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RESUMO

O inseto Herpetogramma bipunctalis Fabricius (1974) (Crambidae) ¢ uma praga que ocorre
na América do Norte e na América do Sul, sendo encontrado no Brasil atacando culturas de
interesse comercial. A espécie Cyathula prostrata (L) Blume (Amaratheceae) ¢ uma planta
nativa da Africa tropical e da Asia, sendo também encontrada no Brasil. Esta planta apresenta
propriedades farmacoldgicas e medicinais e tem sido utilizada na medicina popular. O inseto
H. bipunctalis se alimenta das folhas de C. prostrata. Com o objetivo de se estudar a
interacdo planta-inseto considerando aspectos bioquimicos e fisioldgicos para se elaborar
estratégias que visam o controle de insetos que danificam plantas de interesse comercial, neste
trabalho foram realizadas analises fisiologicas (pardmetros de trocas gasosas e fluorescéncia
da clorofila @) e bioquimicas (extresse oxidativo) de folhas de C. prostrata submetidas ao
ataque de lagartas de H. bipunctalis em diferentes tempos de exposi¢do ao inseto. Os
parametros de trocas gasosas: taxa fotossintética (A), condutincia estomatica (gy),
concentracdo de carbono interno (C;) e transpiragdo (£) e os parametros de fluorescéncia de
clorofila a: méxima fluorescencia (Fm), maxima eficiéncia quantica do PSII (Fv/Fn),
rendimento quantico real do transporte de elétrons do PSII (@psy), taxa de transporte de
elétrons (ETR), coeficiente de dissipagao fotoquimica (gp) € as enzimas do estresse oxidativo:
peroxido de hidrogénio (H202) e aldeido malonico (MDA) foram alterados em plantas de C.
prostrata submetidas ao ataque de lagartas de H. bipunctalis nos tempos de 12, 36 e 60 horas.
A herbivoria do inseto diminuiu a capacidade fotossintética de folhas ndo danificadas e
danificadas de C. prostrata reduzindo os parametros de trocas gasosas (4, g, E) e
promovendo aumento no (C;). Observou-se redugdes nos parametros de fluorescéncia da
clorofila a (Fi, F\/Fm, ®psn, ETR e gp). Observou-se também aumento significativo na
concentragdo de (H202) em folhas danificadas nos tempos de 12h (4,8%), 36h (59,4%) e 60h
(66,9%) e aumento significativo de (MDA) no tempo de 60h (69,2%) em folhas danificadas,
sugerindo a ocorréncia de estresse oxidativo. Coletivamente, os dados obtidos indicam que o
estresse bidtico interfere na fisiologia de C. prostrata. Os dados apresentados sugerem que o
efeito da reducdo na area foliar causada pela herbivoria do inseto H. bipunctalis, reduziu o
investimento na fotossintese para que a planta investisse no metabolismo relacionado a

defesa.

Palavras-chave: interacdo inseto-planta, fluorescéncia, trocas gasosas, metabolismo.



ABSTRACT

The insect Herpetogramma bipunctalis Fabricius (1974) (Crambidae) is a pest that occurs in
North America and South America, being found in Brazil attacking crops of commercial
interest. The species Cyathula prostrata (L) Blume (Amaratheceae) is a plant native to
tropical Africa and Asia, and is also found in Brazil. This plant exhibits pharmacological and
medicinal properties and has been used in folk medicine. The insect H. bipunctalis feeds on
the leaves of C. prostrata. The objective of this study was to study plant-insect interaction,
considering biochemical and physiological aspects to develop strategies to control insects that
damage plants of commercial interest. In this work, it was performed physiological (gas
exchange parameters and chlorophyll a fluorescence) and biochemical (oxidative stress)
analyzes of leaves of C. prostrata submitted to the attack of H. bipunctalis caterpillars at
different times of exposure to the insect. The gas exchange parameters were: photosynthetic
rate (4), stomatal conductance (gs), internal carbon concentration (C;) and transpiration (£)
and chlorophyll a fluorescence parameters: maximum fluorescence (F;), maximum quantum
efficiency of PSII (®psi), electron transport rate (E7R), photochemical dissipation coefficient
(gp), and oxidative stress enzymes were altered in plants of C. prostrata submitted to the
attack of H. bipunctalis caterpillars at times of 12, 36 and 60 hours. The herbivory of the
insect H. bipunctalis decreased the photosynthetic capacity of undamaged and damaged
leaves of C. prostrata reducing the parameters of gas exchange (4, g, E) and promoting
increase in (C;). Reductions in the fluorescence parameters of chlorophyll a (Fi, Fy/ Fu, ®psi,
ETR and g,) were observed. There was also a significant increase in the concentration of
hydrogen peroxide (H20:) in damaged leaves at 12h (4,8%), 36h (59,4%) e 60h (66,9%) and a
significant increase of malonic aldehyde (MDA) at 60h (69,2%) in damaged leaves,
suggesting the occurrence of oxidative stress. Collectively, the obtained data indicate that
biotic stress interferes with the physiology of C. prostrata. The presented data suggest that the
effect of the reduction in the leaf area caused by the herbivory of the insect H. bipunctalis,

reduced the investment in photosynthesis for the plant to invest in defense related metabolism.

Key words: insect-plant interaction, fluorescence, gas exchange, metabolism.
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1- CONTEXTUALIZACAO

Os seres vivos estdo continuamente sujeitos a diversos tipos de estresse. As plantas
que estdo expostas ao ataque de insetos apresentam mecanismos de defesa caracteristico de
cada espécie vegetal. A medida em que os insetos introduzem secregdes orais (SO) no tecido
fotossintético da planta (GOLAN et al., 2013) ¢ ativado uma rede complexa de sinalizacao
que induz as defesas (WALLING, 2000) que traduzem essa percep¢ao em uma resposta

adequada e de forma adaptativa, conforme o grau de estresse naquele momento (WIT, 2007).

De acordo com o mecanismo de defesa da planta, algumas espécies acumulam altos
niveis de compostos que funcionam como defensivos bioquimicos devido a sua toxicidade,
enquanto outras procuram minimizar os danos causados por herbivoros por meio do rapido
crescimento e desenvolvimento (JANDER et al., 2001). No entanto, seja qual for a estratégia
que a planta utiliza para se defender, o efeito da herbivoria reduz a area foliar e ocasiona
varias mudancas nos mecanismos fisiologicos, podendo afetar as trocas gasosas (ALDEA et

al., 2005), e acarretar redugdes na fotossintese (NABITY, 2009; FLEXAS, 2012).

A fotossintese pode ser afetada por varios fatores e condigdes de estresse, e algumas
técnicas que estudam a fisiologia da planta estdo disponiveis para um melhor entendimento
desse processo (GOLAN et al., 2015). As técnicas de fluorescéncia da clorofila a tem
permitido uma avaliagdo completa do estado funcional do aparato fotossintético, sendo um
estudo adequado para a andlise do estado fisiologico de plantas sob estresse biodtico

(STRASSER et al., 2004, 2005).

Os estresses bidticos modificam o metabolismo celular vegetal e consequentemente
podem afetar a respiragdo celular e a fotossintese, tendo como consequéncia a indugdo do
estresse oxidativo, que consiste em um aumento significativo na produgao de espécies reativas
de oxigénio (ERO), principalmente anion superdxido (O27) e perdxido de hidrogénio (H20»)
(HU et al., 2009). Entretanto, as plantas minimizam o impacto negativo da herbivoria por
meio do aumento da atividade de enzimas antioxidantes, tais como: i) a dismutase do
superdxido (SOD); ii) peroxidase do ascorbato (APX); iii) catalase (CAT); e, iv) redutase da
glutationa (GR), dentre outras (TAYEFI-NASRABADI et al., 2010). Vérios estudos tém sido
realizados para se analisar a interagdo planta-inseto do ponto de vista fisiologico e
bioquimico, a fim de nortear a elaboragdo de estratégias que visam o controle de insetos que

danificam plantas de interesse comercial. Por exemplo, a andlise dos parametros
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fotossintéticos por herbivoria de Manduca sexta em folhas de N. attenuata reduziu a
eficiéncia operacional do fotossistema II (PSII) no tecido remanescente, indicando que o
transporte de elétrons pode limitar a assimilagdo de CO; ap6s o dano (HALITSCHKE et al.,
2011). Em Vitis spp. sob herbivoria de Empoasca fabae foram observadas redugdes nas taxas
de assimilacdo liquida de CO2 (4), condutancia estomdtica (gs) e transpiracdo (£E). Esses
resultados indicam que Vitis € um hospedeiro adequado e que E. fabae ¢ capaz de afetar a sua
fisiologia (LAMP et al., 2011). Em plantas de Nephrolepis biserrata e Citrus limon var.
Ponderosa infestadas com Coccus hesperidum foi observada uma redugdo significativa na
maxima eficiéncia quantica do PSII (F\/F,) em relacdo as plantas nao infestadas, com
aparente relacdo com a quantidade de insetos por planta (GOLAN et al., 2015).

As lagartas da espécie Herpetogramma bipunctalis (Lepidoptera: Crambidae) tém
sido utilizadas em estudos relacionados a interagdo inseto-planta, pois € uma praga que ocorre
dos Estados Unidos até a América do Sul (KING; SAUNDERS, 1984). No Brasil, este inseto
foi encontrado em culturas de beterraba, acelga (SILVA et al., 1968) e em Rubus spp (DIEZ-
RODRIGUEZ et al., 2013). Tavares (2015) observou que as lagartas de H. bipunctalis
alimentadas com folhas de Cyathula prostrata concluiram seu ciclo bioldgico de maneira
eficiente, gerando descendentes férteis. Esta espécie vegetal ¢ uma planta nativa da Africa
tropical e da Asia (OLADIMEJI; USIFOH, 2012) e no Brasil é uma espécie nio endémica,
com distribui¢do geografica nas regides Norte, Nordeste, Centro-oeste ¢ Sudeste (SENNA,
2016); e, tem grande potencial biotecnologico em fungao das propriedades anti-inflamatoérias
e analgésicas (BURKILL, 1995).

Considerando-se que as lagartas de H.bipunctalis podem se alimentar de folhas de
plantas de C. prostrata e completar seu ciclo biologico, gerando descendentes férteis e que a
herbivoria pode promover alteragdes fisioldgicas e bioquimicas, neste trabalho foi analisado a
magnitude das alteragdes nos parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a e a
possivel ocorréncia de estresse oxidativo em plantas de C. prostrata submetidas ao ataque de

H. bipuntalis.
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2- REVISAO DE LITERATURA
2.1 Aspectos gerais de Herpetogramma bipunctalis (Lepidoptera: Crambidae)

O inseto Herpetogramma bipunctalis Fabricius (1794) é uma espécie que pertence a
familia Crambidae, ordem Lepidoptera e tem ocorréncia desde os Estados Unidos até a
América do Sul. Na regido do Caribe ¢ considerada praga agricola, causa danos a cenoura
(Daucus carota L.) (Apidaceae) e a beterraba (Beta vulgaris L.) (Amaranthaceae) (KING;
SAUNDERS, 1984). No Brasil, este inseto foi encontrado em culturas de beterraba, acelga
(SILVA et al., 1968) e em amora preta (Rubus spp) (DIEZ-RODRIGUEZ et al., 2013). A
herbivoria dessa lagarta foi observada em variedades de outras espécies de plantas, tais como
Brassica sp., Capsicum sp., Solanum nigrum, Piper aduncum e Xanthosoma spp.
(ALLYSON, 1984; SOLIS, 2006).

Os adultos de H. bipunctalis sdo mariposas que possuem envergadura de
aproximadamente 22 mm com duas manchas pretas caracteristicas no segundo segmento
abdominal e coloragcdo cinza-amarelada com manchas e listras mais escuras nas asas
anteriores (CLARKE-HARRIS et al., 1998). As fémeas de H. bipunctalis ovipositam seus
ovos na superficie abaxial e adaxial das folhas. Esses ovos apresentam uma coloracao
translicida com formato oval (0,6 x 0,5 mm) (CLARKE-HARRIS et al., 1998).

Ao eclodirem, as larvas apresentam coloracdo amarela translicida e ao decorrer de
seu desenvolvimento ficam esverdeadas e com a cabeca escura, podendo atingir entre 20 e 23
mm de comprimento (KING; SAUNDERS, 1984). A lagarta apresenta caracteristica de
produzir filamentos de seda para unir as bordas das folhas e se proteger contra possiveis
inimigos naturais, assim como para formar uma cobertura protetora em preparagao a formacgao
de pupa. As pupas sdo de cor marrom escuro com 10 mm de comprimento e geralmente
encontradas dentro de folhas para protecao (KING; SAUNDERS, 1984; CLARKE-HARRIS
et al., 1998).

O ciclo biologico do inseto H. bipunctalis alimentado com folhas de C. prostrata foi
recentemente caracterizado, desde a oviposi¢do até o final da fase adulta (TAVARES 2015).
Foi demonstrado que, em média, a fase de ovo teve duracdo de quatro dias e a fase de lagarta
19 dias, esta ultima dividida em seis instares. O primeiro instar durou trés dias, o segundo e o
terceiro instares duraram dois dias cada, o quarto e o quinto instares duraram trés dias cada e
0 sexto instar, seis dias. A fase de pupa teve duracao média diferente para machos (sete dias) e

fémeas (seis dias) e a fase adulta foi mais prolongada nos machos (21 dias) que nas fémeas
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(18 dias). Assim, o ciclo bioldgico de H. bipunctalis alimentado com folhas de C. prostrata
foi concluido com um periodo total médio de 51 dias para os machos e 47 dias para as fémeas
(TAVARES 2015). Estes resultados permitiram concluir que plantas de C. prostrata sao
hospedeiras de lagartas de H. bipunctalis (TAVARES, 2015).

2.2 Aspectos gerais de Cyathula prostrata (L.) Blume.

O género Cyathula ¢ composto por duas espécies, a saber Cyathula prostrata (L.)
Blume e Cyathula achyranthoides (Kunth) Moq., sendo que no Brasil, C. prostrata ¢ uma
planta nao endémica (SENNA, 2016). A espécie C. prostrata pertence a familia
Amaranthaceae, a qual ¢ formada por 169 géneros e cerca de 2.360 espécies. E nativa da
Africa tropical (Nigéria, Mogambique, Uganda) e da Asia (China, India e Vietni), no entanto,
¢ encontrada em crescimento em todo o mundo, incluindo América, Australia, Ilhas do
Pacifico (OLADIMEIJI; USIFOH, 2012). No Brasil, sdo encontradas apenas 145 espécies
dessa familia, as quais sdo distribuidas em 19 géneros (MARCHIORETTO et al., 2016). Sua
ocorréncia foi registrada nas regides Norte (Acre, Amazonas, Amapa, Pard, Rondodnia,
Roraima, Tocantins), Nordeste (Bahia, Maranhdo), Centro-Oeste (Mato Grosso), Sudeste
(Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo) e Sul (Parand) (SENNA et al.,
2016).

Esta planta ¢ popularmente conhecida como carrapicho, carrapicho-rabo-de-raposa,
erva daninha do pasto e caruru. E uma erva ou arbusto anual, relativamente erecta e que pode
atingir uma altura de aproximadamente 1 m (BURKILL, 1995). E uma espécie que apresenta
caule ramificado, inflorescéncia do tipo cacho longo e frutos tipo nlicula que se aderem ao
corpo dos animais, sendo esta uma forma de dispersdo e propagacdo da espécie (MOREIRA;
BRAGANCA, 2011). Segundo Tavares (2015), a germinacdo de sementes de C. prostrata
iniciou 1 dia apos a semeadura (DAS) e atingiu 94% de germinagdo aos 10 DAS.

A planta C. prostrata possui utilizagdes medicinais para inimeras doengas na Asia,
onde ¢ normalmente usada para o tratamento da febre reumatica, da disenteria, de ferimentos
na pele, de problemas nos olhos e para a cura de queimaduras (BURKILL, 1995), pois seu
extrato metanolico possui propriedades anti-inflamatdrias e analgésicas (IBRAHIM et al.,
2012). Foram detectadas nesta espécie a presenca de saponinas, taninos, flavonodides,
alcaloides e esteroides como o 20 hidroxiecdsona (20E), tanto em extratos foliares quanto de

caules e raizes (OGURA et al., 2012).
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2.3 Interacio inseto-planta

Na natureza as plantas s@o suscetiveis a serem atacadas por insetos herbivoros, que
buscam nas mesmas, nutrientes necessarios para o seu desenvolvimento (SCHOONHOVEN
et al., 2005). No entanto, as plantas apresentam os mais complexos sistemas de defesa
(BALLARE, 2011) e para resistir ao ataque dos insetos utilizam mecanismos de defesa. Esses
mecanismos podem ser: constitutivos ou induzidos (CHEN, 2008). As defesas constitutivas
abrangem barreiras fisicas (espinhos ou tricomas pegajosos) e quimicas presentes na planta
antes do ataque do herbivoro. As defesas induzidas sdo ativadas apds o ataque do inseto e
podem ser classificadas como diretas, em que a planta produz compostos toxicos que afeta
imediatamente o inseto, ou indireta, em que a planta libera sinais quimicos (volateis) para
recrutar inimigos naturais e assim controlar os herbivoros presentes naquele momento
(CHEN, 2008).

Para diferenciar o ataque de herbivoros de outros agentes bidticos, possivelmente as
plantas evoluiram a capacidade de perceber os padrdoes moleculares associados a herbivoria
através de elicitores quimicos, derivados de secre¢des orais (OS), fluidos de oviposi¢do e
ferimentos decorrente da herbivoria (FELTON; TUMLINSON, 2008; MITHOFER;
BOLAND, 2008). O ferimento decorrente da atividade da alimentacdo do inseto pode
desencadear respostas especificas em algumas plantas, pois, cada inseto herbivoro apresenta
diferentes padrdes de alimentagdo como, por exemplo, a forma em que o tecido da folha ¢
removido, a freqliéncia e o periodo em que esse inseto se alimenta. Portanto, € possivel que
algumas plantas percebam esses padroes especificos de ferimento e usem tais informagdes
para produzir respostas ao estresse causado pela herbivoria (MITHOFER et al., 2005).

A herbivoria de insetos em plantas, estimula o acumulo de compostos defensivos nas
folhas danificadas e nas folhas opostas ndo danificadas (GREEN; RYAN, 1972), no qual um
sinal pode ser transmitido para essas folhas (STANKOVIC; DAVIES, 1997) onde serdo
convertidos em alteragdes bioquimicas e fisiologicas (LI et al., 2002).

No entanto, a intera¢do inseto-planta também possui o lado positivo, sendo uma via
de mao dupla, onde os insetos possuem atividades benéficas como a poliniza¢do, enquanto as
plantas promovem abrigo, sitios de oviposi¢do e alimentagdo para a proliferacdo dos insetos

(PANDA; KHUSH, 1995) .
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2.4 Trocas gasosas

Através das trocas gasosas sdo mensurados os parametros de taxa de assimilacdo
liquida de CO2 (A4), condutancia estomatica (gs), transpiracdo (£) e concentragao
subestomatica de CO; (C;) para assim obter respostas fisiologicas das plantas sob um
determinado estresse.

Um estudo realizado em condig¢des de casa de vegetagdo, utilizando-se trés genotipos
de uva (Cynthia, Chardonnay e Cabernet Sau-leaf) sob a herbivoria de quatro cigarrinhas
(Empoasca fabae) no periodo de trés dias, acarretou em redugdes nos parametros de
transpiracao (37,6%), taxa fotossintética (22,3%) e condutancia estomatica (45,4%) (Lamp et
al., 2011). Essa pesquisa sugeriu que o dano por E. fabae pode interferir na fisiologia dos
gendtipos de uva levando a interrupgdo dos processos normais de trocas gasosas € a redugdo
de folhas, brotos e crescimento radicular (LENZ et al., 2009; LAMP et al., 2011).

Ja no estudo realizado por Dai (2009), o dano causado por Thrips tabaci em plantas
de Hypericum sampsonii resultou em aumentos significaticvos nos valores de C;, E e g, e uma
reducdo em A. Diante da comparacgdo das secgdes transversais das folhas entre o controle e as
plantas danificadas, mostrou que 7. tabaci diminuiu a espessura da lamina com folhas
gravemente feridas, as mais finas. As folhas infestadas foram caracterizadas por tecido
esponjoso desorganizado e encolhido.

Assim, as diferengas nos valores de E entre o controle e as folhas lesadas podem ser
atribuidas a diferencas anatomicas da folha que alteraram a g ¢ o CO: nas cavidades
substomatas aos locais de carboxilacdo (SYVERTSEN et al., 1995). As taxas fotosintéticas
gerais de folhas de H. sampsonii danificadas por 7. tabaci foram significativamente

diminuidas (HIGUCHIA et al., 1999 ).
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2.5 Fluorescéncia da clorofila a

A analise da fluorescéncia da clorofila a detecta os efeitos de estresse no processo
fotossintético causados por fatores bidticos. E uma técnica utilizada na fisiologia das plantas
de suma importancia, pois pode-se obter informacdes detalhadas sobre o estado do sistema
fotossensivel II (PSIT) (BAKER; ROSENQVIST, 2004).

A herbivoria de acaros em folhas de jacinto-de-dgua (Eichhornia crassipes) reduziu
significamente F,; com o aumento do dano, traduzindo em uma diminui¢cdo na eficiéncia
maxima da fotoquimica PSII, indicando que houve uma diminui¢ao na eficiéncia com que a
luz absorvida pela PSII ¢ convertida em energia quimica (MARLIN, 2013). Nesta mesma
pesquisa, a herbivoria do acaro teve um impacto direto sobre a eficiéncia do PSII, onde
causou reducdo em F,/F, (BAKER, 2008). Uma diminuicdo em F,/F, ¢ frequentemente
explicada pela inativa¢do dos centros de reacdo (RCs) no PSII, uma vez que as mudangas em
F./F.» exibem as mesmas tendéncias que as mudancas na densidade de RCs (LU; VONSHAK,
1999).

Em folhas de H. sampsonii, os parametros de fluorescéncia (ETR, @psii, qp € NPQ)
foram significativamente diminuidos com o aumento do dano de 7. fabaci (DAL 2009). As
diminui¢des nos parametros de fluorescéncia indicaram que o mecanismo primario para a
reducdo da taxa fotossintética em folhas danificadas por 7. tabaci é via interferéncia da
eficiéncia fotoquimica no estagio inicial da fotossintese (BURD et al., 1996; HAILE et al.,
1999). A herbivoria de 7. tabaci ocasionou fechamento dos centros de reacao de PSII,
resultando em uma menor ETR e ®psy, através de danos na membrana do tilacoide. Os
resultados também mostraram redugdes significativas em qP e NPQ, especialmente nas folhas
gravemente infestadas. O g, ¢ uma indicacdo da propor¢do de centros de reagdo PSII que
estao abertos (MAXWELL ; JOHNSON, 2000) e mensura a excitagdo dos centros PSII e a
remogao de elétrons da PSII pela cadeia de transporte de elétrons ( CAMPBELL et al., 1998).

O NPQ tem o papel proteger contra a inibi¢do induzida pela luz da fotossintese. No
entanto, o declinio desta varidvel pode levar a um excesso de energia nas folhas (ARO et al.,

1993).

2.6 Inducao de estresse oxidativo mediada pela herbivoria

Estresses bidticos exercem efeitos adversos sobre o crescimento € o desenvolvimento

da planta. Durante a evolugdo, as plantas desenvolveram mecanismos regulatorios complexos
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para se adaptarem a varios estressores ambientais. Uma das conseqiiéncias do estresse ¢ um
aumento na concentragdo celular de espécies reativas de oxigénio (EROS), tais como o anion
superoxido (O2’), peroxido de hidrogénio (H20:), e radicais hidroxila (OH"). Mesmo em
condi¢des normais, plantas produzem EROS durante os processos metabolicos, no entanto o
excesso resulta em dano oxidativo ou morte apoptdtica das células (QUAN et al., 2008). O
H>0O> ¢ uma das espécies reativas de oxigénio que apresentam relativamente uma longa meia-
vida (1ms) e o excesso de H>O» nas células das plantas desencadeia o estresse oxidativo. Em
baixa concentragdo, agem como um sinalizador acionando a tolerdncia a varios estresses
bioticos e abidticos. Ja em alta concentracdo, ele lidera para a morte programada da célula
(BHATTACHARIEE, 2012).

Para a prote¢do contra essas EROS as células das plantas e suas organelas, como
cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos empregam um sistema de mecanismo
antioxidativos eficientes, enzimaticos e ndo enzimaticos (DAVAR et al., 2013). O mecanismo
enzimatico antioxidante envolve a superoxido dismutase, ascorbato peroxidase, glutationa
redutase, catalase entre outras, enquanto os componentes ndo enzimaticos sdo carotenoides,

acido ascorbico, vitamina E, flavonoides, prolina e glutationa (MITTLER, 2002).

2.6.1 Peroxidacao de lipidios e aldeido malénico

A peroxidacao de lipidios acontece por meio da acdo das EROs sobre os lipidios
insaturados das membranas celulares, gerando radical alquila (L), alcoxila (LO) e peroxila
(LOO) (CHANGE et al., 1979). Uma das formas para avaliar a peroxidagdo de lipidios ¢
fazendo o teste de aldeido malénico (MDA) onde o mesmo ¢ um dialdeido formado como
produto secundario durante a oxidacdo de acidos graxos poliinsaturados por cisdo beta dos
AGPIs peroxidados, principalmente o dacido araquidonico (LIMA, 2001). O MDA ¢
considerado como um marcador bioquimico de estresse oxidativo (SHULAEV; OLIVER,

2006).
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3. TROCAS GASOSAS E FLUORESCENCIA DA CLOROFILA ¢ EM PLANTAS DE
Cyathula prostrata SUBMETIDAS A HERBIVORIA CAUSADA POR Herpetogramma

bipunctalis.

RESUMO

O estresse biotico pode promover uma série de alteragdes no metabolismo da planta,
resultando em alteragdes fisioldgicas e bioquimicas. Este trabalho objetivou avaliar os
parametros de trocas gasosas, fluorescéncia da clorofila a e o estresse oxidativo em plantas de
Cyathula prostrata (L) Blume, pertencente a familia Amaranthaceae, em resposta a herbivoria
da lagarta da especie Hepertogramma bipunctalis, pertencente a familia Crambidae, em trés
periodos: 12, 36 e 60 horas. Apds cada periodo de ataque foram avaliados os parametros de
trocas gasosas [taxa fotossintética (4), condutincia estomatica (gs), concentracdo de carbono
interno (C;) e transpiracdo (E)] e fluorescéncia de clorofila a [méxima fluorescencia (Fi),
maxima eficiéncia quantica do PSII (Fv/Fm), rendimento quantico real do transporte de
elétrons do PSII (@psy), taxa de transporte de elétrons (ETR), coeficiente de dissipagdo
fotoquimica (gp)]. Feitas as leituras dessas variaveis, realizou-se as andlises bioquimicas para
a possivel ocorréncia de estresse oxidativo como o peroxido de Hidrogénio (H20») e aldeido
maldnico (MDA). Os resultados obtidos revelam que os parametros de trocas gasosas em A,
gs ¢ E reduziram em folhas nao danificadas quanto em folhas que foram danificas nos trés
periodos avaliados, enquanto que C; aumentou em folhas danificadas. Os parametros de
fluorescéncia em Fn teve uma redugdo significativa apenas em folhas danificadas nos
periodos 36 e 60h , F\/F, reduziu significativamente em folhas danificadas no tempo de 60h
e em ®psy, ETR e gp reduziram tanto em folhas danificadas quanto em folhas que ndo foram
danificadas nos trés periodos, no entanto, o coeficiente de extin¢do nao-fotoquimico (NPQ)
ndo foi alterado. Observou-se também aumento significativo na concentracdo de H>O> nos
tempos de 12, 36 e 60h e aumento significativo de MDA no tempo de 60h em folhas
danificadas, sugerindo a ocorréncia de estresse oxidativo. O estresse causado por H.
bipunctalis reduziu o desempenho fotossintético em folhas danificadas e folhas nao
danificadas de C. prostrata. Anélise dos dados apresentados sugerem que o estresse
provocado por H. bipunctalis em folhas de C. prostrata promovem alteragdes nas trocas

gasosas e fluorescéncia da clorofila a , sugerindo a ocorréncia de estresse oxidativo.

Palavras-chave: Interacao inseto-planta, trocas gasosas, fluorescéncia, fotossintese.
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3. TROCAS GASOSAS E FLUORESCENCIA DA CLOROFILA ¢ EM PLANTAS DE
Cyathula prostrata SUBMETIDAS A HERBIVORIA CAUSADA POR Herpetogramma

bipunctalis

ABSTRACT

Biotic stress can promote a number of changes in plant metabolism, resulting in physiological
and biochemical changes. The objective of this work was to evaluate the parameters of gas
exchange, chlorophyll a fluorescence and oxidative stress in plants of Cyathula prostrata (L)
Blume, belonging to the family Amaranthaceae, in response to herbivory of the caterpillar of
the species Hepertogramma bipunctalis, belonging to the family Crambidae, in three periods:
12, 36 and 60 hours. After each attack period, it was evaluated gas exchange parameters
[(photosynthetic rate (4), stomatal conductance (gs), internal carbon concentration (C;) and
transpiration (£)] and chlorophyll a fluorescence at [maximum fluorescence (F,), maximum
quantum efficiency of PSII (£, / Fy), real quantum yield of PSII electron transport (®psn),
electron transport rate (E7R), photochemical dissipation coefficient (g,)]. After reading these
variables, a biochemical analysis was performed for the possible occurrence of oxidative
stress such as hydrogen peroxide (H202) and malonic aldehyde (MDA). The results showed
that the gas exchange parameters in A, gs and E reduced in undamaged leaves as well as in
leaves that were damaged in the three evaluated periods, while C; increased in damaged
leaves. The Fm fluorescence parameters had a significant reduction only in damaged leaves in
periods 36 and 60h, F, / F, significantly reduced in leaves damaged in 60h time and in ®psi,
ETR and gp reduced both in damaged leaves and leaves that were not damaged in the three
periods, however NPQ was not changed. There was also a significant increase in H>O»
concentration at 12, 36 and 60h times and a significant increase of MDA in the time of 60 h in
damaged leaves, suggesting the occurrence of oxidative stress. Stress caused by H. bipunctalis
reduced the photosynthetic performance on damaged leaves and undamaged leaves of C.
prostrata. Analysis of the presented data suggests that the stress caused by H. bipunctalis on
leaves of C. prostrata promotes changes in gas exchange and fluorescence of chlorophyll a,

suggesting the occurrence of oxidative stress.

Key words: Insect-plant interaction, gas exchange, fluorescence, photosynthesis.
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3.1 Introduc¢ao

A herbivoria de insetos induz uma reconfiguracdo no metabolismo das plantas,
incluindo a produgdo alterada de metabolitos defensivos e proteinas, e gera uma reatribuigao
de recursos para atender as demandas metabolicas (KESSLER; BALDWIN, 2002).

No entanto, como forma de defesa, elas utilizam varios mecanismos fisioldgicos e
bioquimicos para se proteger contra os estresses (RASMANN; AGRAWAL, 2009, USHA;
JYOTHSNA, 2010). Esses mecanismos sdo: constitutivos, ou seja, estdo sempre presentes na
planta, independente do ataque herbivoro, ou indutiveis, os quais sdo ativados somente
quando a planta ¢ atacada (FRANCESCHI et al., 2005; KESSLER; BALDWIN, 2002).

Mesmo apresentando estratégias de defesa, o estresse por herbivoros promove em
plantas respostas moleculares, fisioloégicas e bioquimicas, levando a reducdo da fotossintese
(ZANGERL et al., 2002), que pode ser limitada por varios fatores e condigdes de estresse
(GOLAN et al., 2015).

Para avaliar a resposta da fotossintese em relacdo a herbivoria em plantas, além dos
parametros de trocas gasosas que compreendem a eficiéncia na regulagdo da abertura
estomatica, que influencia, diretamente, na assimilagdo do CO; para a conservacao da taxa
fotossintética (NASCENTE et al.,, 2016), uma das técnicas disponiveis para um melhor
entendimento desse processo, ¢ a analise da fluorescéncia da clorofila a.

Esta analise ¢ utilizada para avaliar a eficiéncia da aplicagdo da luz nos processos
fotoquimicos da fotossintese (MAXWELL; JOHNSON 2000), sendo, especificamente, no
fotossistema II (PSII) e I (PSI) (NABITY et al., 2009). Esses parametros sdo, portanto,
considerados indicadores tteis do comportamento da atividade do aparato fotossintético em
plantas, sob condicdes de estresse (BERGER et al., 2007). Os estresses bidticos modificam o
metabolismo celular vegetal, afetando a fotossintese e, consequentemente, alterando a taxa de
geragdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (NAVROT et al., 2006; TAYEFI-
NASTABADI et al., 2010). As EROs, ao serem alteradas diante do estresse, se manifestam de
forma diferente, podendo agir de maneira prejudicial, protetora ou sinalizadora, dependendo
do equilibrio, entre a produ¢do e a eliminacdo, pela planta (BOGUSZEWSKA;
ZAGDANSKA, 2012).

Varios estudos sdo realizados em relacao a analise dos parametros fotossintéticos em
plantas, submetidas ao estresse biotico. As lagartas da espécie H. bipunctalis tém sido
utilizadas em estudos relacionados a interagdo inseto-planta (TAVARES, 2015), tendo em

vista a compreensao dos mecanismos de defesa da planta contra o ataque de insetos e, assim,
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encontrar estratégias que visam o controle de insetos que atacam espécies de planta de
interesse comercial. A espécie H. bipunctalis ¢ encontrada na America do Norte, América
Central e América do Sul (SOLIS, 2006), e sdo consideradas uma praga, pois atacam espécies
de plantas da familia Chenopodiaceae, Amaranthaceae, Apidaceae, entre outras, tornando-as
hospedeiras para protecao e reprodugao (PEREZ et al., 2011).

A planta C. prostrata ¢ uma hospedeira do inseto H. bipunctalis, popularmente
conhecida no Brasil como carrapicho, carrapicho-rabo-de-raposa, fia-bana e mato-bana
(MOREIRA; BRAGANCA, 2011), considerada uma erva daninha de terras cultivadas e de
areas florestais. Na Africa, Asia e Australia, ¢ utilizada como erva medicinal para o
tratamento de doencas como febre reumatica, feridas, problemas do olho e disenteria
(BURKILL, 1995).

No estudo realizado sobre a fisiologia do inseto H. bipunctalis alimentados com
folhas de C. prostrata, foi possivel observar a interagdo inseto-planta, conforme os
descendentes vidveis de H. bipunctalis (TAVARES, 2015). No entanto, essa interagdo, pode
causar alteracdes no metabolismo da planta por meio do estresse do inseto, podendo, ainda,
resultar em alteragdes fisioldgicas.

O estudo da fisiologia tem auxiliado, ainda, a compreensdo da flexibilidade das
respostas fotossintéticas das plantas as diversas condigdes de estresse, como por exemplo, a
herbivoria de insetos-pragas. Nesse sentido, o objetivo desse trabalho visa avaliar a magnitude
das alteragdes nos parametros de trocas gasosas e fluorescéncia da clorofila a e a possivel
ocorréncia de estresse oxidativo em plantas de C. prostrata submetidas ao ataque de H.

bipunctalis no periodo de 12, 36 e 60 horas, ap6s o contato do inseto com a planta.
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3.2 Material e métodos

3.2.1 Material vegetal e preparacdo das mudas

Mudas clonais de Cyathula prostrata (L.) Blume foram obtidas por meio de estacas
coletadas de plantas matrizes no Campus da Universidade Federal Rural da Amazonia
(UFRA), Belém, PA, Brasil (01°27'19 "S, 48°2620" W). As estacas de, aproximadamente, 20
cm de comprimento contendo trés nés foram dispostas verticalmente em sacos de polietileno
(15 por 25 centimetros), preenchidos com 1,6 L de substrato constituido de uma mistura de
terrico (obtido de um Latossolo Amarelo textura média), areia e cama de avidrio (4:1:1,
v/v/v). Em cada saco foi adicionado 6,28 g de NPK (10-10-10) quatro dias antes do plantio
das estacas. Os sacos foram irrigados diariamente, aplicando-se 250 mL de agua, uma vez ao
dia, as 9 h. Apos 45 dias do plantio das estacas as mudas apresentaram numero de folhas
suficientes para a instalacdo do experimento definitivo. As mudas foram preparadas em casa

de vegetagdo do Instituto de Ciéncias Agrarias da UFRA, Campus Belém.

3.2.2 Obtengdo e criacao das lagartas

As lagartas de H. bipunctalis (Fabricius) foram coletadas na UFRA; Campus Belém,
PA, Brasil (01°27'19 "S, 48°26'20" W) e criadas no Laboratério de Fisiologia e Biologia
Molecular de Plantas (UFRA, Campus Belém). As lagartas foram alocadas em caixas de
acrilico tipo gerbox (11,5 x 11,5 x 3,5 cm; largura x comprimento x altura), na propor¢ao de
dez lagartas por caixa, e mantidas sob temperatura e umidade relativa média do ar
respectivamente de 24 + 2 °C 75 £ 10%; e fotoperiodo natural de 12 h para fotofase e 12 h
para escotofase. As lagartas foram alimentadas com folhas de C. prostrata, diariamente.

A fase de pupa ocorreu, em média, 12 dias depois; e o estadio de mariposa, sete dias
apos a pupa. As mariposas foram coletadas e transferidas para gaiolas de madeira (37 x 37 x
49 cm; largura x comprimento x altura) teladas com fil6 branco e alimentadas com uma dieta
constituida de xarope de glicose e agua (20:80, v/v). A oviposicdo ocorreu, em média, trés
dias apos. Este ciclo de criacdo foi repetido diversas vezes até que o nimero de lagartas fosse
suficiente para a execucao do experimento definitivo. Foram utilizadas lagartas entre terceiro

e quarto instar para a indug@o do estresse em plantas de C. prostrata.
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Figura 1- Herpetogramma bipunctalis: 4) Fase larval; B) Fase de pupa, C) Fase adulta.

A B

Fonte: Autora.

3.2.3 Indugdo do estresse e delineamento experimental

Para conduc¢do do experimento foram utilizadas 30 plantas, divididas em trés
tratamentos, com cinco repeti¢des € com cinco controles. No primeiro, as plantas sofreram
ataques por lagartas durante 12 h. No segundo, sofreram ataque durante 36 h. E, por fim, no
terceiro tratamento, as plantas sofreram ataque por lagartas durante 60 h.

Foram dispostas trés lagartas de H. bipunctalis (entre 3° e 4° instares) por planta, na
superficie adaxial de trés folhas distintas, do segundo par de folhas, contadas a partir do apice.
Os tratamentos foram avaliados apds 12, 36 e 60 h da infestagdo das plantas, sendo as
variaveis fisiologicas e bioquimicas de interesse determinadas em folhas intactas (ou seja, ndo

danificadas) e folhas danificadas pelo ataque da lagarta.

3.2.4 Trocas gasosas

A assimilagdo liquida de CO; (4), a condutancia estomatica ao vapor de agua (gs), a
concentracdo subestomatica de CO; (C;) e a taxa de transpiracdo () foram determinadas no
segundo par de folhas opostas (contadas a partir do apice), utilizando-se um analisador
portatil de gases a infravermelho (LI- 6400XT, LI-COR, Lincoln, NE) sob uma concentra¢ao
de CO; de 400 umol mol™! e radiagio fotossinteticamente ativa (PAR) de 1000 umol de fotons
m s, Este intervalo de medi¢do (9:00 - 11:00 h) foi ajustado de acordo com os resultados
obtidos com curva diurna de trocas gasosas para a espécie. Foram realizadas duas leituras por

planta, sendo uma na folha danificada pelo inseto e a outra na folha oposta nao danificada.
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3.2.5 Fluorescéncia da clorofila a

A fluorescéncia da clorofila a foi avaliada nas mesmas folhas utilizadas para as
trocas gasosas, utilizando um aparato de fluorescéncia (IG 6400-40; LI-COR Inc.) acoplado a
camara do analisador portatil de gases a infravermelho. As variaveis de fluorescéncia da
clorofila a foram: fluorescéncia maxima (Fm), maximo rendimento quantico do FSII (F\/Fu),
rendimento quantico real do transporte de elétrons do FSII (®psi), coeficiente de extingdo
fotoquimica (gp), coeficiente de extingdo ndo fotoquimica (NPQ) e taxa de transporte de
elétrons (ETR).

As folhas foram adaptadas ao escuro por 30 min (Figura 4) e, posteriormente,
iluminadas com um pulso de luz fraca e modulada (0,03 pumol m? s') para obter a
fluorescéncia inicial (Fo). Um pulso de luz branca saturante de 6.000 pmol m s foi aplicado
durante 0,8 s para garantir a maxima emissao de fluorescéncia (Fm). Posteriormente, as folhas
amostradas foram iluminadas durante 300 s com uma luz actinia (250 umol m2 ') para obter
o rendimento da fluorescéncia no estado estacionario (£s). Em seguida, pulsos de luz branca
saturantes foram aplicados para a obtengdo da fluorescéncia maxima (F’m). A luz actinia foi
entdo desligada e uma iluminagdo vermelho-distante (2 pmol m™ ') foi aplicada para estimar
a fluorescéncia inicial adaptada na luz (F’o). A partir dessas medi¢des foram calculados os
seguintes parametros: eficiéncia fotoquimica maxima do PSI [Fv/Fm = (Fm-Fo)/Fn]
(Oxborough and Baker 1997), coeficientes de dissipacao fotoquimica [gp = (F'm-Fs) / (F'm-
F’9)] e ndo-fotoquimica [NPQ = (Fw/F'm) - 1], rendimento quantico do transporte de elétrons
no PSII [®psii = (F’m - Fs) / F'm] € a taxa de transferéncia de elétrons [ETR = ®psip x PPFD x f
x o] (MAXWELL; JOHNSON, 2000).

3.2.6 Coleta de amostras e analise bioquimica

Apos a leitura das varidveis de trocas gasosas e da fluorescéncia da clorofila a, o
segundo par de folhas (folha intacta e folha danificada) foi coletado e imediatamente inseridos
em envelopes de papel aluminio, identificados e colocados em isopor contendo nitrogénio
liquido para conservar as amostras, paralisando a atividade metabolica. Em seguida, as
amostras foram armazenadas em ultra freezer com temperatura de -80°C, para posterior

analise bioquimica.
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3.2.7 Peroxidagdo de lipideos de membrana

Foi estimada através da quantificacdo de aldeido malonico (MDA) segundo Cakmak
e Host, (1991). Amostras foliares (100 mg PF) foram maceradas em 2 mL de &cido
tricloacético (TCA; 0,1% p/v) utilizando um almofariz e pistilo congelados sobre um isopor
com gelo. O homogenato foi transferido de forma quantitativa para um tubo de centrifuga sob
gelo para manté-los em baixa temperatura. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a
13.000 x g por 15 min a 4°C. O sobrenadante foi coletado ¢ a uma aliquota de 500 puL do
mesmo foi adicionado 1,5 mL de acido tiobarbitirico (TBA; 0,5% p/v preparado em TCA
20%), seguindo-se de agitacdo em vortex. Como branco foi utilizado uma mistura de 500 pL
de TCA 0,1% (p/v) e 1,5 mL de TBA 0,5% (conforme descrito acima). As amostras € o
branco foram incubados por 20 min a 90°C em banho—maria e a reagdo foi parada em banho
de gelo por 5 minutos. As amostras foram transferidas para microtubos de 2,0 mL e
centirfugados a 13.000 x g por 15 minutos a 4 °C para clarificacdo. A absorbancia da mistura
da reacdo foi determinada a 532 e a 600 nm em espectrofotometro. Utilizou-se, para os

1

calculos, o coeficiente de absortividade molar de 155 mM cm™ e os resultados foram

expressos em nmol g~! PF.

3.2.8 Peroxido de hidrogénio

A concentracdo foliar de H>O; foi determinada segundo KUO e KAO (2003). As
amostras (150 mg PF) foram maceradas em 1,5 mL de TCA 0,1% (p/v) e o homogenato
centrifugado a 10.000 x g por 15 min a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e uma aliquota de
210 pL deste foi misturada a 1 mL de um meio de reagdo constituido de 250 pL de tampao
fosfato de potassio 10 mM (pH 7,0), 500 uL de iodeto de potassio 1 M e 40 uL de H,O
destilada. Cada amostra foi avaliada em triplicata pela determinagdo da absorbancia a 390 nm
em espectrofotdometro. As concentragdes de H>O» foram estimadas com base em curva padrao

preparada com solu¢des de H2O2 de concentragdes conhecidas Os resultados foram expressos

em mmol de H>O, g! PF (GAY e GEBICKI, 2000).
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3.2.9 Analise estatistica

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado com trés
tratamentos, contendo cinco repetigdes e cinco controles para cada tratamento. Os dados dos
tratamentos obtidos foram comparados pelo teste t (P < 0,05). As médias dos tratamentos
foram comparadas pelo teste SNK-Studant-Newman-Keuls com (P < 0.05), usando o software

R versao 3.1.

3.3 Resultados

3.3.1 Avaliacdo qualitativa de folhas de C. prostrata atacadas por lagartas de H. bipunctalis

Com o objetivo de realizar uma avalia¢do qualitativa, as folhas de Cyathula prostrata
foram submetidas ao estresse bidtico nos periodos de 12, 36 e 60 horas. Em folha controle
(Fig. 2A), como esperado, ndo houve nenhuma lesdo por ndo conter inseto; (Fig. 2B) folha
danificada sob estresse bidtico de 12 horas, apresenta pouca lesdo pelo inseto; (Fig. 2C) folha
danificada sob estresse bidtico de 36 horas, houve um aumento da area foliar lesionada pelo
inseto; (Fig. 2D) folha danificada sob estresse bidtico de 60 horas, o dano foi superior nesse
periodo, onde praticamente 50% da area foliar foram consumidos pelo inseto. No entanto,
conclui-se que o dano foi progressivo ao longo das diferentes horas. Além disso, foi
observado que as folhas opostas aquelas que receberam as lagartas ndo apresentaram qualquer

sintoma de dano aparente independentemente do tempo de herbivoria (Fig. 2E-G).
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Figura 2- Aspecto morfologico de folhas de C. prostrata na auséncia de herbivoria (Controle; A) e submetidas a
herbivoria por H. bipunctalis (Estresse bidtico; B a G). A imagem da planta Controle ¢ representativa dos
diferentes tempos de avaliagdo (12, 36 e 60 h). As imagens B, C e D referem-se as folhas das plantas estressadas
submetidas ao ataque da lagarta por 12, 36 e 60 h, respectivamente. As imagens E, F e G referem-se as folhas
das plantas estressadas opostas aquelas que receberam as lagartas e acessadas apds 12, 36 ¢ 60 h da infestag@o.
As fotos sdo representativas de cinco repetigdes e as barras horizontais em cada imagem correspondem a 1 cm.

Estresse biotico

Controle 12h 36h 60h

A

Fonte: Autora

3.3.2 Trocas gasosas

Com o objetivo de avaliar o efeito do estresse provocado pelo inseto H. bipunctalis
ao atacar a planta C. prostrata durante os diferentes periodos de 12, 36 e 60 horas, foram
avaliados os parametros de trocas gasosas: Taxa de assimilagdo de CO2 (4) (Fig. 3A);
Condutancia estomatica (gs) (Fig. 3B); Transpiragao (E£) (Fig. 3C); e Concentragdo de CO>
intercelular (Ci) (Fig. 3D).

A média da 4 nas plantas controle avaliadas no tempo de 12 h foi de 20,8 umol m™ s~
1(£01,4), reduzindo para 14,1 pmol m?s™! (£1,3) e 10,9 pumol m?2 s (£1,3) nas folhas intactas
e danificadas das plantas estressadas respectivamente (Fig. 3A). Portanto, essas reducdes
foram, da ordem de 32,3% e 47,6 % para folhas intactas e danificadas das plantas estressadas

em relacdo as plantas controle (Fig. 3A).
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Com 36 horas, a média de CO> (4) no controle foi de 20,2 pmol m? s (£0,5), em
folhas intactas foi de 15,0 pmol m?s™! (£1,5) e em folhas danificadas foi de 8,1 umol m™s!
(£0,2). Ocorreu uma redugado de 25,8 % em folhas intactas e 60 % em folhas danificadas (Fig.
3A).

Com 60 horas, a média no controle foi de 20,1 umol m?s™ (£0,466), folhas intactas
12,5 pumol m? s (+ 0,217) e folhas danificadas de 3,2 pmol m? s (£0,530) da taxa de
assimilagdo de CO; (4). Ocorreu uma reducao de 37,9 % em folhas intactas ¢ 84,1 % em
folhas danificadas (Fig. 3A).

Analisando os dados, em comparagdo ao controle, pode-se observar que houve uma
diferenca significativa de assimilag¢do liquida de CO» (A4), para todos os tempos, tanto nas
folhas intactas quanto nas folhas danificadas. Houve diferenca significativa nos diferentes
tempos (12, 36 e 60 horas) na condi¢do (folha danificada) (Fig. 3A).

A média da condutancia estomatica (gs) durante o estresse bidtico de 12 horas, no
controle foi de 0,24 (£0,031) mol HxO m? s, nas folhas intactas foi de 0,14 (£ 0,034) mol
H>0 m? s e nas folhas danificadas foide 0,10 (+ 0,011) mol H2O m™s™'. Houve uma redugio
de 41,7% nas folhas intactas ¢ uma reducao de 58,4% nas folhas danificadas, quando
comparadas ao controle (Fig. 3B).

Com 36 horas de estresse, a média de (gs) do controle foi de 0,21 (= 0,020) mol H>O
m2 s, em folhas intactas foi de 0,14 (£0,026) mol H2O m™? s e nas folhas danificadas foi de
0,10 (£0,009) mol H,O m™s™!. Houve uma reducio de 33,4% nas folhas intactas e 52,4% nas
folhas danificadas, quando comparadas também ao controle (Fig. 3B).

No tempo de 60 horas, a média da condutancia estomatica da planta controle foi de
0,21 mol H,O m? s™! (£0,024), nas folhas intactas 0,14 mol HoO m™s™' (£0,005) e nas folhas
danificadas 0,08 mol HO m™ s (£0,007) nas folhas danificadas. Em folhas intactas houve
redugdo do gs em 33,4%, e nas folhas danificadas a redu¢do foi de 61,9% (Fig. 3B).

Deste modo, também em relag@o ao controle, conclui-se que para todos os tempos de
herbivoria do inseto, houve uma diferenca significativa, tanto na folhas intactas quanto na
folhas danificadas. Além disso, ndo houve diferenca significativa nos diferentes tempos
dentro de cada condic¢do (controle, folha intacta e folha danificada) (Fig. 3B).

A média de transpiracdo (E) no periodo de 12 horas foi de 5,6 mmol HO m? s’
(£0,521), 3,3 mmol H,0 m?s"! (£0,694) e 2,8 mmol HxO m™s™ (£0,236) nas folhas controle,
folhas intactas e folhas danificadas, respectivamente. Ocorreu uma reducdo de 41,1% nas

folhas intactas e reducdo de 50% nas folhas danificadas (Fig. 3C).
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No tempo de 36 horas a média de transpiracio foi de 4,7 mmol HO m? s (+£0,456)
nas folhas controles, 2,9 mmol HoO m™s™! (£0,586) nas folhas intactas e 2,6 mmol HoO m?s!
(£0,341) nas folhas danificadas. Ocorreu uma reducao de 38,3% em folhas intactas e 44,7%
nas folhas danificadas (Fig. 3C).

J4 com 60 horas, o valor da média do controle foi de 5,0 mmol H.O m? s (x0,260),
3,2 mmol H,0 m? s (+£0,116) para as folhas intactas, e 1,8 mmol H.O m™?s™! (£0,155) para as
folhas danificadas. A reducao dos valores de E nas folhas intactas foi de 36% ¢ nas folhas
danificadas foi de 64% (Fig. 3C). Portanto, conclui-se, considerando o controle, que houve
uma diferenca significativa da transpiracdo em folhas intactas e em folhas danificadas, para
todos os tempos de indug¢do do inseto. Houve também uma diferenca significativa nos
diferentes tempos, na condi¢do (folha danificada) (Fig. 3C).

A média dos valores da concentracdo intercelular de CO> (Ci) no periodo de 12 horas
foi de 218,7 umol m2s! (£11,781) para o controle, 171,6 pmol m? s (£36,963) para folhas
intactas e 192,1 umol m2s™! (£7,295) para folhas danificadas. Houve uma redugio de (Ci) nas
folhas intactas de 21,6%, e nas folhas danificadas houve uma reducao de 12,2% (Fig. 3D).

Para periodo de 36 horas, a media foi de 215,2 pmol m™2 s (+22,978) para o
controle, 134,7 umol m™ s (+ 33,580) para folhas intactas e 237,3 pmol m? s (£30,730)
para folhas danificadas. O valor nas folhas intactas reduziu 37,5 %, e nas folhas danificadas
ocorreu um aumento de 10,2% (Fig. 3D).

Para 60 horas, o valor médio de Ci no controle foi de 252,5 pmol m? s (£7,832),
folhas intactas foi de 212,4 umol m™ s (£19,866) e folhas danificadas 341,1 umol m? s
(£5,568). Ocorreu uma reducao de 15,9% nas folhas intactas e houve um aumento de 35% nas
folhas danificadas (Fig. 3D). Portanto, conclui-se, considerando o controle, que, houve uma
diferenga significativa nas folhas intactas e folhas danificadas, somente com 60 horas de
estresse bidtico. Houve também uma diferenca significativa nos diferentes tempos, na

condi¢do (folha danificada) (Fig. 3D).
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Figura 3- Trocas gasosas. (A) Taxa de assimilacdo liquida de CO, (4); (B) Condutancia estomatica (gs); (C)
Transpirac¢ao (£) e (D) Concentragdo de CO; intercelular (Ci) em folhas de Cyathula prostrata atacadas pelo
inseto Herpetogramma bipunctalis. Letras maiusculas comparam as médias nas diferentes condi¢des (controle,
folha intacta e folha danificada) no mesmo tempo. Letras minusculas comparam as médias entre os diferentes
tempos (12h, 36h e 60h) dentro de cada condi¢do (controle, folha intacta e folha danificada). As médias foram
comparadas pelo teste SNK-Student-Newman-Keuls com p < 0.05. O Erro padrao ¢ indicado por barras.
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3.3.3 Fluorescéncia da clorofila a

Com o objetivo de se avaliar o efeito do estresse provocado pelo inseto H.
bipunctalis ao atacar a planta C. prostrata para os periodos de 12, 36 e 60 horas, avaliaram-se
os parametros de fluorescéncia da clorofila a: Fluorescéncia maxima (Fm) (Figura 4A);
Maxima eficiéncia quantica do PSII (F\/Fm) (Figura 4B); Rendimento quantico real do
transporte de elétrons do PSII (@psy) (Figura 4C); Taxa de transporte de elétrons (ETR)
(Figura 4D); Coeficiente de dissipagdo fotoquimica (qp) (Figura 4E); Coeficiente de
dissipacao nao-fotoquimico (NPQ) (Figura 4F).
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Figura 4- Fluorescéncia da clorofila a. (A) Maxima fluorescéncia (Fm), (B) maxima eficiéncia quantica do PSII
(Fv/Fm), (C) rendimento quantico real do transporte de elétrons do PSII (®psyr), (D) taxa de transporte de elétrons
(ETR), (E) coeficiente de dissipacdo fotoquimica (gp), (F) coeficiente de dissipagao ndo-fotoquimico (NPQ) , em
folhas de Cyathula prostrata atacadas por Herpetogramma bipunctalis. Letras maiusculas comparam as médias
nas diferentes condi¢des (controle, folha intacta e folha danificada) no mesmo tempo. Letras minusculas
comparam as médias entre os diferentes tempos (12h, 36h e 60h) dentro de cada condig@o (controle, folha intacta
e folha danicada). As médias foram comparadas pelo teste SNK-Student-Newman-Keuls com p < 0.05. O Erro
padréo ¢ indicado por barras.
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O valor médio da fluorescéncia maxima (Fm), no periodo de 12 horas de estresse
bidtico no controle, foi de 2589,4 (= 78,682). Para as folhas intactas foi de 2526,1 (+ 140,703)
e para as folhas danificadas foi de 1920,6 (+ 266,758). Pode-se observar que ocorreu uma
redugdo de 2,5 % nas folhas intactas e de 25,9% nas folhas danificadas (Fig. 4A).

Em 36 horas de estresse biotico, o valor médio de Fm no controle foi de 2683,2 (+
54,261). Para as folhas intactas foi de 2512,2 (£61,437) e para as folhas danificadas foi de
1600,9 (£ 93,116 ). Pode-se observar, também, que ocorreu uma redu¢do de 6,4% nas folhas
intactas e 40,4% nas folhas danificadas (Fig. 4A).

Com 60 horas, os valores médios de Fm foram 2635,8 (= 50,840), 26594 (+
124,099) e 1115,0 (£243,279) para controle, folhas intactas e danificadas, respectivamente.
Houve um aumento de 0,8% nas folhas intactas e uma redugdo de 57,7% nas folhas
danificadas (Fig. 4A). E possivel concluir que nos tempos de 36 ¢ 60 horas de estresse
biotico, houve diferenca significativa somente nas folhas danificadas, em relagdo ao controle.
E, ainda, ndo houve diferenca significativa em nenhum tempo, dentro de cada condicdo
(controle, folha intacta e folha danificada) (Fig. 4A).

A média da maxima eficiéncia quantica (Fv/Fm) com 12 horas em plantas controle,
folhas intactas e folhas danificadas, foi de 0,67 (£0,015), 0,66 (£0,021) ¢ 0,63 (£0,040),
respectivamente. Observa-se que houve a redugdo de 1,5% nas folhas intactas e uma reducao
de 6% nas folhas danificadas (Fig. 4B).

Com 36 horas de estresse, a média de F./F,, em plantas controle, folhas intactas e
folhas danificadas, foi de 0,71 (+0,010), 0,67 (£0,018) e 0,65 (£0,021), respectivamente.
Houve, portanto, uma reducao de 5,7% nas folhas intactas e de de 8,5% nas folhas danificadas
(Fig. 4B).

Em 60 horas de ataque, o valor médio de Fy/Fm no controle foi de 0,70 (£0,005),
folhas intactas 0,71 (£0,022) e folhas danificadas 0,59 (+0,052). Nas folhas intactas, houve
um aumento de 1,4% de F\/Fm e, nas folhas danificadas, uma reducdo de 15,8% (Fig. 4B).
Deste modo, ¢ possivel concluir que no tempo de 60 horas, houve diferenca significativa em
relacdo ao controle, somente nas folhas danificadas. Nao houve diferenca significativa nos
diferentes tempos dentro de cada condicao (controle, folha intacta e folha danificada) (Fig.
4B).

A média do valor quantico real do transporte de elétrons do fotossistema II (ppsn),

durante 12 horas de estresse, foi de 0,29% (£0,012), 0,21% (£0,012), 0,21% (+0,014) para
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controle, folhas intactas e folhas danificadas, respectivamente. Houve, portanto, uma redugao
de 27,6% nas folhas intactas e 27,6% nas folhas danificadas (Fig. 4C).

A média do ¢ PSII com 36 horas de estresse foi de 0,28% (+0,008), 0.25% (£0,0116),
0,17% (+0,006) para controle, folhas intactas e folhas danificadas, respectivamente. Houve,
também, uma reducdo de 10,8% nas folhas intactas e 39,3% nas folhas danificadas (Fig. 4C).

Com 60 horas, o valor médio do ¢dpsu foi de 0,25% (£0,022) para o controle, 0,18%
(£0,021) para folhas intactas e 0,10% (£0,012) para folhas danificadas. Logo, houve uma
reducdo de 28% nas folhas intactas e 60% nas folhas danificadas (Fig. 4C). Desta forma,
conclui-se que o GPSII de estresse biotico, para todos os tempos, teve uma diferenca
significativa nas folhas intactas e nas folhas danificadas. Houve, além disso, uma diferenca
significativa na condi¢do (folha intacta e folha danificada), para os diversos tempos (Fig. 4C).

A média dos valores relacionados a taxa de transporte de elétrons (ETR), no periodo
de 12 horas, foi de 127,8% (£5,478), 93,2% (£5,426) e 90,2% (£6,252) para controle, folhas
intactas e folhas danificadas, respectivamente. Houve uma reducao de 27,1% nas folhas
intactas e 29,5% nas folhas danificadas (Fig. 4D).

A média de ETR no periodo de 36 horas foi de 122,8% (£3,914), 108,6% (£5,108) e
83,0% (£3,911) para controle, folhas intactas e folhas danificadas, respectivamente. Houve
uma reducao de 11,6% nas folhas intactas e 35,5% nas folhas danificadas (Fig. 4D).

No tempo de 60 horas o valor médio do controle foi 113,0% (£7,839), 80,6%
(£9.,311) nas folhas intactas e 44,5% (£5,300) nas folhas danificadas. Houve uma reducdo de
28,7% nas folhas intactas e uma redugdo de 60,7% nas folhas danificadas (Fig. 4D). Conclui-
se, entdo, que para todos os tempos do estresse bidtico, houve diferenca significativa de ETR
em relagdo ao controle em folhas intactas e danificadas. Houve, ainda, uma diferenca
significativa para os diferentes tempos, dentro de cada condi¢do (folha intacta e folha
danificada) (Fig. 4D).

A média dos valores do coeficiente de dissipagcdo fotoquimica (gp) no tempo de 12
horas foi de 0,50% (= 0,019) para controle, 0,47% (+0,048) para folhas intactas e 0,44%
(£0,032) nas folhas danificadas. O ¢, reduziu 6% nas folhas intactas e 12% em folhas
danificadas nas relagdo ao controle (Fig. 4E).

Os valores de g, no tempo de 36 horas foram de 0,49% (+0,023) para controle,
0,48% (£0,032) para folhas intactas e 0,41 (+0,036) nas folhas danificadas. O ¢, reduziu
2,05% nas folhas intactas e reduziu 16,4% nas folhas danificadas (Fig. 4E).
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J& para o tempo de 60 horas, o valor de g, foi 0,48% (+0,046) para o controle, 0,34%
(£0,030) para folhas intactas e 0,24% (£0,031) para folhas danificadas. Obseva-se, que
ocorreu uma redugdo de 29,2% nas folhas intactas e de 50% nas folhas danificadas (Fig. 4E).

No entanto, para os tempos de 12, 36 e 60 horas de estresse bidtico, conclui-se que
houve uma diferenca significativa nas folhas intactas e nas folhas danificadas, em relacdo ao
controle. Houve, ainda, uma significativa diferenca para os tempos na condi¢ao (folha intacta
e folha danificada) (Fig. 4E).

O valor médio do coeficiente de dissipagdo ndo fotoquimica (NPQ) em 12 horas foi
de 0,99% (£0,045) no controle, 1,14% (+0,108) nas folhas intactas e 1,27% (+0,095) nas
folhas danificadas. O NPQ aumentou 15,1% nas folhas intactas e 28,4% nas folhas
danificadas (Fig. 4F).

A média de NPQ em 36 horas foi de 1,02% (+0,052) no controle, 1,48% (£0,165) em
folhas intactas e 1,31% (£0,137) nas folhas danificadas. O NPQ aumentou 45% em folhas
intactas e 28,4% em folhas danificadas (Fig. 4F).

Por fim, para 60 horas, o valor médio do controle foi de 1,11% (£0,061), 1,22%
(£0,075) nas folhas intactas e 1,32% (+0,288) nas folhas danificadas. Em 60 horas, o NPQ
aumentou 9,9% em folhas intactas e 18,9% em folhas danificadas. Desta forma, pode-se
concluir que ndo houve diferenca significativa do NPQ nas diferentes condi¢des (controle,
folha intacta e folha danificada) no mesmo tempo de indugdo. Assim, como também nao
ocorreu uma diferenca significativa nos diferentes tempos (12, 36 e 60 horas) dentro de cada

condic¢do (controle, folha intacta e folha danificada) (Fig. 4F).

3.3.4 Analise Bioquimica

Com o objetivo de avaliar o efeito do estresse provocado pelo inseto H. bipunctalis
ao atacar a planta C. prostrata, durante 12, 36 e 60 horas, realizaram-se as analises
bioquimicas: teste de aldeido maldnico (MDA) (Fig. 5) e concentragdo de peroxido de

hidrogénio (H202) (Fig. 6).
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Figura 5- Andlise bioquimica. Concentragdo de aldeido malonico (MDA) em folhas de Cyathula prostrata
atacadas pelo inseto Herpetogramma bipunctalis. Letras maiusculas comparam as médias nas diferentes
condigdes (controle, folha intacta ¢ folha danificada) no mesmo tempo. Letras minusculas comparam as médias
entre os diferentes tempos (12h, 36h e 60h) dentro de cada condigdo (controle, folha intacta e folha danificada).
As médias foram comparadas pelo teste SNK-Student-Newman-Keuls com p < 0.05. O Erro padrio ¢ indicado
por barras.
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A média na concentracdo de MDA com 12 horas de estresse bidtico nas folhas
controle foi de 20,1 nmol g'MF (0, 857), nas folhas intactas foi de 19,4 nmol g'MF (=0,
489) e nas folhas danificadas foi de 21,7 nmol g'MF (£2,655 ). Ocorreu uma redugio de 4,5
% nas folhas intactas e um aumento de 7,9 % nas folhas danificadas em relacao ao controle
(Fig. 5A).

Com 36 horas, a média de MDA nas folhas controle foi de 21,5 nmol g'MF
(£2,996), nas folhas intactas foi de 21,6 nmol g"'MF (£1,279) e nas folhas danificadas foi de
27,0 nmol g'MF (£2,830 ). Ocorreu um aumento de 0,4 % nas folhas intactas e um aumento
de 25 % nas folhas danificadas (Fig. 5A).

Com 60 horas, a média em folhas controle foi de 19,2 nmol g'MF (£2,181), nas
folhas intactas 20,6 nmol g'MF (£0,762 ) e nas folhas danificadas de 32,5 nmol g'MF
(£3,073) . Ocorreu um aumento de 7,2 % nas folhas intactas e 69,2 % nas folhas danificadas
(Fig. 5A). Apos analisar os dados, € possivel observar que houve diferenga significativa de
MDA somente no tempo de 60 horas nas folhas danificadas, comparadas ao controle.
Também observa-se que nao houve uma diferenca significativa em nenhum dos tempos,

dentro de cada condicao (controle, folha intacta e folha danificada) (Fig. 5A).
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Figura 6- Andlise bioquimica. Concentragao de peroxido de hidrogénio (H.O,) em folhas de Cyathula prostrata
atacadas pelo inseto Herpetogramma bipunctalis. Letras maiusculas comparam as médias nas diferentes
condigdes (controle, folha intacta ¢ folha danificada) no mesmo tempo. Letras minusculas comparam as médias
entre os diferentes tempos (12h, 36h e 60h) dentro de cada condigdo (controle, folha intacta e folha danificada).
As médias foram comparadas pelo teste SNK-Student-Newman-Keuls com p < 0.05. O Erro padrio ¢ indicado
por barras.
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A média na concentragdo de H>O> com 12 horas de estresse bidtico nas folhas
controle foi de 0,104 nmol g'MF (£0, 003), nas folhas intactas foi de 0,100 nmol g'MF
(£0,013) e nas folhas danificadas foi de 0,109 nmol g'MF (£0,001). Observa-se que hd uma
reducdo de 3,8% nas folhas intactas e um aumento de 4,8% nas folhas danificadas em relagdo
ao controle (Fig. 6).

Com 36 horas, a média de H,O» nas folhas controle foi de 0,101 nmol g'MF
(£0,010), nas folhas intactas foi de 0,128 nmol g'MF (£0,037) e nas folhas danificadas foi de
0,161 nmol g''MF (£0,017). Nota-se um aumento de 26,7% nas folhas intactas e um aumento
de 59,4% em folhas danificadas (Fig. 6).

Com 60 horas, a média em folhas controle foi de 0,109 nmol g'MF (£0,021), folhas
intactas 0,124 nmol g'MF (£0,034) e nas folhas danificadas de 0,182 nmol g''MF (£0,024) .
Ocorreu um aumento de 13,7 % nas folhas intactas e 66,9 % nas folhas danificadas. Portanto,
analisando os dados, observa-se, ainda, que houve diferenca significativa de H>O; nas folhas

danificadas para todos os tempos (Fig. 6).
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3.4 Discussao

O presente estudo relata alteracdes nos parametros de trocas gasosas e fluorescéncia
da clorofila @ em plantas de Cyathula prostrata submetidas ao estresse da lagarta
Herpetogramma bipunctalis.

Os parametros de trocas gasosas: taxa fotossintética (4), condutancia estomatica (gy),
concentracdo de carbono interno (C;) e transpiracao (E) e os parametros de fluorescéncia de
clorofila a: méxima fluorescencia (Fm), maxima eficiéncia quantica do PSII (Fv/Fn),
rendimento quantico real do transporte de elétrons do PSII (®@psy), taxa de transporte de
elétrons (ETR), coeficiente de dissipagcdo fotoquimica (gp) foram todos alterados, quando
submetidos ao ataque de lagartas de H. bipunctalis, em plantas de C. prostrata, ao longo dos

tempos de 12, 36 e 60 horas.

3.4.1 Trocas gasosas

Durante o estudo, a herbivoria da lagarta H. bipunctalis na folhas de C. prostrata
ocasionou um aumento do C; e a redu¢ao dos parametros 4, g, e E. O declinio desses
parametros, principalmente a taxa de assimilagdo liquida de CO; e a condutancia estomatica,
estao relacionados, diretamente, ao estresse causado pelo inseto, onde a planta diminui a
fotossintese e desvia recursos para a autodefesa (WELTER, 1989; NYKANEN;
KORICHEVA, 2004).

Os parametros de trocas gasosas 4 (Fig. 3A), gs (Fig. 3B), e E (Fig. 3C) reduziram
nos tempos de 12, 36 e 60 horas de estresse, tanto em folhas opostas que ndo foram
danificadas quanto nas folhas que foram danificadas. Além disso, os menores valores de
condutincia estomatica, indicam a interferéncia do inseto na fisiologia da planta. Portanto, a
funcdo estomatica prejudicada pode ser um resultado, direto, do dano no aparato
fotossintético por herbivoros ou pelo efeito das secrecdes salivares do inseto na planta, o que
ocasiona o fechamento dos estdmatos por vias de sinalizacdo que regulam o g (MEZA-
CANALES et al, 2017).

Todavia, o menor valor de 4 esta relacionado a gs, uma vez que o menor grau de
abertura dos estdmatos limita a entrada de CO; para a camara subestomadtica, reduzindo a
quantidade de substrato, para que a Rubisco atue como carboxilase, favorecendo a redugao da
fotossintese. Em Lamp et al. (2011) ¢ apresentado quatro genotipos de uva sob herbivoria de
quatro cigarrinhas Empoasca fabae (Hemiptera: Cicadellidae). Apds trés dias, observou-se,
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também, a rdpida alteracdo da fotossintese, ocasionando uma reducdo significativa nos
parametros 4 (22,3%) e g (45,4%).

A limitacdo da abertura estomatica também ocasionou reducdes na transpiracao
evitando, assim, a perda de H>O, que ¢ um elemento necessario para a manutengdo da planta
e esta relacionado a diversos processos bioquimicos (NABITY, et al., 2013).

Para VELIKOVA et al. (2010), o dano causado por Murgantia histrionica, em folhas
de Brassica oleracea, ocasionou reducdes na transpiracdo através da menor condutincia
estomatica.

A concentracdo interna de CO; (Ci), no presente estudo, aumentou no periodo de 60
horas, nas folhas danificadas, quando comparadas aos seus controles (Fig. 3D). O aumento da
concentragdo interna de CO2, sob um determinado estresse pode estar relacionado a queda na
atividade de enzimas envolvidas no processo de fixagdo de CO> (MACHADO et al., 1999,
2005).

Os elicitores nas secreg¢des orais (OS) de herbivoros diminui a transcricao de RuBP-
carboxilase/oxigenase (Rubisco) e Rubisco activase, podendo afetar a assimilacdo de carbono
pela menor taxa de carboxilagdo (GILARDONI et al., 2010, BILGIN et al., 2010, MEZA-
CANALES et al., 2017). Segundo Giri et al. (2006), através de eletroforese bidimensional,
foi observado que a herbivoria de Manduca sexta reduziu a abundancia de RuBPCase-
activase (RCA) em N. attenuata. A RCA ¢é uma proteina fotossintética abundante e
fortemente regulada apos o ataque de herbivoros.

Dai (2009) mostra, através dos seus resultados, que as folhas de Hypericum
sampsonii infestada ligeiramente, parcialmente e severamente pelo inseto Thrips tabaci,
tiveram um aumento da concentracdo interna de CO., indicando uma menor eficiéncia de
carboxilagcdo pelo aparato fotossintético. Para Marlin (2013), nas folhas de water hyacinth
(Eichhornia crassipes) expostas a diferentes niveis de herbivoria de Orthogalumna
terebrantis, houve um aumento do C; e da quantidade de tecido foliar danificado através da
alimentacdo do acaro.

Nas folhas opostas nao danificadas pelo inseto, houve reducdo nos parametros de 4,
gs, E e Ci nos tempos de 12, 36 e 60 horas, em relacdo ao controle. Muitos tipos de danos
causados por insetos, afetam a fotossintese em tecidos nao danificados e, esses efeitos,
ocorridos indiretamente na fotossintese, podem ser consideravelmente maiores do que a
remocao direta da area foliar (WELTER, 1989; ZANGERL et al, 2002) pois danos a

vasculatura que fornece esse tecido podem alterar os processos fotossintéticos nos tecidos
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remanescentes (NABITY et al., 2009). Outra possivel causa da redu¢do em folhas nao
atacadas, ¢ a inducdo de uma gama de respostas relacionadas a defesa (KESSLER;
BALDWIN, 2002) como o estimulo por meio da transdugdo de sinais que sinalizam para as
folhas ndo danificadas modularem seu metabolismo em resposta a herbivoria (ARIMURA et
al., 2011).

O ataque do inseto promoveu uma redugdo nos parametros de taxa fotossintética (A4),
condutancia estomatica (gs), transpiracao (£) ¢ um aumento na concentragdo de carbono
interno (Ci) no metabolismo da planta. Isso sugere que o efeito da redug¢do na area foliar
causada pela herbivoria do inseto H. bipunctalis, reduziu o investimento na fotossintese para

que a planta investisse no metabolismo relacionado a defesa.

3.4.2 Fluorescéncia da clorofila a

Nesse trabalho, demonstrou-se que a herbivoria da Lagarta H. bipunctalis em plantas
de C. prostrata foi responsavel pela reducao nos parametros da fluorescéncia da clorofila a:
Fm; Fv/Fm,; ©psi; ETR e gp.

Quando as plantas sofrem um estresse biotico, alteragdes nas membranas dos
tilacoides dos cloroplastos provocam mudangas nas caracteristicas dos sinais de fluorescéncia,
os quais podem ser mensurados nas folhas (RIBEIRO et al., 2003; BAKER; ROSENQVST,
2004). Neste estudo, as folhas danificadas nos periodos 36 ¢ 60 horas apresentaram reducdes
nos valores de fluorescéncia maxima comparada com os seus controles (Fig. 4A). O dano
causado no aparato fotossintético pode ocasionar perdas no teor de clorofila a, reduzindo a
eficiéncia maxima do fotossistema PSII nas folhas danificadas.

Resultados semelhantes foram apresentados em Marlin et al. (2013), onde houve uma
redugdo significativa em F, com o aumento da herbivoria de dcaros em plantas de water
hyacinth (Eichhornia crassipes). O resultado mostra que a herbivoria afetou a eficiéncia com
que a luz absorvida pelo PSII ¢ convertida em energia quimica.

No presente estudo, nas folhas danificadas no periodo de 60 horas, a variavel F,/F
apresentou reducao comparada com o controle (Fig. 4B). Essa reducdo ¢ devido a inativagao
dos centros de reagdo no PSII, uma vez que F,/F, reflete as mesmas tendéncias (LU,
VONSHAK, 1999). Essa inativacao dos centros de reagdo do PSII, ¢ devido ao dano
causado pelo inseto H. bipunctalis no aparato fotossintético da planta, sendo que os valores

padrdes para uma planta sem dano sdo, aproximadamente, 0,65 ¢ 0,85 de F,/F,, e quando as
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plantas apresentam valores abaixo de 0,65 indica-se inibicdo da atividade fotoquimica
(KLUGHAMMER; SCHREIBER 2008).

Em Velikova et al. (2010), houve o estudo com plantas de Brassica oleracea, em que
se demonstrou que os danos causados nas folhas por Murgantia histrionica ocasionam a
reducdo de F,/F,. Nele, o F.,/F,, de 0,73 foi registrado em folhas controle, sendo que nas
folhas danificadas dentro de 48 horas, apos a alimentacdo, a relagcdo Fy/Fn, foi inferior a 0,50,
sendo definidas como "dano severo".

Segundo Li et al. (2013), a reducdo de F./F, em folhas de Nicotiana tabacum
infestada por Bemisia tabaci (entre 2° ¢ 3° instar) indica uma eficiéncia reduzida do PSII.
Assim, reducdes em F,/F,, sao um claro indicador de danos ao aparelho fotosintético, podendo
ser irrecuperavel quando o F,/F,, cai para valores muito baixos (MAXWELL; JOHNSON,
2000).

Sob uma determinada quantidade de luz absorvida, ®psi representa o fluxo de
elétrons através do centro de reagdo do PSII (GENTY et al., 1989; BAKER; OXBOROUGH,
2005). Neste estudo o rendimento quantico real do transporte de elétrons do PSII (®@psi) teve
redugdo em folhas danificadas nos periodos de 12, 36 e 60 horas em relagdo aos seu controles.
Portanto, com o aumento do dano de H. bipunctalis os centros de reacdo de PSII foram
gradualmente fechados, resultando em um declinio no @ps;y e ETR provavelmente por danos a
integridade da membrana do tilacoide (MAXWELL ; JOHNSON, 2000).

A herbivoria de Trichoplusia ni (Lepidoptera: Noctuidae) (4° instar) em folhas de
Arabidopsis thaliana reduziu, também, diretamente o ®psi em areas danificadas ( TANG et
al., 2006).

A taxa de transporte de elétrons (ETR) corresponde ao nimero relativo de elétrons
que percorrem o PSII durante a fotossintese (Genty et al., 1989). Neste estudo, a ETR teve
uma redugdo dos tempos de 12, 36 ¢ 60 horas, nas folhas danificadas. A reducao desse
parametro indica que a herbivoria de H. bipunctalis provocou danos a integridade da
membrana do tilacoide reduzindo a eficiéncia do aparato fotossintético (Li et al. 2013), isto &,
para que acontega a fotossintese, a cadeia transportadora de elétrons deve estar funcionado
perfeitamente e, caso ocorra alguma interrup¢ao ou dano no transporte de elétrons, a producao
de ATP e NADPH sera prejudicada, comprometendo a fotossintese (KALAJL; GUO 2008).

Segundo Dai et al. (2009), o dano de 7. tabaci em folhas de H. sampsonii

gravemente feridas, resultou em reducdes da taxa de transporte de elétrons. Com o aumento
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do dano de T. tabaci, os centros de reagdo de PSII foram gradualmente fechados, reduzindo a
ETR e o ®@psi1, devido os danos a integridade da membrana do tilacoide.

A variavel qp indica a proporcao de centros de reacdo PSII que estdo abertos
(MAXWELL; JOHNSON, 2000) sendo desta maneira, o equilibrio entre a excitacdo dos
centros PSII e a remocdo de elétrons da PSII pela cadeia de transporte de elétrons
(CAMPBELL et al., 1998). Neste estudo, o coeficiente de dissipacdo ndo fotoquimica (qp)
teve uma redugdo em folhas intactas e danificadas nos tempos de 12, 36 e 60 horas. Essa
reducdo em qp, através da alimentagdo de H. bipunctalis, pode influenciar o ciclo da xantofila.
Esse ciclo estd envolvido na protegdo do PSII sob condi¢des excessiva de luz durante
estresses bioticos, dissipando o excesso de excitagao na forma de calor (YAMAMOTO;
BASSI, 1996).

Caso a dissipacdo dessa energia luminosa seja na forma de calor pelo ciclo das
xantofilas, o parametro de Y(NPQ) ira aumentar. Isso aconteceu no presente trabalho, pois o
NPQ aumentou devido ao aumento do estresse. Entretanto, ndo houve diferenca significativa
na variavel NPQ.

Segundo o estudo realizado por Dai et al. (2009), a especie H. sampsonii sob
estresse de 7. tabaci levou a redugdes significativas em q, especialmente nas folhas
gravemente infestadas. No estudo de Golan et al. (2015), as folhas de Citrus limon infestadas
por Coccus hesperidum, houve reducdo do coeficiente de extingdo fotoquimica (g,) em
relagdo as plantas controle.

Folhas opostas que nao foram danificadas pelo inseto, também podem exibir
fotosintese reduzida, contribuindo ainda mais para redugdes na produtividade (ALDEA et al .,
2006; NABITY et al , 2009 , 2012). Os parametros de fluorescéncia da clorofila como, ®psii €
ETR e ¢y, também reduziram em folhas que ndo foram danificadas. Segundo Nabity et al.
2009, alteragdes na fotossintese e na transpiracdo sdao transmitidas para folhas que nao
sofreram dano apds a herbivoria, mostrando a planta responde ao estresse induzido pelo

inseto.

48



3.4.3 Concentracao de peroxido de hidrogénio (H203)

As EROs podem agir como um elemento prejudicial para a planta ou como um fator
protetor e sinalizador, dependendo do equilibrio entre a produ¢do e sua eliminagdo
(BOGUSZEWSKA; ZAGDANSKA, 2012). Houve um aumento significativo na
concentracdo de H»O: nos diferentes tempos (12, 36 e 60h) dentro da condi¢do folha
danificada. Este aumento induzido em folhas de C. prostrata pela alimentacdo de
H.bipunctalis pode estar associado a uma “explosao oxidativa” ou a transdugao de sinal como
mecanismo de defesa da planta.

A “explosdo oxidativa”, que constituem na produ¢do de EROs, principalmente anion
superoxido (02 ™) e perdxido de hidrogénio (H2O2) acontece de maneira rapida em resposta a
herbivoria em plantas (HU et al., 2009), sendo que o H>O; ¢ a principal espécie reativa de
oxigénio que aciona moléculas para a inducdo de genes de defesa, além de estimular a

produgdo de enzimas antioxidativas (LUKASIK et al., 2012).

3.4.4 Peroxidagdo de lipideos (MDA)

As altas concentracdes de aldeido malonico (MDA) produzidos durante a
peroxidacao de lipideos, ¢ um forte indicador para refletir danos causados as membranas
celulares (LIANG et al., 2003). Neste estudo, houve um aumento significativo dos niveis de
MDA em folhas danificadas no tempo de 60 horas, em comparag¢do ao controle. Essas altas
concentragdes de MDA evidenciaram, claramente, que as plantas de C. prostrata sofreram
danos oxidativos nos lipidios da membrana, podendo causar danos irreversiveis, afetando
severamente sua funcionalidade e integridade.

De acordo com Huang (2007), os conteudos de MDA nas folhas de variedades de
alfafa sob a infestagdo do pulgdo (Aphis medicaginis) mostraram que as variedades
suscetiveis sempre apresentaram maior teor de MDA do que variedades resistentes, e os
teores de MDA tendem a aumentar nas variedades sensiveis e resistentes no periodo de 48 e

192 horas.
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3.5 Conclusoes

A herbivoria do inseto H. bipunctalis diminuiu a capacidade fotossintética de folhas
ndo danificadas e danificadas de Cyathula prostrata reduzindo os pardmetros de trocas
gasosas (4, g, E) e promovendo aumento no (C;).

Observou-se redugdes nos parametros de fluorescéncia da clorofila a (Fn, F\/Fn,
®psi, ETR e qp). Houve um aumento significativo na concentragdo de H>O> e aumento

significativo MDA em folhas danificadas, sugerindo a ocorréncia de estresse oxidativo.
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