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AVALIAGCAO DE RESISTENCIA DE CULTIVARES DE CANA-DE-A(;UCAR
AO Sugarcane yellow leaf virus (SCYLV) E AO SEU AFIDEO VETOR
Melanaphis sacchari

RESUMO-Este trabalho teve como tema a avaliagdo da resisténcia de
cultivares de cana-de-agucar (Saccharum sp.) ao virus do
amarelecimento foliar (SCYLV) e ao seu principal afideo vetor
Melanaphis sacchari (Zehntner). Cinco cultivares de cana-de-agucar
(IACSP93 3046, IACSP95 5000, IACSP95 5094, IACSP96 3076 e SP71
6163) escolhidas devido a importancia econdmica para 0s canaviais
brasileiros, foram multiplicadas por cultura de meristema e indexadas em
uma biofabrica e avaliadas quanto a resisténcia ao seu inseto vetor M.
sacchari, por meio do estudo do comportamento deste afideo nessas
cultivares através de testes de antibiose, antixenose e EPG (Eletrical
Penetration Graphs). Paralelamente, um segundo ensaio foi
estabelecido para avaliar o desenvolvimento do amarelecimento foliar
em campo, apos inoculagao do virus (SCYLV) nas plantas indexadas.
Os pulgbdes mostraram uma preferéncia para a cultivar IACSP96 3076 e
melhor desenvolvimento populacional na IACSP95 5000. Parametros
floematicos favoraveis ao desenvolvimento de M. sacchari foram
descobertos na cultivar SP71 6163 reforcando sua suscetibilidade a
infeccado de SCYLV, e comprovando por meio de avaliagdes de
severidade de sintomas, que o0 amarelecimento da cana-de-agucar
expressa-se com maior rapidez e intensidade nesta cultivar.

Palavras-chaves: Antibiose, Antixenose, EPG, Saccharum sp., SCYLV,
Sintomatologia.



EVALUATION OF SUGARCANE CULTIVARS RESISTANCE TO Sugarcane
yellow leaf virus (SCYLV) AND TO ITS APHID VECTOR Melanaphis
sacchari

ABSTRACT-This research focused on the evaluation of resistance in
sugarcane (Saccharum spp.) to the Sugarcane yellow leaf virus (SCYLV)
and to its main vector, the sugarcane aphid Melanaphis sacchari
(Zehntner). Five sugarcane varieties (IACSP93 3046, IACSP95 5000,
IACSP95 5094, IACSP96 3076, and SP71 6163), chosen due to their
economic importance to Brazilian sugarcane growing areas, were
multiplied by tissue tip culture, indexed, and evaluated in terms of the
aphids’ behavior by the traditional antibiosis, antixenosis and EPG
(Electrical Penetration Graphs). At the same time, a second test was set
up for evaluating the development of yellowing leaf on field after
inoculation with SCYLV. The aphid showed preference for IACSP96
3076 and higher population growths indexes on IACSP95 5000. We
found out favorable parameters on the insect behavior over variety SP71
6163 that reinforce its previously known high susceptibility to SCYLV
infection. We also demonstrate by these experiments the existence of
pre and post-phloematic penetration factors that influence the behavior of
M. sacchari and further transmission of SCYLV, and proving through
initial assessments of symptoms severity that YLS yellowing of
sugarcane expressed faster and more strongly in this cultivar.

Key words: Antibiosis, antixenosis, EPG, Saccharum sp., SCYLV,
symptomatology.



1 INTRODUGAO

A cana-de-acucar estd entre as principais culturas de importancia
econdmica do Brasil se destacando como fonte de agucar, alcool e biomassa.
Grande parte da perda de rendimento na produtividade de cana-de-agucar
deve-se a suscetibilidade as doencas, destacando entre as doencgas viréticas, o
amarelinho e o0 mosaico da cana.

O amarelinho, causado pelo virus do amarelecimento foliar da cana-de-
agucar, Sugarcane yellow leaf virus (SCYLV), é uma das principais viroses dos
canaviais brasileiros, desde a metade da década de 1990, quando esta doencga
gerou perdas de até 50% no rendimento da variedade SP71 6163, uma das
mais promissoras para a industria agucareira na época (GONCALVES, 2005).

Esta doencga, caracterizada pelo amarelecimento foliar, evidenciado pelo
amarelecimento da nervura central, pode ser de dificil deteccdo no campo por
normalmente expressar sintomas apenas em folhas mais velhas. Muitas vezes,
plantas infectadas com o virus ndo apresentam sintomas, os quais podem
aparecer no final do ciclo da cultura (VEGA et al., 1997)

A disseminacgao do virus ocorre pela propagacao de material infectado
(gemas), e a transmissdo da doenga no campo ocorre principalmente por
afideos vetores Melanaphis sacchari (SCHENCK; LEHER, 2000). O tipo de
transmissao do virus pelo vetor se caracteriza como sendo persistente,
circulativa e nao propagativa (D'ARCY; DOMIER, 2005; VEGA et al., 1997,
FARTEK et al., 2014). O virus ndo é eliminado por tratamento térmico ou
quimico dos toletes de cana-de-agucar, mas pode ser eliminado por cultura de
meristemas (CHATENET et al., 2001).

As principais formas de controle da disseminacdo da doenca do
amarelecimento foliar consistem no uso de cultivares resistentes, uso de
material propagativo sadio e controle dos insetos-vetores. Uma vez que o virus
e transmitido pelos pulgdes, a avaliagao da resisténcia de cultivares de cana-
de-acucar ao SCYLV também deve ser abordada considerando o
comportamento do inseto-vetor em relagdo aos cultivares, ou seja, o efeito da

cultivar no ciclo reprodutivo do inseto (antibiose) e o efeito repelente na sua



preferéncia (antixenose). No entanto, algumas Ilimitagdes podem ser
observadas nos métodos convencionais empregados, visto que as avaliagdes
quanto a resisténcia se limitam a porcdo externa da folha/planta, nao
detectando fatores que podem se situar em camadas mais internas, tais como
floema e xilema (SALAS et al.,, 2010). Por este motivo, foi importante a
realizacdo da técnica de monitoramento eletronico da alimentacdo (Eletrical
Penetration Graphs), possibilitando a observagao de M. sacchari internamente
nas diferentes cultivares testadas, auxiliando assim a observagao de principios
de persisténcia que podem ajudar na redug¢ao do SCYLV (TJALLINGII, 1985).

No Brasil, existe pouca informacgao a respeito da resisténcia de cultivares
comerciais de cana-de-acucar ao amarelinho, ao mesmo tempo em relacido ao
comportamento do inseto vetor elas sao inexistentes. Tal informagao é
importante, principalmente, na recomendacao de cultivares em areas de alta
incidéncia do inseto-vetor, como estratégia de manejo da doenca.

Vale ressaltar também que, paralelamente a cultura da cana-de-agucair,
o plantio de sorgo vem crescendo como cultura bioenergética associada ao
cultivo da cana e, consequentemente, favorecendo as populagdes de insetos-
vetores, incluindo M. sacchari, que coloniza a cultura, o que podera, em curto
prazo, colaborar para o aumento da incidéncia do amarelinho e mesmo de
outras viroses da cana-de-agucar.

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a resisténcia de
cultivares comerciais de cana-de-agucar, provenientes do Programa de
Melhoramento de Cana-de-Agucar do Instituto Agronémico (cultivares IAC)
quanto ao SCYLV, sendo este estudo complementado por meio do
comportamento do principal afideo vetor, através da avaliacdo da sua biologia,

por antibiose e antixenose e langando mao da técnica de EPG.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Cenario da Cana-de-agucar no Brasil e no Mundo

Com o centro de origem no Sudeste da Asia, mais precisamente na
Nova Guiné e Indonésia, a cana-de-agucar é cultivada no mundo ha mais de
4000 anos (BORRAS-HIDALGO et al., 2005) e é hoje considerada uma cultura
sucroenergética devido ao seus diversos potenciais de uso (HOFFMANN,
2014).

A cana-de-agucar pertence a familia Poaceae, e ao género Saccharum
sp. (D'HONT et al.,, 1998). As cultivares modernas sdao complexos hibridos
interespecificos decorrentes do cruzamento principalmente, entre Saccharum
offinarum e S. spontaneum (SANTOS, 2013; PANJE; BABU, 1960; PRICE,
1963). O Brasil € o maior produtor mundial de cana-de-agucar, respondendo
por 22% da produgado mundial de agucar (Jornal da Cana, 2014), seguido pela
india, e China, com uma participagdo aproximada de 14% e 8%,
respectivamente do mesmo derivado (Grupo Sao Martinho, 2014).

Segundo estimativas da Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB) em parceria com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) para safra de 2014/15, a area brasileira cultivada com
cana-de-acgucar que sera colhida e destinada a atividade sucroalcooleira sera
de aproximadamente 9.098,03 mil hectares, distribuidos em todos estados
produtores. No Brasil, Sdo Paulo detém mais de 50% da area cultivada com
cana-de-agucar (4.678,8 mil hectares), seguindo por Goias (9,85%), Minas
Gerais (8,8%), Mato Grosso do Sul (7,63%), Parana (7,07%), Alagoas (4,41%),
e Pernambuco (2,89%). A cana-de-agucar expande-se no territorio brasileiro
principalmente nos Estados de Sao Paulo, Mato Grosso do Sul, Goias, Minas
Gerais e Parana, onde foi observado um crescimento de 3,3 % ou de 286,6 mil
hectares em relagao a safra 2013/14 (CONAB, 2014).

O aumento de producdo e de produtividade da cultura se deve ao
aumento necessario para atender a demanda populacional. A producao de

agucar em todo o mundo dobrou desde o inicio da década de 1970, passando



de aproximadamente 71 milhdes de toneladas de acucar bruto na safra de
1971, para aproximadamente 160 milhdes safra 2011/2012 (Grupo Sé&o
Martinho, 2014). A produgao de etanol obteve um crescimento rapido de 57%
no periodo de 2008-2012, na escala global.

Para atender a essas demandas de produtividade e visando o melhor
desempenho das cultivares nos diferentes ambientes, atualmente, no Brasil, as
cultivares de cana-de-agucar sdo desenvolvidas por quatro grupos de
pesquisa. Em termos de area plantada no Brasil, o grupo Ridesa (Rede
Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético) lidera com
62% da area com seus cultivares, o Centro de Tecnologia Canavieira (CTC)
detém 33,8%, enquanto o Instituto Agronédmico de Campinas (IAC-Cana) ocupa
0,9% e o grupo Canaviallis 0,01% (BATISTA, 2014).

2.2 Sindrome do amarelecimento foliar (Amarelinho)

A doencga do amarelinho da cana-de-agucar foi primeiramente relatada
no Brasil em 1989, e durante toda a década de 90 gerou grandes dificuldades
no manejo dos canaviais do estado de Sao Paulo, onde cultivares altamente
produtivas, como a SP71 6163 tiveram que ser eliminadas, devido a grande
suscetibilidade a esta virose (GONCALVES, 2005; VEGA et al., 1997).

No inicio do aparecimento, a doenga era denominada de sindrome do
amarelecimento foliar da cana e foram levantadas hipéteses sobre fatores
abioticos (solo, clima) e bidticos (fungos, nematdides, fitoplasmas, virus) como
o possivel agente causal da doenga (SILVA et al., 2008).

A intensidade dos sintomas do amarelinho é diferencialmente expressa
nas cultivares de cana infectadas. Em cultivares mais suscetiveis, as plantas
infectadas apresentam amarelecimento da face abaxial da nervura central das
folhas, seguindo posteriormente por todo limbo foliar. Folhas mais velhas (+6;
+7) apresentam uma coloragdo avermelhada na face adaxial da nervura central
e, posteriormente perda de pigmentagao distribuida no limbo foliar, progredindo
do apice para a base, seguida pela necrose do tecido (GONCALVES et al.,
2005). Abu Ahmad et al. (2007) relatam que esta descoloracdo das folhas



geralmente ocorre quando a lamina foliar ainda encontra-se verde. Cronjé et al.
(1998), afirmam que estes sintomas sao verificados principalmente em folhas
maduras sob condi¢cdes de baixas temperaturas e estresse.

As plantas afetadas pelo amarelinho apresentam redugdao no teor de
sacarose e amido nos colmos (IZAGUIRRE-MAYORAL 2002; LOCKART et al.,
2000), aparentemente por alteracées no floema, dificultando o transporte de
acgucares e resultando no acumulo destes na nervura central da folha, além de
ter sido observado um pior desenvolvimento do sistema radicular (VEGA et al.,
1997; GONCALVES et al.,, 2005; VASCONCELOS et al.,, 2009). Outros
sintomas incluem encurtamento dos entrends, amarelecimento e necrose de
folnas mais velhas (ABU AHMAD et al., 2007), o que pode comprometer a
producao significativamente conforme foi observado para a cultivar SP71 6163,
com perdas de até 50% (VEGA et al., 1997).

Muitas vezes é dificil detectar os sintomas desta doengca no campo, e
quando se faz a identificacdo, dependendo da incidéncia do afideo-vetor, o
virus pode ter disseminado para outras plantas e variedades da usina
canavieira. A cultivar SP71 6163 que era uma das mais produtivas por
apresentar alto teor de sacarose e boa producdo de massa, foi banida dos
canaviais, por ter sido a mais suscetivel ao virus do amarelecimento foliar.
Vega et al. (1997) citaram que os sintomas de infeccdo pelo SCYLV na
variedade SP71 6163 s6 eram identificados em folhas mais velhas, quando a
doengca ja havia disseminado para grande parte dos canaviais, o que
possivelmente foi a causa da eliminacado rapida desta cultivar dos canaviais
brasileiros.

Esta doenga pode causar perdas no rendimento nas cultivares
suscetiveis mesmo quando as plantas infectadas ndo expressam os sintomas
tipicos desta virose (LOCKART e CRONJE, 2000). Lehrer e Komor (2008)
verificaram redugao de até 30% no rendimento de cultivares de cana-de-agucar
assintomaticas, porém infectadas com o SCYLV. Na Louisiana, Estado Unidos,
alguns trabalhos demonstraram perdas significativas no rendimento nas plantas
infectadas com o SCYLV (GRISHAM et al.,, 2002). Izaguirre-Mayoral et al.
(2002), observaram redugao no didmetro dos colmos e perdas de qualidade no

caldo de cana extraido de plantas assintomaticas, porém infectadas.



No Brasil, a maioria das variedades atuais sdao assintomaticas quando
infectadas pelo SCYLV. No entanto, amostras foliares coletadas de diferentes
regides produtoras de cana-de-agucar no periodo de 2005-2010, foram
positivas para a presenga do virus pelo teste de RT-PCR (Reverse
Transcriptase Polymerase Chain Reaction) (GONCALVES et al., 2012).

Estudos realizados na Florida e no Havai caracterizaram S. spontaneum
como um dos germoplasmas mais resistentes ao virus, com até 93% dos
clones analisados isentos de infecgdo) enquanto S. officinarum mostrou-se
mais suscetivel, com variacbes de 24 a 48% dos clones livres de virus
(KOMOR, 2011; COMSTOCK et al., 2001; SCKENCK e LEHER, 2000).

Atualmente, esta virose tem sido encontrada de forma endémica nos
canaviais brasileiros, mas seus danos sdo frequentemente ignorados pelos
produtores, devido ao uso de cultivares tolerantes, e auséncia de sintomas
visuais ate os ultimos estadios produtivos da cana-de-agucar (GONCALVES et
al., 2012).

No Brasil, a medida de controle para a o amarelinho foi a erradicagao
dos canaviais brasileiros da variedade mais suscetivel ao virus, a SP71 6163 e
a sua substituicao por outras cultivares mais resistentes, reduzindo a incidéncia
da doencga nos campos de cultivo (SILVA et al., 2008). Em experimento de
campo, Casagrande (2007) constatou a redugéo de 31% de producdo em
cultivares doentes comparadas a plantas assintomaticas. Vasconcelos et al.
(2009) ressalta que o virus tornou-se endémico e mostra-se com um grande
potencial de danos aos canaviais, sendo necessario o desenvolvimento de
cultivares resistentes através dos programas de melhoramento genético.

Por ser uma doenca de dificil visualizacdo nas plantas jovens, em alguns
programas de melhoramento de cana-de-agucar, a exemplo do Programa de
Melhoramento de Canal Point nos Estados Unidos (Canal Point - Breeding
Program), é observado que a incidéncia de clones com SCYLV aumenta dos
primeiros estadios de selecdo até o ultimo do programa (COMSTOCK;
MILLER, 2004).



2.3 Caracterizagao do SCYLV

O amarelecimento foliar foi primeiramente descrito no Havai em 1988.
No entanto, as particulas virais somente foram identificadas no floema, com a
técnica de TBIA (Tissue Blot Immunoassay) empregando-se antissoro para o
Barley yellow dwarf virus, da familia Luteoviridae (VEGA et al., 1997). Estudos
posteriores desenvolvidos com sequéncias de RNA viral confirmaram ser este
virus pertencente a familia Luteoviridae e ao género Polerovirus (MAIA et al.,
2000; MOONAN et al.,, 2000). Acredita-se que este virus provéem da
ressurgéncia da murcha amarela (Yellow Wilt), observada nos anos 60 na
Africa (RICAUD, 1968). Abu Ahmad e colaboradores (2007) fizeram uma
caracterizagdo geografica de SCYLV em quatro grupos: BRA (Brasil), CUB
(Cuba), PER (Peru) e REU (llhas Reuni&o).

Os virus pertencentes a esta familia multiplicam-se no floema das
plantas hospedeiras e sdo transmitidos por afideos. A transmissdo de SCYLV é
do tipo persistente, circulativa, ndo propagativa, ou seja, o afideo apdés a
aquisicao do virus é capaz de transmitir o virus por todo o seu ciclo de vida,
incluido as ecdises, para varias plantas. Entretanto, ndo ocorre replicacdo no
interior do inseto e ndo ha a transmissao a sua prole (VEGA et al., 1997; MAIA
et al., 2000; MOONAN et al., 2000; DOMIER, 2012) . Costa (1998) descreveu
que nesse tipo de transmissao, apds adquirirem o virus, os pulgdes vetores séo
capazes de transmitir as particulas virais por semanas, as quais passam pela
parede do intestino, indo em direcdo a hemolinfa e retornando para as
glandulas salivares, e dai sendo transmitidos para uma nova planta. Devido a
localizag&o no floema, os virus caracterizados como de transmissao persistente
necessitam de um periodo de horas para serem adquiridos e transmitidos,
demandando dos afideos maior tempo de fixagcdo na planta e um longo
trabalho estiletar (NAULT, 1997).

Os membros da familia Luteoviridae possuem como caracteristica a
forma isométrica das particulas virais e restricdo ao floema. Além disso, outra
caracteristica dos luteovirus € a de elevar a concentragao de acucares em

tecidos foliares, principalmente da nervura central onde é observado o



amarelecimento agudo em plantas sintomaticas (ORLOB; ARNY, 1961;
BARROSO et al., 1995; COMSTOCK; MILLER, 2005).

O tempo necessario para expressao dos sintomas resultantes da
infeccdo com o virus tem sido apontado em plantas com no minimo 200 dias de
idade (LEHRER; KOMOR, 2008) e a inconstancia desta sintomatologia, devido
a outros fatores abiéticos como estresse hidrico (LOCKART; CRONJE, 2000)
sao fatores que dificultam a selecao de cultivares resistentes ao SCYLV. Ja
existem relatos de transgénicos de cana-de-agucar resistentes ao SCYLV,
sendo a primeira transformacao obtida pelo USDA (United State Department of
Agriculture) no clone CP92-1666. No entanto, este clone tem sido utilizado
como genitor em cruzamentos, pois, possui baixos rendimentos (GILBERT et
al., 2009; GLYNN et al., 2010).

Um levantamento da incidéncia de SCYLV no germoplasma da estacao
de melhoramento do USDA-Canal Point revelou baixa incidéncia do SCYLV em
acessos de S. spontaneum (7%), sendo esta espécie considerada a mais
resistente e um bom genitor em cruzamentos visando a obtencédo de gendtipos
resistentes ao SCLVY. S. officinarum aprensentou 75% de incidéncia de
SCYLV enquanto em S. robustum, S. sinense e S.barberi a incidéncia foi de
62.5%, 46.2% e 13.6%, respectivamente (COMSTOCK, 2001).

2.4 Transmissao do Virus

A principal forma de disseminagdo do SCYLV é através do uso de
toletes infectados. O virus espalhou-se pelo mundo por meio de germoplasma
infectado quando métodos de diagndstico dessa doenga néo existiam (ABU
AHMAD et al., 2007) e tornou-se uma doenga endémica nas principais regides
produtoras de cana-de-agucar do mundo (GONCALVES, 2008). A principal
forma de transmissdo do virus para inumeras cultivares de cana-de-agucar
ocorre por meio das espécies de afideos M. sacchari, Rophalosiphum maidis
(SCAGLIUSI E LOCKART, 2000; LOPES et al., 1997) e Sypha flava (LOPES et

al., 1997). Segundo estudos de Gongalves (2005), as trés espécies de afideos



sao de comum ocorréncia no Brasil, porém a maior eficiéncia de transmissao
se da com M. sacchari (SCHENCK; LEHRER, 2000).

M. sacchari (Zehntner), é considerada a principal espécie aholociclica no
mundo, que se reproduz por partenogénese (NIBOUCHE et al. 2014). Esse
modo de reprodugao reflete numa baixa variabilidade populacional favorecendo
a colonizagao de uma ampla faixa territorial e de hospedeiros (VRIJENHOENK;
PARKER, 2009). Estes insetos apresentam uma caracteristica de grande
plasticidade fenotipica de adaptacdo ao meio, e sua rapida reprodugao
assegura sua grande disseminacgao (LOXDALE, 2009). Nibouche et al. (2014)
comprovaram por meio do estudo com microssatélites de populagcbes de M.
sacchari coletados em 42 localidades, de 15 paises, que a taxa de diversidade
genética para esta espécie de afideo € muito baixa, e os polimorfismos
encontrados sao devidos a influéncia do meio e ndo da planta hospedeira.

A espécie M. sacchari apresenta uma coloragéo variavel de acordo com
a planta hospedeira e com as condi¢des ambientais. No entanto, normalmente
apresenta-se verde-amarelada, medindo de 1,5-2,0 mm de comprimento
(BLACKMAN; EASTOP, 2000). Apresenta as formas apteras e aladas, sendo
que os pulgbes alados normalmente sdo menores e tem asas hialinas.
Reproduzem-se por partenogénese telitoca, quando um pulgéo adulto origina
outras ninfas sem a participagcao de machos da mesma espécie.

Segundo relatos feitos (NARAYANA, 1975) em plantas de sorgo
(Sorgum bicolor (L.), que também é uma espécie hospedeira de M. sacchari,
estes insetos formam col6nias na face abaxial das folhas. Os alados possuem
manchas escuras no dorso (SINGH et al., 2004). Apresentam quatro estadios
ninfais, que podem se completar entre 4 a 12 dias (CHANG et al., 1982;
MANTHE, 1992). Existem relatos que os adultos podem ter idade minima de
10-16 dias (MEKSONGEE; CHAWANAPONG, 1985), 14-37 (CHANG et al.,
1982), ou 28 dias (VAN RENSBURG, 1975), produzindo mais que 68 ninfas por
fémea, sendo a média 34 ninfas por adulto (MEKSONGEE; CHAWANAPONG,
1985).

Os pulgdes nédo sao considerados pragas primarias para a cultura da
cana-de-agucar (GALLO et al., 2002). No entanto, tendo em vista o ciclo
reprodutivo alto em um curto periodo de tempo (KINDLANN et al., 2007) e por

serem vetores da maioria dos virus que infectam a cultura da cana-de-acgucar
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como o mosaico (SCMV- Sugarcane Mosaic Virus), o SCSMV e o SrMV séo
insetos que apresentam danos econdmicos indireto. De modo geral os afideos
sdo vetores de 28% das fitoviroses de todas as culturas (HOGENHOUT et al.,
2008), sao considerados importantes pestes.

Os pulgbes pertencem a ordem Hemiptera e sédo classificados como
hemipteras (possuidores de bainha estiletar) (KIMMINS, TJALLINGII, 1985;
SALAS, 2004). O aparato bucal dos afideos é classificado como picador-
sugador é altamente especifico e eficiente para a transmissao de virus, sendo
limitante para estes insetos a dependéncia de alimentos a partir do floema
vegetal (DIXON, 1998). O aparelho bucal é formado por dois pares de estiletes
(labium e labrum), sendo um longo e um curto, com fungbes sensorial e
direcional, respectivamente (SALAS, 2004). O labium tem dois canais, o canal
alimentar, por onde os fluidos seccionados passam e o canal salivar por onde a
saliva contaminada é injetada (COSTA, 1998; PONSEN, 1977).

Segundo Paray (2011), M. sacchari adquire as particulas do SCYLV em
menos de 24 horas apos a ingestao de seiva contaminada, embora trabalhos
mais precisos em laboratério indicaram ser necessario um tempo minimo de
4,5 horas (Msiri, 2008). Ao alimentarem-se de uma planta infectada e em
seguida partir para alimentarem-se em outra planta sadia, inoculam o virus, e
que tem grande importancia econémica para a lavoura canavieira (GALLO et
al., 2002). Um grande numero de gramineas sdo hospedeiras deste afideo,
principalmente aveia (Avena sativa), capim andropogon (Andropogon gayanus),
arroz (Oryza sativa), trigo (Triticum sativum), sorgo (Sorghum bicolor) e o milho
(Zea mays) (DENMARK, 1988).

Na cultura do sorgo, quando o controle da populagdo de M. sacchari
com inseticidas ndo é feita, as perdas no rendimento podem chegar a 78%
(MATEHEE, 1974; VAN RENSBURG; VAN HAMBURG, 1975). No entanto
visando minimizar perdas, estudo da resisténcia a M. sacchari em algumas
linhagens de sorgo demostraram que estas influenciaram na redugédo da taxa
de fecundidade e aumento de mortalidade (HAGIO, 1992), auxiliando no
controle.

Em muitos paises a espécie tornou-se uma praga limitante, sendo o seu

controle uma necessidade, utilizando cultivares resistentes e por meio de
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controle biolégico. Na Louisiana, EUA, por exemplo, o coccinelideo predador

Diomus terminatus é utilizado no controle de M. sacchari (AKBAR et al., 2010).

2.5 Cultura de micromeristemas

A técnica de cultura de tecidos tem sido um alicerce para a producgao de
material propagativo vegetal livre de virus. Tal método tem sido utilizado em
regides canavieiras do Brasil, Louisiana, Florida e Colédmbia (COMSTOCK,
2004). Experimentos feitos por Comstock e Miller (2005), comprovaram que
plantas obtidas por cultura de meristema inicialmente mostravam-se negativas
quanto a presenca do SCYLV. No entanto, apdés dois anos de exposi¢cao
dessas cultivares a doenca em campo, a incidéncia do virus aumentou
significativamente de 20 a 86%. Segundo Gongalves et al. (2005) inumeras
plantas no campo comercial podem apresentar-se assintomaticas, no entanto,
mostraram-se positivas quando avaliadas por testes de diagnostico em
laboratorio.

Na regido meristematica ha uma alta atividade metabdlica, e pouco
tecido vascular, o que compromete o desenvolvimento e replicagdo de
microrganismos que se multiplicam no floema. Além disso, no tecido
meristematico € encontrada uma alta taxa de toxinas que inibem a replicagao
dos virus (GONCALVES et al., 2012). A produgcao de plantas limpas de virus
por cultura de meristemas exige a indexagao das mudas (PARMESSUR et al.,
2002). Os meétodos que podem ser utilizados para idexagdo variam desde
sorologicos a moleculares os quais serdao escolhidos diante dos recursos
disponiveis e do objetivo, o qual é definido pela sensibilidade do teste
(GONCALVES et al., 2012).

Outra técnica bastante utilizada para controlar a disseminacdo do
patdgeno é o tratamento térmico, porém, diversos autores citam a técnica como
pouco eficiente para eliminar o virus presente nos colmos contaminados
(SCHENCK, 1990).

Frente a estes desafios, a partir do ano de 2000, inumeras foram as

pesquisas para o desenvolvimento de métodos que identificassem de forma
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sensivel e eficaz o SCYLV nos materiais de propagacgao vegetativa de cana-de-
acgucar.

Segundo Korimbocus et al. (2002), as principais formas de detec¢ao do
SCYLV em plantas infectadas tém sido o uso de anti-soros especificos para o
virus, especialmente via as técnicas de ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
assay) e de TBIA (Tissue Blot Immunoassay). No entanto, estes testes ndo séo
tdo precisos quanto a sensibilidade e a especificidade de detecgdo do
patdgeno viral quando comparados aos testes baseados na reagdo em cadeia
da polimerase (PCR), altamente sensiveis e especificos. Recentemente,
técnicas de PCR em tempo real (real time RT-PCR) com o uso de sondas
especificas, como o AmpliDet RNA e a TagMan, tem sido utilizadas para
diagnosticar o SCYLV (GONCALVES et al., 2002; KORIMBOCUS et al., 2002).
A RT-PCR é mais trabalhosa em relagao as técnicas serolégicas, demandando
maior tempo para realizar todo o processo, no entanto, apresenta maior
sensibilidade ao diagndstico de SCYLV, o qual mesmo em baixas
concentragcdes na planta pode apresentar bandas no gel de agarose, para a
presenca do virus no tecido foliar (ZHU et al., 2010). Além disso, as técnicas da
biologia molecular apresentam como vantagem a versatilidade, podendo
diagnosticar varias amostras simultaneamente. No entanto, estas técnicas

apresentam como desvantagem o alto custo dos reagentes (Gongalves, 2005).

2.6 Resisténcia de plantas a Insetos

O estudo de resisténcia de plantas a insetos € muito antigo e o classico
exemplo € o de cultivares americanas e européias de uvas testadas para
resisténcia a Phylloxera. Somente no inicio dos anos de 1790, que uvas
francesas resistentes a esse patdégeno foram desenvolvidas, permitindo um
avanco da industria vinicola francesa (LINDLEY, 1831).

A ciéncia de resisténcia de plantas a insetos pode ser dividida em
decorréncia da Il Guerra Mundial. Durante a Segunda Guerra novos pesticidas

foram identificados e sintetizados com bons resultados quando aplicados nas
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populagdes alvos, e as pesquisas envolvendo biologia de insetos e resisténcia
de plantas a insetos definharam um pouco nesse momento de guerra. Na
década de 1960, deu-se um impulso para tentar desenvolver um sistema de
manejo integrado de pragas, que foi condicionado pelo surgimento da
resisténcia dos insetos as formulagdes dos inseticidas e devido a
conscientizagdo da poluicdo ambiental decorrente do uso desses agrotoxicos
(ORTOMAN; PETERS, 1980).

Painter (1951) fez o levantamento das interagcbes planta-inseto e as
descreveu como mecanismos de resisténcia. Sobre seu ponto de vista,
descreveu trés tipos de resisténcia a insetos: antibiose, antixenose e tolerancia.
A antixenose, descrita também como n&o-preferéncia, caracteriza-se quando
uma planta, em igualdade de condigbes com outra, € menos utilizada ou nao
utilizada por um inseto para alimentacao e, oviposi¢ao, por provocar efeitos
adversos sobre o mesmo. Em situagbes de uma unica fonte de hospedeiro,
pode-se observar o efeito de antibiose, que é descrito por Lara (1991) como os
efeitos negativos da planta sobre o ciclo de vida do inseto. Em termos de
desenvolvimento das espécies de insetos, tanto a antibiose, quanto a
antixenose sdo parametros importantes, pois influenciam na reducdo do rm-
capacidade inata da populacdo do inseto em aumentar em numero (BENATTO,
2014). A planta tolerancia depende apenas da capacidade das plantas de
superarem o dano causado pela alimentacdo dos insetos (Gullan; Cranston,
2007).

As interacbes entre plantas e insetos podem desencadear varias
intensidades de resisténcia: existem plantas que sao 6timas hospedeiras para
alguns insetos ou inadequadas, ou seja, avaliagcdo do resultado visual da
quantidade de insetos presentes nas superficies das plantas e os efeitos
envolvidos gerados podem gerar informagdes conclusivas sobre o grau de
resisténcia das plantas (ORTOMAN; PETERS, 1980).

Segundo Fartek et al. (2012), o estudo da interagao inseto-planta e o uso
do mapeamento genético sdo duas maneiras de selecionar materiais que
apresentam resisténcia duravel e eficiente ao amarelecimento foliar da cana-
de-agucar, além de ser um pré-requisito para estudos que agreguem aspectos
epidemioldgicos, danos econdmicos e manejo do SCYLV em areas comerciais.
A caracterizagao de fontes de resisténcia a insetos que se alimentam de seiva,
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especialmente para de afideos, baseia-se no estudo da expressao fenotipica
da interacdo planta-inseto (FARTEK et al., 2012).

Nos programas de melhoramento de cana-de-agucar a resisténcia ao
SCYLV é avaliada pela classificagdo visual dos gendtipos ao longo das
diversas fases de melhoramento (GONCALVES et al., 2012). Adicionalmente,
nos programas de melhoramento é levantada a incidéncia do virus nos clones
promissores. Esse levantamento é feito mediante o uso de testes moleculares
supracitados (GONCALVES et al. 2002; KORIMBOCUS et al., 2002).

Considerando o tipo de transmissdo dos membros da familia
Luteoviridae, caracterizada pela necessidade de um longo periodo de tempo de
prova para que o inseto vetor adquira e posteriormente possa inocular o virus
em outras plantas, a incidéncia e a disseminacdo do SCYLV pode ser reduzida
utilizando cultivares resistentes aos afideos vetores (VAN EMDEN, 2007;
KATIS et al.,, 2007; FARTEK et al., 2012), impactando na reducédo da

porcentagem de transmisséao.

2.7 Electrical Penetration Graphs (EPG)

O estudo de resisténcia de plantas a virus é extremamente importante
quando conhecidos os mecanismos de aquisicdo e de inoculagado existentes
entre esses patdgenos e seus hospedeiros, bem como as interagdes
moleculares e fisioldgicas existentes entre eles (BONANI et al., 2010). De
acordo com Salas (2010), a habilidade de transmitir o virus esta intimamente
relacionada com a atividade estiletar e o habito alimentar do inseto vetor.

A técnica Electrical Penetration Graphs (EPG) foi desenvolvida para
caracterizar eletricamente o comportamento alimentar de insetos sugadores,
por meio do registro da penetragao dos estiletes nas folhas e das atividades de
ingestao de seiva do tecido foliar (MCLEAN & KINSEY, 1964).

O primeiro modelo desta técnica para monitoramento eletrénico da
alimentacdo dos insetos foi conhecido como sistema EMF (Electronic
Monitoring System), posteriormente denominado de AC (Alternative Current)
(WALKER, 2000). Nos dois sistemas, o comportamento do inseto & avaliado
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nas plantas em um sistema fechado com corrente alternada (MCLEAN;
KINSEY, 1964), semelhante a um circuito elétrico de tomada de luz, por
exemplo.

Tjallingii (1988) propds melhorias ao modelo de AC transformando-o
para DC (Direct Current). Neste sistema, pode-se fazer uma avaliagao
simultanea de quatro ou oito insetos, através da conexao de fios de ouro (2 cm
de comprimento x 0.2 mm de didmetro) que tem uma das extremidades
coladas ao abdédmen dos insetos através de uma pintura de prata (16034
PELCO Colloidal Silver®, Ted Pella Inc. Redding CA, EUA), e a outra colada a
um pino cromado conectado a um amplificador (GIGA). O nome GIGA refere-se
a corrente de 1 Giga-Ohm (10° Q). Segundo Tjallingii e Mayoral (1992), existem
poucas diferengas no comportamento dos insetos fixados pelo fio de ouro e os
testados livres. O que pode induzir erros nesta técnica € o comprimento do fio
de ouro, pois quanto maior pode exigir maior forga, e assim maiores distor¢des
nas ondas.

A técnica de EPG tem sido utilizada na selegcdo de cultivares de batata
resistentes a Myzus persicae, vetor do virus Y da batata, Potato virus Y (PYV)
e virus do enrolamento da folha da batata, Potato leafroll virus (PLRV),
auxiliando na compreensdo dos mecanismos de transmissdo (POWELL et al.,
1995; PRADO; TJALLINGII, 1994). Segundo Tjallingii (2010), a penetracao do
estilete dos insetos picadores-sugadores é altamente eficiente na transmissao
de virus com relagédo do tipo n&o-persistente. Dez segundos sao suficientes
para que o afideo consiga perfurar uma célula, o que gera uma leitura de
queda de potencial (pd) (TJALLINGII 1985; TJALLINGII; ESCH, 1993). Para
caracterizar uma transmissdo semipersistente ou persistente, o estilete do
inseto-vetor tem que atingir os vasos do floema. No entanto, até atingir o
floema, dependendo da espécie vegetal ou mesmo da cultivar, pode-se
observar muito trabalho mecéanico feito pelos afideos. A partir desta
observagao, Tjallingii (1978; 1988) descreveu os padroes de onda do
comportamento alimentar dos afideos.

Para afideos vetores de virus com transmissao do tipo ndo-persistente é
caracteristica a existéncia de trés subfases de pd (I, Il e Ill), sendo
exemplificadas pelo Cucumber mosaic virus (CMV) e pelo PYV (MARTIN et al.
1997; FERERES e COLLAR, 2001). De forma geral, inuUmeras picadas de
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prova, caracterizadas por ondas de pd, sdo realizadas até que o estilete do
inseto atinja os elementos do floema da planta e estabelegca as fases de
aquisicao de seiva infectada e de inoculagéo do virus (TJALLINGII et al., 2010).

O tempo de leitura para as observagdes de padrao alimentar de insetos
varia de acordo com a planta estudada, com o inseto (afideo) e com o objetivo
(HELDEN et al., 1993). Van Helden & Tjallingii (1993) testaram 16 horas de
monitoramento por EPG ininterruptamente e chegaram a conclusédo que 8
horas sao suficientes, ja que apds a oitava hora de aquisicdo, ndo observaram
dados diferentes das oito primeiras horas, sendo este o tempo maximo utilizado
para trabalhos de resisténcia. De acordo com Tjallingii (1978; 1988; 1990), os
padroes de amplitude, frequéncia, picos e vales de ondas elétricas, inicialmente
estabelecidos em um ciclo de EPG (em condi¢cdes adequadas de calibragao),
com os insetos em jejum de 1 hora, se espera que todos os pulgdes
apresentem os mesmos padrdes de onda np (ndo-prova) evento quando os
insetos estdo em fase inicial de tateamento sobre a folha, conhecendo a
epiderme do hospedeiro. Nos momentos iniciais, 0s insetos estardo
reconhecendo o novo hospedeiro, deslocando-se sobre o tecido foliar. Durante
a fase de reconhecimento da planta hospedeira, os afideos inserem inumeras
vezes os estiletes no mesdfilo foliar, na tentativa de encontrar elementos de
vasos, gerando assim leituras de pd, ou quedas de potencial. Apds sucessivas
tentativas e caminhamento intercelular (C), os afideos conseguem atingir o
floema e ha o estabelecimento de potencial abaixo de zero (fase E1), na qual
ocorre a inje¢ao de saliva aquosa dentro do floema. Esta fase nem sempre é
sucedida pela fase E2 (ingestdo passiva da seiva do floema). O que pode
diferenciar uma cultivar de outra, € o tempo que o inseto consegue atingir os
vasos condutores da planta e a duragdo dessas fases. Devido a algumas
dificuldades mecanicas, se observa o padrdo de onda G, evento quando o
inseto faz ingestdao de seiva do xilema, hidratando-se. A fase F é observada
quando existe alguma barreira mecanica que dificulta a penetracdo dos
estiletes.

Apbés a captura dos sinais do comportamento dos afideos nos
tratamentos propostos, deve-se interpretar as ondas para poder identifica-las
conforme as descrigdes acima. No entanto, esse processo de interpretacdo das
ondas, a cada intervalo de tempo, ainda nao é automatizado, e deve ser feito
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visualmente, por meio de uma pessoa treinada. Estes padrdes de onda sao
interpretado com os programas Stylet+a e Stylet+d (MacStylet, v.2.0, FEBVAY
et al.1996), é possivel estabelecer a resisténcia da planta ao inseto na
epiderme, no mesdéfilo ou no floema foliar (CHEN et al., 1996).

As ondas quando interpretadas sao classificadas em parametros
sequenciais e nao-sequenciais. Os parametros sequenciais sao aqueles que
compreendem em valores de tempo fixo a duracdo da primeira picada de
prova, numero de picadas de prova, numero de fases E. Ja os ndo-sequenciais
compreendem em dados que oferecem uma ideia geral dos tratamentos, como
duracéo total dos eventos (tempos variaveis).

Serikawa et al. (2011) utilizaram a técnica EPG para monitorar o
comportamento da cigarrinha dos citros, transmissora do —@Grening dos citros”
hoje oficialmente denominada de Huanglongbling (HLB), frente aos tratamentos
com inseticida.

A técnica de EPG também tem sido utilizada para avaliar a transmissao
de fitovirus (FERERES et al., 1993; POWELL et al., 1995; MARTIN et al., 1997;
FERERES; COLLAR, 2001; SALAS et al., 2010), em estudos de metabdlitos
secundarios (RAMAN et al., 1979) e na avaliacdo do efeito de moléculas
inseticidas em insetos e plantas (GOUSSAIN, 2014).

2.8 Tricomas, metabdlitos primarios e secundarios

Desde os anos 1970, o pesquisador Levin (1973) defendia que assim
como nos tempos medievais, em que as cidades eram protegidas com muros
para evitar a invasao, as plantas também possuem mecanismos de defesa
préprios. Naquela época eram conhecidos os pélos ndo-glandulares, e que a
sua densidade e tamanho eram correlacionados positivamente com o controle
de insetos.

De acordo com Stipanovic (1983), as plantas desenvolveram varios tipos
de mecanismos contra o ataque de insetos. Dentre estes mecanismos de
defesa, caracteristicas estruturais tais como os tricomas glandulares e pélos

sao 0s mais conhecidos.
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Os tricomas séo pélos glandulares e protetores, extensdes da epiderme,
e que variam de micrometros a poucos centimetros (WAGNER et. al., 2004).
Nao necessariamente os tricomas estdo presentes apenas nas folhas, mas
também nas hastes, sementes, peciolos e pétalas de flores. A sua classificagéo
pode ser quanto ao numero de células, unicelulares a multicelulares, ou em
glandular ou nao-glandulares (WERKER, 2000). Quando glandulares podem
ser preenchidos com secre¢des como terpenos ou outros alcaloides
(metabdlitos secundarios), as quais sao de importancia para defesa da planta
(LUCAS et al., 2000) e podem ter importancia comercial (AHARONI et al.,
2006). O gossypol, por exemplo, € um composto metabdlito de defesa
produzido pelas plantas e estocado em glandulas secretoras do algodoeiro com
propriedades antifungicas comprovadas (MELLLON et al., 2012). Quando
essas estruturas encontradas na epiderme vegetal sdo enrijecidas devido a
quantidade de paredes secundarias que possuem, provenientes do acumulo de
silica e carbonato de calcio, podendo adquirir formas pontiagudas de ganchos,
com agoes especificas de barreiras fisicas, sao descritos como pélos.

Os tricomas emitem substancias que aprisionam os insetos, impedindo a
sua locomogao, ou que podem ser téxicas, mas geralmente ndo os matam
rapidamente, gerando um efeito mais prolongado, como por exemplo afetando
o crescimento (GIBSON, 1971; LA POINTE; TINGEY, 1984). Os pélos
normalmente representam uma barreira fisica aos insetos.

Na epiderme também sdo encontradas outras estruturas de defesa como
glandulas nectarias, presentes em estruturas florais; glandulas com o6leos e
resinas; outras glandulas com terpendides.

As principais classes de metabdlitos secundarios produzidos por
tricomas s&o: terpendides, polifendides, flavonodides e acido jasmonico (GLAS
et al., 2012).

Sabe-se que, durante a herbivoria muitos compostos secundarios sao
produzidos. No passado, os produtos gerados pela rota secundaria eram
interpretados como sendo um —ea” da rota primaria. Os compostos
secundarios, diferentemente dos primarios, os quais tem funcdo direta no
crescimento e desenvolvimento dos vegetais, tem como o nome prediz,
fungdes secundarias. Estes, normalmente ndo apresentam papéis conhecidos

na rota da fotossintese, transporte de solutos, sintese de proteinas ou na
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diferenciacao celular de tecidos. Sdo produtos de aminoacidos, especificos a
alguns grupos do reino vegetal apenas (TAIZ; ZEIGER, 2013). Varios trabalhos
foram realizados demonstrando que essa rota paralela tem grande importancia
na defesa das plantas frente ao ataque de patégenos (BENNET;
WALLSGROVE, 1994). Dentre as fungdes ecoldgicas conhecidas destes
metabolitos secundarios podemos citar: protegdo dos vegetais contra ataque
de patdgenos; atuar como atrativos (odor, cor ou sabor); atuar como agentes
de competicdo e nas simbioses plantas-microrganismos. Os metabdlitos
secundarios sao divididos em trés grupos principais, de acordo com a funcéo
quimica, em terpenos, compostos fendlicos e compostos nitrogenados (TAIZ;
ZEIGER, 2013).

Os terpenos, ou terpendides, possuem a maior rota metabdlica. Sao
sintetizados a partir da acetil CoA e do 3-fosfoglicerato. Muitas espécies de
plantas apresentam terpenos volateis, monoterpenos e sesquiterpenos, como
por exemplo, os encontrados em folhas de limdo e salvia, que dao o odor
caracteristico. Estes terpenos sado O6leos volateis encontrados em tricomas
glandulares que se projetam na epiderme como uma adverténcia da toxicidade
do vegetal (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os compostos fendlicos sao produzidos a partir dos acidos chiquimico e
malbnico. Muitos compostos fendlicos sdao conhecidos pelos seus efeitos
alelopaticos, quando interferem no desenvolvimento de plantas vizinhas pela
liberacdo de compostos quimicos no solo, aumentando sua aptidao evolutiva
em decorréncia de outra (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A lignina também é uma substancia fendlica, encontrada nas paredes
celulares de varios tipos de tecidos de sustentacdo e condugao, especialmente
traqueides e elementos de vasos. E depositada no espessamento da parede
secundaria e na lamela média, em contato com a hemicelulose e celulose.
Assim, apresenta como funcbes sustentacdo mecanica e protegcao contra a
herbivoria de insetos pragas, e podem também apresentar fungao de defesa na
transmisséao de fitovirus (YAMADA, 2004).

Dentre os compostos nitrogenados, destacam-se os alcaloides e
glicosideos cianogénicos, sintetizados a partir dos aminodcidos lisina, triptofano
e tirosina. Os alcaloides sdo conhecidos pelas suas fungdes toxicas aos

animais, e por assim, sdo extraidos de vegetais e utilizados como substéncias
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de defesas naturais. Dentre estes destacam-se os glusinalatos, conhecidos
pelo 6leo da mostarda e que atuam como repelente a herbivoros (BENNET;
WALLSGROVE,1994).

As plantas desenvolveram varias estratégias de defesa ao ataque de
pragas e patégenos, divididas em defesas induzidas e constitutivas, as quais
tém acdo direta ou indireta sobre os insetos (KARBAN; BALDWIN, 1997). As
defesas constitutivas estdo relacionadas com os compostos secundarios,
produzidos e armazenados para reduzir a injuria da planta frente ao ataque do
herbivoro. Esses compostos relacionados a defesa vegetal podem ser
encontrados em uma ou mais partes da planta e, normalmente, suas
concentragbes e/ou quantidades variam com a idade da mesma (COLEY;
BARONE, 1996; GOULD, 1998).

As induzidas, por sua vez, sdo decorrentes do ataque do patdégeno, ou
praga, que requer respostas rapidas, compreendendo qualquer mudancga
morfoldgica ou fisioldgica resultante da agéo de herbivoros sobre as plantas,
resultando na nao preferéncia de insetos por estas plantas, em um
subsequente ataque, melhorando assim o desempenho da planta (COLEY;
BARONE, 1996; KARBAN; BALDWIN, 1997; AGRAWAL, 1998). Entre as
alteracgdes fisioldgicas, algumas podem estar relacionadas com a diminuicdo da
qualidade nutritiva que as plantas apresentam para o0s herbivoros
(NEUVONEN; HAUKIOJA 1984; TUOMI et al., 1984).

A saliva dos insetos contém substancias chamadas de eliciadores, como
0s acidos graxos conjugados e aminoacidos, que desencadeiam respostas nas
plantas quando sao regurgitados pelos insetos. A principal resposta das
plantas, no que diz respeito a resisténcia induzida, € a producdo de acido
jasmoénico. O acido jasmoénico induz a produgdo de proteinas como alfa-
amilase e lectinas, que interferem na absorg¢do de alimento pelos insetos, pois
se ligam ao trato digestivo dos mesmos (PEUMANS; DAMM,1995).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cultivares utilizadas

As cultivares IACSP93 3046, IACSP95 5000, IACSP95 5094, IACSP96
3076 provenientes do Programa de Melhoramento de Cana-de-agucar do
Instituto Agronémico de Campinas (IAC) e a cultivar SP71 6163,
reconhecidamente suscetivel ao SCYLV e pertencente ao Programa de
Melhoramento de Cana do Centro de Tecnologia Canavieira (CTC) foram
utilizadas nos ensaios para a avaliacdo dos mecanismos de resisténcia
(antibiose e antixenose) ao afideo vetor M. sacchari, bem como para a
avaliagao do comportamento alimentar pela técnica de EPG.

As cultivares |IACSP95 5000, IACSP96 3076, SP71 6163 foram
utilizadas para o ensaio de avaliacdo da resisténcia ao SCYLV em casa de
vegetacdo e no campo, visto que somente nestas variedades foi possivel obter
um numero suficiente de plantas livres do virus do amarelinho para a

montagem do ensaio de resisténcia.

3.2 Criagao dos pulgodes

Os pulgdes coletados na cultura de cana-de-agucar, na Fazenda
Experimental do Centro de Cana (IAC) sediado em Ribeirdo Preto- SP foram
enviados para identificacdo e confirmacao da espécie para o Departamento de
Entomologia da Universidade Federal de Uberlandia-MG.

Apods confirmacao da espécie como sendo M. sachari, vetora do SCYLV,
colénias de pulgdes foram formadas em folhas destacadas de plantas da
cultivar SP71 6163 com sintomas de infecgdo por SCYLV. As folhas foram
mantidas em copos plasticos, umedecidas na base por uma lamina de agua

suficiente para manté-las turgidas. Estes copos plasticos foram colocados em
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gaiolas plasticas, cobertas com tela antiafidica. As folhas foram trocadas
semanalmente, para a manutengao das colbénias de pulgdes.

Visando a obtencdo de uma maior quantidade de insetos para os
ensaios de antibiose, antixenose, EPG, como também para o ensaio de
avaliagcdo da resisténcia ao virus, ninfas e adultos de M. sacchari também
foram transferidos para plantas de SP71 6163 infectadas, cultivadas em vasos
e para folhas individualizadas em tubos de ensaio contendo solugédo de agar a
1% (Figura 1). Os tubos de ensaio foram mantidos em camara climatizada de
B.O.D a 25 + 2 °C com fotofase 12:12 h, conforme proposto por (Abu Ahmad,
2007).

Figura 1. Criagdo de M. sacchari em folhas de cana, da cultivar SP71 6163 em
camara climatizada.

3.3 Obtencao de plantas por cultura de meristemas

Os ensaios de antibiose, antixenose e EPG, assim como o da avaliagao
da resisténcia ao SCYLV foram conduzidos com plantas obtidas por cultura de
micromeristemas, na Biofabrica do Centro de Cana - IAC.

Gemas de cada uma das cultivares foram submetidas a tratamento
térmico a 52° C, desinfetadas superficialmente em solucdo de hipoclorito de
sédio (4 %) em fluxo laminar para a retirada dos micromeristemas, feita com o
auxilio de um microscoépio estereoscépico. O micromeristema foi colocado em
meio de introducdo e posteriormente de multiplicagdo (Murashige e Skoog,

1962) para obtengao das plantulas, as quais, aproximadamente, 3 meses apos
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a introdugao foram colocadas em meio de enraizamento (Murashige e Skoog,
1962). Com as raizes bem formadas, as plantulas foram transplantadas para
copos plasticos de 200 mL com substrato Bioplant plus (BIOPLANT ®) e
transferidos para casa-de-vegetagdao sob dois turnos de rega (as 9:00 e as
15:30 hrs), recebendo adubacdo foliar (MAP e nitrato de calcio)
quinzenalmente. As plantas foram podadas com a finalidade de uniformizar o
desenvolvimento entre cultivares.

As pléntulas in vitro com resultado negativo para a presenga do SCYLV
via RT-PCR, foram separadas e utilizadas para o ensaio de avaliagdo da
resisténcia ao amarelinho, mediante a inoculagdo do virus com pulgdes (item
3.10). Apds trés meses de aclimatacéo, estas foram transplantadas para vasos
com volume de 700 mL e mantidas em casa-de-vegetacao por seis meses,
para observacao inicial de eventuais sintomas de infecgédo pelo virus, antes de

serem levadas ao campo.

3.4 Avaliacao da resisténcia ao afideo M. sacchari

Os ensaios de antibiose, antixenose e de avaliagdo do comportamento
alimentar (EPG) do afideo vetor M. sacchari foram conduzidos no laboratério
de Estudo Vetores (LEV) do Instituto Bioldgico, Sdo Paulo. Em virtude da falta
de protocolos de avaliagdo dos mecanismos de antibiose e antixenose,
especificos para a cana-de-agucar, o protocolo utilizado para a montagem do
ensaio para antibiose foi adaptado segundo metodologia para avaliacédo de
desenvolvimento de M. sacchari em gendtipos franceses de cana-de-agucar
(Fartek et al., 2012). O ensaio de antixenose foi realizado com adaptagdes de
protocolos desenvolvidos por Salas et al. (2010) com a cultura da batata.
Foram avaliadas cinco cultivares de cana-de-agucar: IACSP93 3046, IACSP95
5000, IACSP95 5094, IACSP96 3076 e SP71 6163.
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3.5 Ensaio de Antibiose

Trés plantas de cada cultivar foram utilizadas para a montagem do
ensaio. Em cada repeticdo, constituida por uma planta protegida por uma
campanula de vidro, coberta com tecido voil, foram colocados, com auxilio de
um pincel, 10 adultos apteros de M. sacchari. O ensaio foi conduzido em
camara climatizada (25 + 1° C) e fotofase de 12 horas (Figura 2). O nimero de
adultos e de ninfas presentes nas plantas foram contabilizados apés 8 dias de
infestacdo, considerando este o tempo médio para a formagdo de uma nova

colénia de insetos.

Figura 2. Ensaio de antibiose feito em campanulas de vidro.

3.6 Ensaio de Antixenose ou Preferéncia

Oito arenas circulares foram construidas em uma placa de isopor, sendo
cada arena constituida de foliolos de cada uma das cinco cultivares avaliadas.
Os ramos foram inseridos em microtubos de 1,5mL cheios com agua e

inseridos na placa de isopor (Figura 3). Cada cultivar foi distribuido
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equidistantemente do centro de cada arena, onde foram liberados 10 adultos
apteros de M. sacchari, previamente submetidos a 1h de jejum. Para evitar a
fuga dos insetos para outras arenas, estas foram separadas por gaiolas de
metacrilato. A contagem do numero de insetos sobre os ramos das plantas foi
feita apds 15, 30 minutos e 1, 2, 4 e 6 horas da liberagéo dos insetos no centro
da placa, em cada repeticdo. Foram feitas dezesseis repeticoes, sendo cada

arena uma repeticao.

Figura 3. Ensaio de antixenose para M.sacchari feito em arenas circulares para
as cinco cultivares de cana-de-agucar.

3.7 Obtencao dos registros de EPG

A avaliagdo do comportamento alimentar de M. sacchari por EPG foi
feita pelo monitoramento de 10 adultos apteros em plantas alternadas das
variedades IACSP93 3046, IACSP95 5000, IACSP95 5094, IACSP96 3076 e
SP71 6163. Os insetos foram coletados das colénias de criagao, 1 h antes do
inicio dos registros, e deixados em jejum para procurar padronizar as leituras.
Os afideos foram conectados ao monitor do Giga, através de um eletrodo de
cobre (3 cm de comprimento x 1 mm de didmetro) unido a um fio de ouro (1,5 a
3 cm de comprimento X 20 um de didmetro), colado no abdome do pulgéo com
cola de prata (16034 Pelco Collodial Silver, Ted Pella Inc. Redding CA, EUA).
Os insetos foram posicionados para se alimentarem na face abaxial da folha, a
qual é a mais preferida por M. saccharii (Zehntner, 1893). Para fechar o circuito
elétrico, um segundo eletrodo de cobre (fio-terra) com 10 cm de comprimento e
0,2 cm de didmetro foi colocado no substrato de cada planta envasada. Todo o

sistema de EPG compreendendo um Monitor DC (4 saidas), com ajuste de
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100x de forga amplitude foi mantido no interior de uma Gaiola de Faraday
(Figura 4). Antes de iniciar os registros, foram feitas calibragbes do amplificador
nos canais, e diminuindo os ruidos. Registros de ondas de 6 horas de duragao
foram obtidos para cada inseto, sendo armazenados em um Desktop através
do programa Stylet+d (MacStylet, v.2.0, Febvay et al.,1996) (Figura 5). Os
registros foram analisados utilizando o programa EPG analysed- Stylet+a, o
qual permitiu a visualizagcdo, em diferentes escalas, das ondas e das suas
marcacgdes. Foram observadas sete frequéncias distintas: a) np (ndo-prova); b)
onda C (Inicio de atividade estiletar no mesdfilo); ¢) pd (picadas de provas); d)
E1 (salivagcao no floema); e€) E2 (ingestao no floema); f) G (ingestéo de agua no
xilema); g) F (atividade floematica).

Além desses parametros foram levantados o tempo total de cada evento
(np; C; pd; fase floematica E=E1+E2; E1;E2; tempo da primeira picada de
prova até a ingestao floematica continua, entre outros) de cada individuo nas
diferentes cultivares.

Os dados foram dispostos em planilhas pelo programa Workbook para

parametros automaticos de EPG (Fereres et al., 2009).

Figura 4. Equipamento EPG com quatro canais para conexao de insetos e
plantas, e amplificador ao lado direito.
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Figura 5. Software Stylet+d arquivando as ondas E1 de EPG

3.8 Andlise Estatistica para Ensaios Resisténcia ao Inseto

No ensaio de preferéncia de M. sacchari trabalhou-se com as cinco
cultivares, adotando-se o delineamento de blocos casualizados com oito
repeticoes. Na avaliagcdo de desenvolvimento dos insetos, o delineamento
utilizado foi o inteiramente casualizado, com trés repeticdes por cultivar. Os
dados de antibiose, antixenose e EPG foram transformados em log x+5 e
submetidos a analise de variancia no programa SAS PROC GLM com médias
comparadas pelo teste de FISHER (LSD), a 5% de probabilidade. Os dados de
EPG foram processados no programa WORKBOOK for EPG (Fereres et al.,
2009), analisados pelo software SAS software (release 8.2; SAS Institute Inc.,

Cary, NC) e as médias comparadas pelo teste FISHER a 5%.
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3.9 Contagem de Tricomas

A epiderme nas faces adaxial e abaxial das folhas das cultivares de
cana-de-agucar IACSP93 3046, IACSP95 5000, IACSP95 5094, IACSP96 3076
e SP71 6163 foram avaliadas através de cortes paradérmicos e de impressdes
da epiderme em Iamina com uma gota de adesivo Super Bonder, adaptando a
metodologia de Segatto et al. (2004). Utilizada para o estudo da anatomia foliar
de batata, por ser rapida e de baixo custo. Folhas foram coletadas ao acaso de
cada touceira, e no total, foram montadas dez laminas por cultivar. Para cada
lamina, fez-se a contagem dos tricomas glandulares nas faces abaxial e
adaxial, além de tomar as medidas de largura e comprimento de dois tricomas
por lamina e por face. Estas medigcbes foram feitas em microscépio éptico com
objetiva de 400x, e ocular micrométrica de 1 cm? campo (Figura 6). Os dados
referentes as laminas foliares foram analisados com o software SAS (release
8.2; SAS Institute Inc., Cary, NC) e as médias comparadas pelo teste de Fisher
a 5%.

Figura 6. Tricomas glandulares nas cultivares estudadas. (A) Face
abaxial cv. IACSP93 3046; (B) Face adaxial cv. IACSP96 3046.
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Figura 6. Tricomas glandulares nas cultivares estudadas. (C) Face
abaxial cv. IACSP95 5000; (D) Face adaxial cv IACSP95 5000; (E) Face
abaxial IACSP95 5094; (F) Face adaxial IACSP95 5094; (G) Face
abaxial IACSP96 3076; (H) Face adaxial IACSP96 3076; (1) Face abaxial
SP71 6163; (J) Face adaxial SP71 6163.
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3.10 Inoculagoes e avaliagao da resisténcia das cultivares ao SCYLV

Plantulas oriundas da cultura in vitro, testadas e negativas para a
presenga do SCYLV via o diagnostico por RT-PCR foram utilizadas no ensaio
de avaliacao da resisténcia ao amarelinho pelo acompanhamento da expresséao
de sintomas, inicialmente em casa-de-vegetagao e posteriormente no campo.
ApoOs trés meses de aclimatagdo das plantulas em casa de vegetacado, as
plantas foram inoculadas com o SCYLV através de afideos -vetores (M.
sacchari), mantidos, por no minimo quarenta e oito horas em plantas da
variedade SP71 6163 sintomaticas e comprovadamente infectadas com o virus
por diagnéstico via RT-PCR. Foram inoculadas vinte e quatro plantas por
cultivar, utilizando sete insetos com no minimo trés dias de vida (Figura 7). O
periodo acesso de inoculagao foi de 48 horas, apds o qual os pulgbes foram
eliminados via pulverizagao com inseticida FASTAC 100SC (1 mL/L).

Vinte dias apods as inoculagdes do SCYLV via M. sacchari, foi realizado o
diagndstico molecular das plantas via RT-PCR segundo metodologia descrita
por Gongalves et al. (2002). Para garantir uma inoculagdo bem sucedida,
repetiu-se o processo de inoculagdo com o vetor, 50 dias apds a primeira
inoculagao, seguindo-se 0 mesmo protocolo descrito.

Um més apéds a inoculacao, as plantas foram transplantadas para vasos
com volume de 700 mL e mantidas em casa-de-vegetacdo por seis meses,
para observacgéao inicial de eventuais sintomas caracteristicos da infecgao pelo

SCYLV, antes de serem levadas ao campo.

Figura 7. Plantas com os insetos em periodo de inoculag&o
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3.11 Extracao de RNA total das plantas e diagnéstico por RT-PCR

O RNA total foi extraido a partir de 100 mg de tecido foliar com o
reagente Trizol (Invitrogen, Carlsbad, USA) tanto para a indexagdo das
plantulas provenientes de biofabrica, quanto para a confirmagao da presenca
do virus apoés a inoculagdo pelo afideo. O RNA foi extraido do tergo médio de
uma folha de cada planta inoculada, utilizando o equipamento Tissue Lizer Il
(Qiagen ©). Por este mesmo procedimento, oito afideos inteiros foram
macerados para confirmacao da aquisi¢cao do SCYLV nos vetores.

Para a confirmacdo da auséncia e presenca do SCVLV nas cultivares
limpas por cultura de micromeristemas e inoculadas, respectivamente, foi
utilizado o protocolo descrito por Gongalves et al. (2002). O primer antisenso
P2r (GAA.GGG.GGC.CGG.GAA.GAC.T) desenhado com base na regiao
codificante da proteina capsidial do SCYLYV foi utilizado para sintetizar o cDNA
viral a partir do RNA total extraido de tecido foliar. A transcricdo reversa foi
conduzida com 1 yl do primer antisenso e 3 yl de um pré-mix contendo (4 ul de
tampéao 5X, 1 pyl de RNA, 2 yl de 0.1M DTT, 2 pyl 10mM dNTP mix e 200 U da
enzima SuperScript Il Reverse Transcriptase® (Invitrogen™). O mix para
reacdo de PCR foi composto de 0,5 ul do primer sendo a 10uM, 0,5 ul do
primer reverso a 10 pyM, 2 pl do Tampao 10X da Taq polimerase, 1,2 ul de
MgCl, a 25mM, 0,2ul de dNTPs a 10mM, 0.5 U da enzima Tag PCRx DNA
Polymerase ® (Invitrogen™), 4 ul das amostras de cDNA e 12 pl de agua mili-
Q autoclavada.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 1,2%, preparado em tampao TAE, pH 8,0, corado com brometo de
etideo e observado sob luz UV. Aplicou-se 15 ul de amostras e 8 ul de ladder

(100 pb) por pogo no gel de agarose .
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3.12 Ensaio de campo para avaliagao da resisténcia ao SCYLV

O ensaio de avaliagao da resisténcia ao SCYLV, por meio da avaliagao
periddica dos sintomas, foi estabelecido no delineamento experimental de
blocos ao acaso, em esquema de parcelas subdivididas (4x2) com seis
repeticoes. Os tratamentos foram constituidos em cada repeticdo em linhas de
cada cultivar, sendo que cada repeticdo foi formada de quatro plantas
inoculadas e duas n&o inoculadas por parcela e bloco, ndo havendo mistura de
gendtipos de plantas trabalhadas nas parcelas.

Apos permanecerem por sete meses em casa-de-vegetagao as plantas
foram transplantadas no campo, com a finalidade de avaliar os sintomas da
infeccdo pelo amarelinho, esperando ser observado o amarelecimento
progressivo da nervura central das folhas na face abaxial, seguido pelo
amarelecimento do limbo foliar (GONCALVES et al.,, 2012). Nas variedades
mais suscetiveis, as plantas afetadas apresentam amarelecimento da nervura
central das folhas na face abaxial, e em seguida no limbo foliar. As folhas mais
velhas, a sexta ou a sétima a partir do apice, eventualmente apresentam uma
coloragdo vermelha na face adaxial da nervura central e, posteriormente,
amarelecimento ou perda de pigmentacdo distribui-se pelo limbo foliar,
progredindo do apice para a base, seguido pela necrose do tecido. As plantas
foram inspecionadas quinzenalmente, contando um més apds o transplantio. O
nivel de amarelecimento visivel nas folhas de cada planta foi avaliado e
registrado segundo a escala adaptada de Lehrer e Komor (2008). A
classificagdo dos sintomas indicou a severidade da doenca no tempo avaliado.
Com base nesta escala foram estabelecidas notas de 0 a 4, de acordo com os
seguintes parametros: (0) plantas sem sintomas de amarelecimento; (1)
manchas amareladas fracas na nervura central; (2) amarelecimento suave e
generalizado da nervura central, no entanto o limbo foliar permanece verde; (3)
amarelecimento mais intenso da nervura central, estendendo-se gradualmente
para o limbo foliar; (4) amarelecimento da nervura central intenso e estendido
para a lamina foliar, com inicio de seca e necrose das folhas (Figura 8). Duas
analises estatisticas foram feitas com os dados obtidos. A primeira organizou-
se com a média das notas registradas por cultivar para cada periodo de
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avaliagdo. A segunda avaliagao foi gerada com o somatério de todas as médias
de cada cultivar e observado a distingdo de sintomas entre os gendtipos
trabalhados. Esses dados foram processados com o programa SAS software
(release 8.2; SAS Institute Inc., Cary, NC) e as médias comparadas pelo teste
de Fisher a 5%.
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Figura 8. Escala de notas de infec¢ao pelo SCYLV, adaptada de Lehrer e Komor (2008) para avaliar as cultivares de cana-
de-agucar inoculadas com o virus.
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4 RESULTADOS

4.1 Antibiose

A cultivar IACSP95 5000 mostrou-se como sendo a mais suscetivel dentre todas
as cultivares trabalhadas, apresentando as melhores condi¢des para o desenvolvimento
da populacdo de Melanaphis sacchari com a maior quantidade de ninfas e adultos e
diferindo significamente das demais. A cultivar IACSP96 3076 apresentou a menor
quantidade de ninfas apds oito dias de infestacdo quando comparada as cultivares
IACSP95 5000 e IACSP93 3046. Entretanto, esta cultivar ndo diferiu significativamente
quanto ao numero de ninfas das cultivares SP71 6163 e IACSP95 5094. A cultivar
SP71 6163, conhecida pela suscetibilidade ao virus do amarelecimento foliar mostrou-
se como um hospedeiro intermediario ao desenvolvimento de M. sacchari, nao
apresentando diferenga significativa quanto ao numero de ninfas desenvolvidas em
suas plantas, apds oito dias, entre as cultivares IACSP93 3046 e IACSP95 5094. No
entanto, quando analisados o numero de adultos, ndo foi constatada diferenca
significativa entre as cultivares SP71 6163, IACSP93 3046, IACSP95 5094 e IACSP96
3076, apresentando todas estas cultivares, valores menores de insetos adultos apods

oito dias de desenvolvimento da prole, quando comparada a IACSP955000 (Figura 9).
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Figura 9. Desenvolvimento de Melanaphis sacchari em cultivares de cana-de-agucar
apo6s 8 dias. Média seguida de mesma letra nao diferem significativamente pelo teste de
Fisher LSD (P < 0,05).

4.2 Antixenose

Considerando um mesmo tempo de avaliacéo foi observado que, no intervalo de
15 a 60 minutos, a cultivar IACSP96 3076, notadamente, foi a mais preferida pelos
pulgbes diferindo significativamente (P<0,05) em relacdo ao numero de pulgdes vivos,
em relagdo as demais cultivares (Tabela 1, Figura 10). Entretanto, aos 120 minutos, as
cultivares IACSP93 3046 e IACSP95 5000 nao diferiram significativamente da IACSP96
3076, sugerindo igualdade de preferéncia pelo inseto. Neste mesmo tempo (120
minutos), apenas a cultivar IACSP95 5094 apresentou um numero significativamente

menor de insetos em relacdo ao observado na cultivar IACSP96 3076 sendo, portanto,
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menos preferida. Aos 240 minutos, os afideos ainda mantiveram a preferéncia pela
cultivar IACSP96 3076 em comparag¢ao com as cultivares IACSP95 5000, SP71 6163 e
IACSP95 5094. Aos 360 minutos, apenas a cultivar IACSP95 5094 manteve a diferenca
quanto a menor preferéncia em relagao a cultivar IACSP96 3076, sendo que as demais

cultivares praticamente apresentaram o mesmo nivel de antixenose.

1.850

0o N
e

1.700 ——TA CSPO6 3076
—B—1ACSP93 3046

1.750

Numero medio de M. sacchari

1.650

—tr—TA CSP95 5000
1.600 —@—SP71 6163
1.550 IACSP95 5094
1.500

15 30 60 120 240 360
Tempo (min)

Figura 10. Distribuicdo temporal de M. sacchari em ramos foliares de cultivares de
cana-de-agucar, em teste de livre escolha.
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Tabela 1: Distribuicdo média e temporal do numero de insetos vivos de Melanaphis sacchari nas cinco cultivares de
cana-de-acucar.

Cultivar 15 minutos 30 min 60min 120min 240min 360min

IACSP963076 1,802+0,205ABC 1,820+0,216A 1,825+0,187A 1,806+0,185AB 1,819+0,166A 1,766+0,174ABCD
IACSP933046 1,682+0,144DE 1,661+0,127E 1,672+0,130DE 1,728+0,143ABCDE 1,736+0,159ABCDE 1,726+0,208ABCDE
IACSP955000 1.643+0,073E 1,674+0,122DE 1,689+0,093DE 1,726+0,155ABCDE 1,708+0,125BCDE 1,697+0,125DE
SP71 6163 1,655+0,081E  1,684+0,132DE 1,676+0,108DE 1,710+0,110BCDE 1,666+0,087DE 1,676+0,108DE
IACSP955094 1,692+0,157DE 1,682+0,144DE 1,695+0,133DE  1,703+0,157CDE 1,680+0,156DE 1,655+0,081E

Comparagéao das médias de M. sacchari pelo teste Fisher 5% entre cultivares no teste de antixenose. Médias
seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente entre si.
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4.3 EPG

Com base nos registros da atividade alimentar de M. sacchari,
diferengas significativas foram observadas entre as cultivares, principalmente,
quanto as médias dos eventos (Tabela 2). Entretanto, entre as cultivares
analisadas, nao foi observada diferenga significativa quanto ao np eventos,
tanto para a média para a duracdo total dos eventos, o que demonstrou que o
tempo médio e os eventos realizados sdo comuns ndo diferindo entre as
cultivares, comprovando o bom manuseio dos insetos sem estresse (Tabela 2).

Nota-se que ha maior atividade realizada pelos afideos na epiderme das
cultivares IACSP95 5094 e SP71 6163 diferindo significativamente do
observado para cultivar IACSP95 5000, a qual mostrou menor resisténcia em
nivel de onda —Ccomparado aos das cultivares anteriormente mencionadas.
As cultivares IACSP93 3046 e IACSP96 3076 nao apresentaram diferencgas
significativas das demais quanto aos valores de onda C.

A média dos eventos das atividades floematicas (E1 e E2) mostraram
que a cultivar SP71 6163 permitiu uma maior facilidade ao afideo vetor M.
sacchari para alimentagdo, apds vencer as barreiras iniciais, chegar ao floema
adquirir e transmitir o virus com maior facilidade E1(4,237) e E2(3,589). Todas
as demais cultivares (IACSP93 3046, IACSP95 5094, IACSP95 5000 e
IACSP96 3076) apresentaram menor média de eventos E1 e,
consequentemente, menor atividade floematicas (ondas F) n&o diferindo
estatisticamente entre si.

Para as atividades de ingestao floematica (E2) observa que foi menor o
acesso dos insetos e tempo dispensado dos mesmos nas cultivares IACSP96
3076, IACSP95 5000 e IACSP93 3046 diferindo significativamente da cultivar
suscetivel SP71 6163.

Em termos da duragao total dos eventos (tempo total dos insetos) nas
fases de aquisicdo de seiva (E2), as cultivares SP71 6163 e IACSP95 5094
diferiram significativamente das demais, o que prediz maior tempo para adquirir
0 virus, e consequentemente de poder transmiti-lo para outras areas e plantas

hospedeiras.
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As cultivares IACSP96 3076, e SP71 6163, apresentaram maior
quantidade de ondas G, as quais exprimem dificuldades de alimentacéao, e
assim ingestao de agua pelos insetos para se hidratarem, quando avaliadas em
termos da duragéo total dos eventos. No entanto, permaneceram maior tempo
ingerindo agua do xilema na cultivar IACSP96 3076.

Completando estes dados com os dados n&o-paramétricos (Tabela 3),
os insetos permaneceram menor porcentagem do tempo sugando e inoculando
seiva (%EZ2) na cultivar IACSP96 3076 (1,675%) quando comparado com a
cultivar mais suscetivel ao virus do amarelecimento foliar SP71 6163 (2,599%).
Nota-se uma tendéncia das fases de inoculacdo de seiva que ocorrem na
cultivar IACSP95 5094 nao diferirem estatisticamente da SP71 6163, sendo
transmissodes longas (6,073 e 5,767 segundos, respectivamente), enquanto as
E2 que ocorrem na cultivar IACSP 96 3076 sdo os mais curtas (3,038

segundos) quando comparadas a estas duas cultivares.
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Tabela 2: Médias (+ erro padréo) dos parametros sequenciais de EPG para o comportamento alimentar de Melanaphis sacchari
realizado para genaotipos de cana-de-agucar por 6 horas de monitoramento.

Cultivares

Pd

Np

Cc

E1

E2

G

F

Média dos Eventos

IACSP93 3046
IACSP95 5000
IACSP95 5094

3,764+0,752A
4,055+ 0,892A
3,57+0,428A

2,182+0,358A
1,975+0,337A
2,172+0,351A

2,56+0,476AB
2,268+0,395B
2,825+0,842A

3,238+1,081B
3,105+0,821B
2,788+0,827B

2,333+0,945BC
2,174+0,889BC
2,817+0,855B

1,834+0,328B
2,023+0,347B
2,028+0,333B

1,720+0,202B
1,741+0,184B
1,679+0,120B

IACSP96 3076 3,758+0,900A 2,112+0,337A 2,519+0,584AB 3,053+0,388B 1,716+0,121C  2,470+0,704A  1,763+0,160B
SP71 6163 3,868+0,577A 2,189+0,298A 2,807+0,528A 4,237+0,667A 3,589+0,713A 2,096+0,578AB  2,185+0,387A
Duragéo total dos Eventos (Segundos)
Cultivares Pd Np C E1 E2 G F
IACSP93 3046 6,812+2,019A 6,253+3,266A 10,009+1,225A 8,616+1,152AB 4,799+2,822B  4,026+3,292C  2,663+2,037C

IACSP95 5000

IACSP95 5094

IACSP96 3076
SP71 6163

7,068+1,110A
7,331+0,865A
7,042+2,181A
6,591+1,112A

5,390+2,798A
6,362+1,857A
6,601+2,044A
6,362+2,631A

9,981+0,874A

9,931+0,754A 8,716+0,770AB
9,623+0,809A 8,162+0,527AB

10,081+0,496A

7,615+2,284B

8,911+0,653A

4,188+3,063B
6,961+2,294A
3,049+1,787B
7,207+1,082A

8,013+1,837A
5,386+2,957BC

6,159+3,200ABC 4,089+3,24ABC
6,603+3,712AB  3,15+2,550BC

5,131£3,144AB
5,812+2,231A

Média = Erro padrao (n=10) seguidos por letras iguais nao diferem estaticamente pelo teste de Fisher (P < 0,05).
pd:Penetracéo intracelular (picada de prova); np: caminhamento sobre a folha (n&do-prova); C: Caminhamento estiletar; E1:
Salivacéo no floema; E2: Ingestédo de seiva; F: Atividade floematica.
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Tabela 3: Médias (x erro padrdo) dos parametros néo-sequenciais de EPG para o comportamento alimentar de Melanaphis
sacchari realizado para gendétipos de cana-de-agucar por 6 horas de monitoramento.

Tempo 1AE Maior E2 Time % C %E1 %E2
Cultivar Média dos eventos
IACSP93 3046 3,940+3,214 A 4,204+2,612ABC 4,889+1,019 A 3,665+0,856AB 2,138+0,762AB
IACSP95 5000 3,140+2,479 A 3,741+2,702 BC  4,754+0,835 A 3,39010,712AB 2,077+0,738AB
IACSP95 5094 3,907+2,397 A 6,073+2,327 A  4,678+0,690 A 3,596+0,599AB 1,825+0,457 B
IACSP96 3076 4,088+2,480 A  3,038%1,773C  4,451+0,720 A  3,152+0,367 B 1,675+0,100 B
SP71 6163 3,903+2,631 A 5,767+1,734 AB  4,860+0,519 A  3,788+0,546 A 2,599+0,595 A

Média = Erro padrao (n=10) seguidos por letras iguais ndo diferem estaticamente pelo teste de Fisher (P < 0,05).
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4.4 Tricomas

De acordo com a Tabela (4), com excegdo do comprimento dos tricomas
avaliados na face adaxial, diferencas significativas entre as demais variaveis
mensuradas foram detectadas quando em comparacéao entre as cultivares.

A maior quantidade de tricomas na face abaxial foi notadamente observada
nas cultivares IACSP95 5094, IACSP93 3046 e IACSP96 3076, as quais nao
diferiram significativamente entre si, embora nao foi detectada diferenga significativa
entre o numero de tricomas na face adaxial entre as estas cultivares.

As cultivares SP71 6163 e IACSP95 5000 nao diferiram significativamente
quanto ao numero de tricomas na face abaxial, o qual foi menor comparado com as
demais cultivares. Entretanto, diferenca significativa com relacdo ao numero de
tricomas na face adaxial péde ser detectada entre estas duas cultivares.

A largura dos tricomas diferiu para as medigbes feitas considerando dois
tricomas por face de cada lamina avaliada. Observou-se que a cultivar IACSP95
5094 apresenta tricomas com a menor largura na face abaxial ao passo que a
cultivar IACSP96 3076 nao difere estatisticamente desta e nem das demais que
apresentaram maiores valores desta medida. Na face adaxial as medidas de
larguras aferidas foram maiores apenas para a cultivar SP71 6163, sendo as demais
cultivares numericamente iguais. Em termos de comprimento dos tricomas as
maiores medidas na face abaxial foram apresentadas pelas cultivares SP71 6163 e
IACSP95 5000, e as menores foram para a cultivar IACSP95 5094.
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Tabela 4: Valores médios em ym do numero, largura e comprimento de tricomas
presentes na epiderme de cultivares de cana-de-agucar avaliados por meio da

técnica de impressao.

Tricomas
Numero largura (um) comprimento(um)
Cultivares AB AD AB AD AB AD
IACSP93 3046 7,74a b5,77ab 23,27a 2250b 4729b 46,38a
IACSP95 5000 6,34 bc 6,53a 23,01a 22,87b 48,98ab 46,53 a
IACSP955094 8,19a 584ab 19,17b 20,31b 40,62c 44,98a
IACSP96 3076 7,23ab 5,96ab 21,59ab 23,51b 4846b 46,18a
SP71 6163 523c 527b 2456a 32,39a 5347a 52,56a
F(5%) 8,04 2,12 3,73 4,51 6,3 1,16
P 0,0001 0,0941 0,0105 0,0038 0,0004 0,3379
Erro-padrao 1,26 0,97 1,06 2,2 1,85 2,72
CV (%) 18,11 16,58 15,96 28,62 12,21 18,15
D.M.S 1,14 0,87 3,02 6,27 5,25 7,75

Médias seguidos por letras iguais na coluna, nao diferem estaticamente pelo teste

de FISHER (P < 0,05).Legenda: AB: Face Abaxial da folha; Ad Face adaxial.

4.5 Obtencao das Plantas por cultura de micromeristema

As plantulas das cultivares produzidas por micromeristemas e indexadas para

o SCYLV mostraram-se negativas para a presenga deste virus (Figura 11).

Conforme ilustrado, ha duvida sobre a presenca de uma banda fraca correspondente

ao fragmento amplificado da proteina capsidial do virus na coluna correspondente a

cultivar SP71 6163. No entanto, esta banda fraca provavelmente deve-se a uma

possivel contaminagao dos reagentes, pois o controle branco (agua) também deixa a

duvida sobre a presenca da mesma banda, com intensidade semelhante.
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Figura 11. RT-PCR das plantulas de cana-de-agucar in-vitro utilizadas para o ensaio
de resisténcia a SCYLV. L: Ladder; c+ (Controle positivo); C- (Controle negativo); B
(Branco); 1(IACSP95 5000); 2 (IACSP96 3076); 3(SP71 6163).

4.6 Resisténcia ao SCYLV

O diagndstico molecular para detecgédo do SCYLV nas plantas submetidas a
infecgdo do SCYLV com o vetor M. sacchari (teste de transmissao) revelou que 92%
das plantas da cultivar SP71 6163 foram positivas para o SCYLV. Para as cultivares
IACSP96 3076 e IACSP95 5000, a porcentagem de plantas positivas correspondeu,
respectivamente, a 79% e 71%, sinalizando uma transmissao bem eficiente, ndo

diferindo estatisticamente, pelo teste de Fisher 5% (Tabela 5).

Tabela 5: Porcentagem de plantas com SCYLV diagnosticadas por RT-PCR.

Cultivar SCYLV SCYLV (%)

IACSP95 5000 17/24 71a

IACSP96 3076 19/24 79a
SP71 6163 22/24 92a

Valores seguidos pelas mesmas letras ndo diferem estatisticamente pelo teste de
Fisher (p=0,05).
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Além disso, a presenca do SCYLV foi detectada tanto nos afideos utilizados como
vetores como nas plantas utilizadas como fontes de in6culo, na qual os afideos
foram mantidos (Figura 12).

5 6 7 8 9101112 13 14 15 16 17 18 19 20

L21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 3637 38 39 40 41 42 43

o - — 5-- -“'- -—.“
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L67 6869 7071 72 L

Figura 12. RT-PCR das plantas inoculadas com SCYLV por M. sacchari,
visualizados em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo. L: padrao de
peso molecular de 100pb; P: cDNA de 8 pulgdes inteiros, coletados de plantas com
SCYLV; + ( Controle positivo); - (Controle negativo); Cultivar SP71 6163 (1- 24);
IACSP95 5000 (25-48); IACSP96 3076 (49-72).
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Nao houve infestagdo de M. sacchari ou de outros afideos, como por
exemplo, Sipha flava, no campo apés o transplantio das mudas e no periodo em que
foram feitos os levantamentos visuais quanto a presenga de sintomas do
amarelinho. Com as notas de severidade foi possivel verificar que o virus do
amarelecimento foliar (SCYLV) se expressou diferencialmente com maior severidade
na cultivar SP71 6163 (Tabela 6), apresentando as maiores médias de sintomas
visuais ao final da terceira avaliagao feita em campo, que ocorreu aproximadamente
dois meses apos o transplantio das plantas. As menores médias de severidade de

sintomas no tempo total observado foram para a cultivar IACSP96 3076 (Figura 13).

Tabela 6: Severidade de sintomas do SCYLV em cultivares de cana-de-agucar,
calculados com a média do somatdrio de todas as notas visuais verificadas para
cada cultivar, ao final de dois meses de avalia¢gdes em campo.

Cultivar Sintomas
IACSP95 5000 0,4583b
IACSP96 3076 0,4450b
SP71 6163 1,5967a
F(5%) 2,57

P 0,085
Erro-padrao 0,59
CV(%) 70,89
DMS 0,76

Valores seguidos pelas mesmas letras nao diferem estatisticamente pelo teste de Fisher
(p=0,05).

A expressao dos sintomas de infec¢ao pelo SCYLV na cultivar SP716163 foi
significativa durante a terceira avaliacdo visual dos sintomas, correspondendo a
idade de 220 dias das plantas aproximadamente (Tabela 7), sendo observadas
maiores notas (2,5) para esta cultivar neste periodo de avaliagao (Figura 13).

As cultivares IACSP95 5000 e IACSP96 3076 nao diferiram estatisticamente
quanto a expressao de sintomas (Tabelas 6 e 7). Para a terceira avaliagao, quando
houve diferengas estatisticas dos sintomas entre as cultivares analisadas, as notas
foram de 1,0 para a IACSP95 5000 e de 0,7 para a IACSP96 3076.
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Tabela 7: Severidade de sintomas do SCYLV nas trés cultivares de cana-de-agucar
em cada avaliacdo feita a campo. Dados analisados a partir da média das notas
visuais tomadas em todas parcelas e bloco de cada cultivar.

Cultivar 12/01 23/01 02/02
IACSP95 5000 1,3750A 1,5417A 0,4167A
IACSP96 3076 0,7083A 1,0833A 0,4167A
SP71 6163 1,7917A 2,000A 1,4167B
F(5%) 0,81 0,44 2,12
P 0,5992 0,8579 0,1358
Erro-padrao 0,894 0,998 0,6224
CV(%) 69,24 64,79 82,99
DMS 1,15 1,28 0,800

Valores seguidos pelas mesmas letras nao diferem estatisticamente pelo teste de
Fisher (p=0,05).
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Figura 13. Severidade de sintomas do SCYLV nas trés variedades de cana-de-
acucar em trés avaliacbes no campo, apds seis meses das inoculagdes.
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5 DISCUSSAO

Antibiose e antixenose sao ensaios experimentais que permitem avaliar a
influéncia da interagdo das plantas com o desenvolvimento de insetos (LARA, 1991).
Palacios et al. (2002) e Alvarez et al. (2007) enfatizaram que os mecanismos de
resisténcia podem interferir nos movimentos dos afideos de planta para planta,
assim como nos processos de aquisicdo e transmissao de virus. Enquanto a cultivar
IACSP95 5000 ofereceu as melhores condigdes para o estabelecimento da prole de
M. sacchari, ou seja, menor efeito de antibiose, no ensaio de antixenose, a cultivar
IACSP96 3076 foi a mais preferida, em grande parte dos tempos avaliados. Por sua
vez, as cultivares IACSP95 5000 e IACSP95 5094 tiveram menor assentamento de
insetos por ramos foliares.

Esses resultados sdo importantes para esclarecer o fato de que apesar da
col6nia de insetos ter sido mantida em folhas da cultivar SP71 6163, suscetivel ao
virus, nao foi observado o fenbmeno de condicionamento pré-imaginal, que ocorre
quando os adultos preferem se alimentar, ou ovipositar na cultivar que se
alimentaram anteriormente (LARA, 1991).

As diferencas encontradas na quantidade de insetos distribuidos pelo teste de
livre escolha refletem o comportamento do inseto frente as opgdes de hospedeiros
oferecidos. Segundo a definigdo de Kogan e Ortman (1978), a antixenose deve
exprimir o comportamento do inseto frente a um efeito adverso da planta.

Hodkinson e Hudges (1982) descreveram que a selecdo de uma planta
hospedeira pelo inseto esta condicionada a sucessivos eventos, dentre os quais
pode-se citar os estimulos olfatérios e visuais, a presenca de fagoestimulantes, que
desencadeiam processos como a oviposicdo e alimentacdo continua. Estas
observacgdes podem ser comparadas aos resultados obtidos neste trabalho quando
a cultivar IACSP96 3076 foi a mais preferida grande parte do tempo avaliado, ou
seja, os insetos podem ter sido atraidos pela cor das folhas desta cultivar por
exemplo. No entanto apresentou-se como a pior cultivar para o desenvolvimento da
espécie M. sacchari. Enquanto a cultivar IACSP95 5000 deve ter algum
fagoestimulante, que nao atrai os insetos de imediato, no entanto, apresenta 6timas

condi¢des para o desenvolvimento dos insetos.
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Outros fatores que podem colaborar para maior preferéncia ou rejeicdo de
uma cultivar de cana-de-agucar citam-se os estimulos fornecidos pelas plantas,
como os estimulos quimicos. Os compostos fendlicos encontrados em gramineas de
um modo geral como cana-de-agucar (GODSHALL; LEGENDRE, 1988; BALCEREK
et al.,, 2009), s&o conhecidos por afetar o crescimento, desenvolvimento e
fecundidade dos pulgbdes (LESZCZYNSKI et al., 1995; KESSLER; BALDWIN, 2002;
URBANSKA et al., 2002; SINGH et al., 2004). Esses compostos sdo encontrados em
tricomas, os quais na cultura da cana-de-agucar ja tinham sido estudados com a
finalidade de conhecer a sua fungdo como barreira protetora na agao de herbicidas
(FERREIRA et al., 2007). O fenbmeno de livre escolha dos insetos, também pode
ser influenciado pelo numero de tricomas na superficie foliar atuando como barreiras
fisicas ou quimicas, (Edwards e Wratten, 1981). Este corrobora ao que foi observado
para a cultivar IACSP95 5094, unindo os dados de antixenose e EPG, notou-se que
esta cultivar apresentou resisténcia mecanica inicial (ondas C), provavelmente
devido a maior quantidade de tricomas na superficie abaxial da folha (parte preferida
dos insetos), e que pelos testes de preferéncia e de desenvolvimento € uma das
cultivares que oferece menores condigbes para o desenvolvimento da prole de M.
sacchari. Ferreira et al. (2007) levantaram a hipotese de que na agao de protecéo
das plantas, além dos tricomas, existem as células com silica e os estdmatos, que
indiretamente também funcionam como defesas vegetais (FERREIRA et al., 2007).
Esta observacao é compativel com os dados observados para a cultivar SP71 6163
pois apresenta a menor quantidade de tricomas por superficies da folha comparados
entre todas as cultivares analisadas, no entanto sdo tricomas com maiores
dimensbes, exercendo maiores barreiras quimicas e fisicas inicialmente as
atividades de penetragao dos insetos, com a hipotese de outras células de defesa na
epiderme desta cultivar, configurando os maiores valores de onda C observados.

Gibson (1971), La Pointe e Tingey (1984) observaram que tricomas induzem
a resisténcia fisica a afideos, pois quando ha a ruptura das paredes de tricomas, ha
a liberacdo de um exudado que impede o contato dos afideos com a superficie foliar.
Este fato corrobora com o que foi observado neste trabalho, em que a cultivar
IACSP96 3076, apesar de ser a mais preferida entre as cultivares avaliadas, nao foi

a que ofereceu as melhores condicdes para o desenvolvimento do inseto.
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Provavelmente, isso pode ser atribuido ao fato desta cultivar, juntamente a IACSP93
3046 e a IACSP95 5094 estarem entre as que apresentam um maior numero de
tricomas por area foliar na face abaxial, os quais podem ser rompidos durante as
tentativas de alcance do floema pelos insetos. A menor quantidade de tricomas
foliares na IACSP95 5000 é um dos fatores que favorece o desenvolvimento da
populacdo de M. sacchari, conforme observado na presente pesquisa, em que esta
cultivar foi a que apresentou o maior numero de adultos e ninfas apds oito dias de
avaliacdo de desenvolvimento.

Assim, considerando que o virus do amarelecimento foliar € propagado pelos
insetos-vetores (pulgdes), dentre eles M. sacchari, cujo tipo de transmissao é
caracterizada como persistente, circulativo e nao-propagativo (VEGA et al., 1997;
MAIA et al., 2000; MOONAN et al., 2000; DOMIER, 2012), pode-se supor que a
cultivar IACSP95 5000 se constitua em uma boa fonte mantenedora dos insetos e,
consequentemente, fonte de indculo de SCYLV. As infestagdes de canaviais com
pulgbes alados iniciam sob condigdes ambientais favoraveis e normalmente quando
as copas das plantas comegam a sobrepor, entre 12 e 16 semanas apods a
plantacdo, quando a movimentagcao dos insetos planta-a-planta primeiramente nas
linhas favorece a dispersdo da espécie do pulgdo e potencialmente do SCYLV
(VAILLANT et al., 2011).

Diferencas no tempo total de cada fase de alimentacdo dos insetos, ou a
duracao destas fases entre cada cultivar avaliadas pela técnica de EPG, pode ser
um indicio de resisténcia apresentada pelas plantas aos insetos (LEI et al., 2001).

Pelo fato dos insetos ndo conseguirem sucgéo de seiva na cultivar IACSP96
3076, tao eficiente quanto na suscetivel ao SCYLV (SP71 6163), levanta-se a
hipétese de barreiras quimicas ou fisicas de defesa vegetal associadas ao
comportamento alimentar de M. sacchari, conforme indicado pelos menores
numeros de eventos —E"1e —E2quando comparado ao da SP71 6163, reduzindo a
alimentacao do afideo vetor e, consequentemente, prejudicando o desenvolvimento
da prole deste inseto, observando um menor numero de insetos nesta cultivar. A
menor quantidade de eventos observados na regido floematica da cultivar IACSP96
3076 pode ser associada a fatores de resisténcia do tipo antixenose, uma vez que

indica menor chance para adquirir a seiva e somado o efeito de —E2mais longas
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(TJALLINGII, 2006). Resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho, foram
observados também por Fartek et al. (2012), quando em ensaios de antibiose no
campo e em laboratério, detectaram reducéo significativa de M. sacchari na cultivar
R365, explicado devido a fatores de resisténcia floematica pois os insetos néo
conseguiam alcangar o floema e se alimentar na fase —E2 tdo eficientemente como
em outras cultivares estudadas. Jiang et al. (2001) e Le Roux (2008) observaram um
atraso na alimentagdo de Myzus persicae em batata devido a fatores de resisténcia
existente no floema.

As cultivares IACSP93 3046, IACSP95 5000, e principalmente na IACSP95
5094, podem ser consideradas intermediarias quanto a resisténcia floematica.

A cultivar SP71 6163, conhecida pelo amarelecimento intenso nas suas
folhas, caracteristico da infeccao pelo virus, comprovadamente apresentou as
maiores médias de eventos para E (E1 e E2), além de provar a suscetibilidade fisica
por apresentar um baixo numero de tricomas na epiderme. Interessantemente, esta
cultivar apresentou indices altos de ondas —GC indicando resisténcia fisica inicial,
provenientes de outras estruturas desconhecidas, sendo uma das menos preferidas
nos teste de antixenose. Entretanto, uma vez que o inseto tem esta cultivar como
unica opgao de alimento (conforme observado pelo comportamento alimentar de M.
sacchari pelo teste de EPG) alimenta-se com facilidade da seiva floematica. No
ensaio de severidade de SCYLV feito com as trés cultivares (IACSP96 3076,
IACSP95 5000, e SP71 6163), a cultivar SP71 6163 apresentou maior porcentagem
de expressao dos sintomas da doenca. De fato, a cultivar suscetivel SP716163
apresentou os maiores valores na média dos eventos E1 e E2 comparada com as
demais cultivares estudadas, sendo indicativos de suscetibilidade ao SCYLV.

A cultivar IACSP95 5094 é conhecida nos canaviais, por apresentar intenso
amarelecimento, principalmente durante o periodo seco. Por falta de diagndstico
rapido no campo, ou por precisdo em se determinar se o amarelecimento € de causa
bidtica ou abidtica, sdo colhidas e mantidas as touceiras em campo sem a
confirmagéo do SCYLV. No presente trabalho, podemos afirmar que o inseto vetor
apresenta certa dificuldade inicial de penetrar seu estilete na epiderme foliar da
IACSP95 5094, provavelmente pelo fato desta cultivar estar entre as que apresenta

maior numero de tricomas na parte abaxial das folhas, parte esta preferida pelos
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pulgdes, conforme constatado pelos resultados deste trabalho que existe resisténcia
mecanica inicial para os insetos quando alimentados nesta cultivar e na SP71 6163.
No entanto, em termos de resisténcia em nivel de mesdfilo, xilema e floema, pode-
se dizer que esta foi menor para esta cultivar e para a SP71 6163, quando
comparada as demais, devido a maior duragado do tempo que o0s insetos conseguem
se alimentar propriamente no floema (E2). Dessa forma, com base nos resultados
provenientes do acompanhamento alimentar de M. sacchari na cultivar IACSP95
5094, deve-se fazer o monitoramento constante das areas com esta cultivar, pois os
indicios s&o de que esteja sendo confundindo com causas abidticas, sintomas que
de fato caracterizam a infecgéo pelo SCYLV.

Akbar et al. (2014) comprovaram que os diferentes tempos de M. sacchari
alimentando-se em elementos de vasos entre cultivares de cana-de-agucar
resistente (HoCP 91-555) e suscetivel (LCP 85-384) ao afideo-vetor € devido as
diferencas de metabdlitos secundarios (aminoacidos) encontrados na saliva € no
liquido agucarado eliminado pelo afideo, sendo que alguns metabdlitos essenciais,
ndo sao encontrados nos excretos dos afideos alimentados na cultivar resistente,
devido a incapacidade dos endosimbiontes (Buchnera sp) de digerir esses
aminoacidos e supondo uma inibicdo da rota metabdlica, influenciando na
preferéncia do mesmo e na redugao da populacéo nesta cultivar.

Atualmente existem varios diagndsticos para deteccdo do virus do
amarelecimento foliar. A técnica empregada de RT-PCR apresenta alta sensibilidade
e especificidade ao SCYLV (GONCALVES, 2005), sendo altamente importante na
utilizacdo da caracterizacao das cultivares como resistentes ou suscetiveis, uma vez
que a concentracdo do SCYLV é muito baixa nos tecidos foliares, e assim
dependendo da técnica para confirmagao da transmissao escolhida, ndo pode ser
detectado (ABU AHMAD et al., 2007). Apesar de ndo haver diferengas no teste de
transmissdo entre as cultivares avaliadas, ndo podemos afirmar que nao haja
resisténcia genotipica, ou fisica envolvida. O método empregado para realizar a
inoculagao ofereceu apenas uma cultivar como opcao de fonte de alimento para o
inseto, mesmo nao sendo a cultivar de preferéncia, os insetos tiveram 70 horas para
se alimentarem. De fato, ndo houve diferenca significativa pelo teste de Fisher a 5%,

quanto a proporgao de cultivares inoculadas e infectadas.
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Além disso, o mecanismo de resisténcia ao virus ndo € dependente apenas
de mecanismos de resisténcia ao inseto, ja que baixa correlagcdo de resisténcia de
afideos e incidéncia de SCYLV foi constatado por Fartek et al. (2014), sendo este
mecanismo de resisténcia remetido também a existéncia de genes de resisténcia.

Sckenck e Lehrer (2000) desenvolveram uma escala diagramatica para
classificagdo de cultivares de cana-de-agucar, quanto a resisténcia ao SCYLV.
Segundo esta escala, criada no Havai a cultivar de cana-de-agucar H 65-7052 ¢é tao
suscetivel quanto a SP71 6163. Por meio de teste soroldgico, estes autores
verificaram que quando todas as plantas de uma cultivar estiverem contaminadas
com o SCYLV, esta cultivar deve ser classificada como suscetivel; ao passo que,
quando outras plantas e cultivares apresentarem auséncia, mesmo com a condi¢ao
de plantas infectadas deste virus nas proximidades, sao ditos como resistentes.
Plantas intermediarias seriam aquelas que 30% fossem positivas para o teste de
ELISA.

Provada a infecgdo das plantas pelo virus do amarelecimento foliar por meio
de diagnosticos moleculares ou soroldgicos, o aparecimento dos sintomas € muito
variavel (DIAZ et al., 2013). Para a avaliagdo preliminar realizada até agora
contabilizamos notas visuais para SCYLV na escala de 0 a 4. No entanto, segundo
Aljanabi et al. (2001) n&o contabilizaram os registros de nota 1 como sendo devido a
suscetibilidade a SCYLV, devido ao fato de que esses sintomas iniciais podem ser
provocados e confundidos com outros fatores nao patogénicos tais como danos
provocados por ventos, ou por outras pragas como acaros em campo, levando a
resultados falsos. Além disso, Lehrer e Komor (2008), observaram que as plantas
testemunhas n&o inoculadas nado excediam a escala visual 1, durante o periodo de
avaliagao visual das plantas inoculadas.

Lehrer e Komor (2008) monitorando a severidade dos sintomas visuais de
SCYLV em cultivares de cana-de-agucar, chegaram a conclusdo de que nao existe
correlagao entre concentragdo SCYLV e sintomas de amarelecimento foliar, pois a
expressao dos sintomas esta condicionada a idade das plantas, e aos fatores que
condicionam a supressao dos sintomas, como por exemplo, fatores ambientais de
temperatura. De fato, o aparecimento dos sintomas visuais na cultivar suscetivel

expressou com maior intensidade e como indicio de uma severidade inicial da
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doenca, aos 220 dias de idade das plantas, corroborando os dados obtidos com
Lehrer e Komor (2008), quando obtiveram notas com maiores escalas visuais para
as cultivares suscetiveis ao SCYLV, e os sintomas do virus iniciaram aos 200 dias,
sendo notando por estes autores, o reaparecimento dos sintomas tipicos de
amarelecimento foliar e progressivo aos 350, 500 e 650 dias de idade das plantas.
Em nosso trabalho, a expressédo dos sintomas ocorreu em janeiro/fevereiro, quando
na regido de Ribeirdo Preto, em dezembro as médias de temperatura foram de 31 0
C. Em janeiro a média foi 31°C, mas com dias cuja a maxima diaria chegou a 35°C
(data de 19 de Janeiro) (INMET, 2015). Apos a terceira avaliagdo, as plantas
retomaram o crescimento com a folhagem verde, e sem a expressao de sintomas de
SCYLV, mesmo na cultivar suscetivel ao virus SP71 6163.Para plantas com
diagndstico positivo, a sintomatologia no campo € mais evidente nas condi¢cdes de
inverno mais rigoroso, ou que passaram por outros estresses como o hidrico (ABU
AHMAD et al., 2007). A progressao da infeccéo e sintomas de SCYLV, é constatado
como redugao na eficiéncia fotossintética do fotossistema Il e das trocas gasosas,
além de acumulo de agucares nas folhas de cana-de-agucar (GONCALVES et al.,
2004) e redugéo do significativa do peso seco da raiz (VASCONCELOS et al., 2009).

De fato, apesar de uma avalicado preliminar ter sido conduzida com o intuito de
sinalizar uma possivel resisténcia ou suscetibilidade das cultivares, outras
avaliacdes em época favoravel para o desenvolvimento da doenga (meses de maio,
junho e julho) deverao ser conduzidas para uma caracterizagdo mais confiavel das
cultivares quanto a resposta ao SCYLV. Tais observagdes comprovam a
necessidade de se realizar avaliagdes ao longo das fases de desenvolvimento da

cana-de-agucar, incluindo a cana soca.



56

6 CONCLUSAO

Diante dos resultados aqui apresentados conclui-se:

A cultivar SP71 6163 apresenta resisténcia mecanica ao afideo M. sacchari e
comprovamos a suscetibilidade desta cultivar ao Sugarcane yellow leaf virus
(SCYLV).

IACSP95 5094 apresenta resisténcia ao afideo-vetor M. sacchari dos tipos
antixenose e antibiose, no entanto € uma cultivar com suscetibilidade ao SCYLV.

A cultivar IACSP96 3076 apresenta resisténcia do tipo antibiose ao M.
sacchari além de resisténcias quimicas ou fisicas em nivel de floema que dificultam
a atividade alimentar dos afideos e a transmissao de SCYLV (resistente).

IACSP93 3046 apresenta resisténcia dos tipos antibiose e antixenose a M.
sacchari e apresenta-se como resistente em nivel de atividade floematica e
transmissao de SCYLV.

IACSP95 5000 é altamente suscetivel ao desenvolvimento de M. sacchari, no

entanto apresenta resisténcia quanto a infecgao pelo SCYLV.
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