiolas devido o estresse causado no
transporte, enquanto que no CNPH-915 também € possivel observar o mesmo efeito, assim
como, a variacdo na concentracdo de metabdlitos devido a influéncia genética nos acessos
resistentes e suscetivel. No Tantalo, o comportamento das concentracdes de metabdlitos foi
semelhante ao dos demais acessos resistentes. Os metabdlitos das plantas sdo produzidos a
partir de estimulos bidticos ou abidticos (TAIZ; ZEIGER, 2015).

Nas linhagens resistente e suscetivel do gendtipo BAGMEL 56 divergiram pouco
quanto a variagdo na concentra¢do dos metabdlitos nos cendrios analisados, se destacando na
situacdo de telado (TO) em que os acessos resistentes apresentaram maiores concentragdes de
metanol e nos acessos suscetiveis apresentaram maiores concentragoes de colina. Nas linhagens
resistente e suscetivel do genétipo CNPH-915 divergiram muito quanto a variacdo na
concentracdo dos metabdlitos em todos os cendrios analisados, em que 0s acessos resistentes
apresentaram maiores concentracdes de metanol e colina e nos acessos suscetiveis apresentaram
maiores concentracdes de dcido acético. No hibrido resistente Tantalo o metabdlito que
apresentou maior varia¢do de concentra¢ido em todos os cendrios analisados foi 0 metanol.

O metanol se destacou como o metabdlito que teve suas concentragdes elevadas dos
demais em diversos cendrios e em todos os gendtipos ligados a resisténcia. No geral esse
metabdlito dentro do BAGMEL 56 apresenta maiores concentragdes nos acessos da gaiola com
a presenca do inseto em comparacdo aos demais. No CNPH-915 ele apresenta maiores

concentracdoes nos acessos resistentes no telado e nas gaiolas sendo possivel ser uma
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caracteristica genética especifica do genétipo. No hibrido comercial resistente Tantalo, esse
metabolito apresenta maiores concentracdes nos acessos da gaiola com a presenca do inseto. O
metanol é nocivo para insetos-pragas. A emissdo de metanol aumenta no caso de ataque por
herbivoria. Sua volatilidade permite que ele saia rapidamente das células vegetais através dos
estomatos e resulta em um efeito imediato sobre os insetos-pragas. O metanol emitido no ar por
uma planta machucada ou uma planta comprometida por um herbivoro serve como um alarme
para a prépria planta e as plantas vizinhas para ativagao de vias de defesa (SRIVASTAVA et
al., 2023).

A infestacdo e ataque por patdgenos, causam um rdpido aumento na producdo de
metanol nos experimentos com a lagarta Manduca sexta alimentando-se de N. attenuata
mostraram emissdao de metanol induzida por herbivoria (ZHOU et al., 2022). A emissdo de
metanol reflete a defesa indireta das plantas contra insetos, promove a comunicacio célula a
célula e adapta as plantas a varios estresses ambientais. Em sua origem central sdo considerados
os grupos éster metilico da pectina, um dos principais componentes da parede celular da planta.
O metanol é produzido através da hidrélise dos ésteres metilicos da pectina pelas metilesterases
da pectina e liberado da planta através dos estomatos. Quando a parede celular é danificada
devido a ferimentos mecanicos ou outras tensdes, as emissoes de metanol aumentam. O metanol
gasoso da planta ferida induz reacdes de defesa em folhas intactas da mesma planta e de plantas
vizinhas, ativando genes induziveis por metanol que regulam a resisténcia da planta (BANERJI
etal., 2024).

O 4cido acético se destacou como o metabdlito que teve suas concentragdes elevadas
dos demais em diversos cendrios e nos genétipos CNPH-915 e Tantalo ligados a suscetibilidade.
No geral esse metabdlito dentro do BAGMEL 56 nao se destacou, pois, a suscetibilidade dentro
dos cendrios apresentados esta relacionado com outros dcidos organicos, como: citrico, malico
e succinico. O acido citrico € um dcido organico fraco e um intermediario no ciclo acido. Pode
ser usado para protecio de plantas contra os fitopatégenos. E um componente importante da
resposta ao estresse em Leymus chinensis, e a aplicagido exégena de 50 mg.L™! de 4cido citrico
desempenhou um papel positivo na tolerancia ao estresse (MORGUNOV et al., 2017). O acido
succinico é identificado e apresenta forte sinal. E um intermedidrio metabélico do ciclo do 4cido
tricarboxilico (LI et al., 2021). No CNPH-915, o 4cido acético apresenta maiores concentragdes
nos acessos suscetiveis em todos os cendrios analisados, podendo ser uma caracteristica
especifica do gendtipo. No hibrido comercial resistente Tantalo, o dcido acético e outros dcidos
organicos sdo identificados mesmo que em niveis baixos nos diferentes cendrios analisados.

Misturas bindrias de dcido acético atrairam um grande nimero de herbivoros adultos machos e
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fémeas, da mesma e diferente espécie em pomares de maca (EL-SAYED et al., 2018). O 4cido
acético foi testado sozinho e em diferentes combinacdes como atrativo de mariposas em
macieira e todos os resultados dos diferentes tratamentos foram significativos (GIACOMUZZI
etal., 2017).

Os demais metabolitos destacados apresentam variadas fun¢des na planta. A sacarose é
identificada em todos os gendtipos analisados e ndo € possivel identificar padrdes nos cendrios
analisados. Os padrdes de transporte da sacarose podem ser alterados quando os tecidos sao
afetados, gerando novos sumidouros que competem pelos produtos da fotossintese (SCHULTZ
et al., 2013; ZORIC et al., 2019). Assim as variacdes de sacarose sdo esperadas apds o ataque
de insetos na planta pois apresenta diversas funcdes no metabolismo vegetal. Ambos os
metabolitos, a-glicose e B-glicose, sdo essenciais para o crescimento e desenvolvimento de
plantas. Possuem sinais de RMN distintos que podem ser facilmente identificados (LI et al.,
2022).

O estresse causado pelo ambiente ativou rotas diferentes nos genotipos resistentes e
suscetivel, pois em mesma situacdo ambiental expressaram diferentes metabolitos. A colina se
destaca nos suscetiveis do BAGMEL 56 antes da infestagdo. No CNPH-915 se destaca em todos
os resistentes e no Tantalo apenas na situag@o de telado. A colina € liberada pelas plantas para
tolerar o estresse, pois desempenha um papel vital como componente chave na osmorregulacgao,
resisténcia ao estresse das plantas, assim, presume-se, que a colina desempenha um papel como
metabolito regulador de estresses (NEMADODZI et al., 2024). O aumento de colina esta
relacionado a absor¢do de fésforo na planta, e 0 aumento dos fendis totais, enzimas para regular
a defesa do hospedeiro nas folhas apoiou sua fotossintese (VINCI et al., 2018; KATAM et al.,
2022).

No geral, o 4cido gama-aminobutirico (GABA) apresentou maiores concentracdes nos
genotipos BAGMEL 56 e Tantalo. O GABA € um aminoécido de quatro carbonos, identificado
como uma molécula sinalizadora e presente em todas as espécies de plantas. Sua versatilidade
funcional inclui o equilibrio carbono/nitrogénio, desenvolvimento da planta e extremamente
responsivo a herbivoria de insetos (LI er al., 2021). As cucurbitidceas sdo tnicas por terem
evoluido um floema extra-fascicular especifico, que carrega metabolitos relacionados a defesa,
enquanto o floema fascicular é comum a todas as plantas superiores e carrega metabdlitos
primdrios, como oligossacarideos da familia da rafinose (SADON et al., 2023). Além disso, o
estresse abidtico aumenta os niveis de rafinose nas plantas (WASANO et al., 2009; LOJKOVA
et al., 2020).

A alanina apresenta maiores concentracdes no BAGMEL 56 suscetivel no telado e no
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Tantalo em telado. A alanina € sintetizada a partir do 4cido glutamico e sua transaminag¢do com
oxoglutarato produz glutamato e piruvato, uma reacao reversivel, conferindo a esse aminoacido
dupla func¢do entre o metabolismo do carbono e do nitrogénio (KENDZIOREK et al., 2012;
ALFOSEA-SIMON et al., 2021). Ela acumula-se durante o estresse nas folhas e induz
transcricionalmente suas préprias vias de degradacdo para permitir a remog¢ao rapida apds a
liberacdo do estresse. Esta indugcdo pode ser bloqueada pelo aumento do conteido de alguns
outros aminoacidos (O’LEARY et al., 2020).

Os agucares estdo presentes em todos 0s gendtipos pois apresentam fungdo sinalizadora,
modulando diversos processos metabdlicos. O seu acdmulo alivia os efeitos prejudiciais do
estresse, aumentando a producdo de antioxidantes e compostos semelhantes aos da fixacao
fotossintética de CO2, que atuam como um osmotico, mantendo a pressdo osmotica dentro da
célula, regulador da homeostase do pH e reduzindo a permeabilidade da membrana durante o

estresse (SIDDIQUI et al., 2019).
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8 CONCLUSAO

O principal metabdlito primario associado a resisténcia é o metanol e a suscetibilidade

€ o0 acido acético.
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9 CONSIDERACOES FINAIS

O tema abordado nesta pesquisa estd na fronteira do conhecimento e em crescente
expansdo, em diversas area. O objetivo do trabalho foi exitoso em associar metabodlitos
primédrios a resisténcia e sucetibilidade em meloeiro a mosca-minadora. Os parametros de
biolégicos das amostras foram sinérgicos com os niveis de metabdlitos encontrados, em cada
gendtipo.

De acordo com a literatura, os metabolitos acido acético e metanol sdo cada vez mais
estudados, contudo, foram explorados em poucas espécies vegetais e, pouco se tem informacoes
para a cultura do meldo. Devido o metabolismo primério ser muito dinAmico € interessante que
esse estudo seja aprofundado com enzimas, outras vias metabolicas e metabolitos secundarios,
para que se tenha um panorama mais amplo do mecanismo de resisténcia e, ou, suscetibilidade

do germoplasma de meloeiro a mosca-minadora.
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