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RESUMO

BORGES, Rafael. Influéncia da cobertura sobre o desenvolvimento e compostos
secundarios da espinheira-santa, erva-mate e cedro-rosa e na incidéncia da broca-do-
cedro em sistemas agroflorestais. Tese (Doutorado em Produgdo Vegetal) — Universidade do
Estado de Santa Catarina, UDESC. 112 p, Lages, SC, 2017.

A exploragdo racional de espécies nativas da regido oeste catarinense, conduzidas em sistema
agroflorestal, tem despertado o interesse de produtores pela crescente demanda de mercado por
esséncias florestais com aplicacdo medicinal e cosmética. Neste sistema de consorcio de plantas
a formag@o de um ambiente adequado as exigéncias de cada espécie ¢ fundamental para sucesso
dos empreendimentos, permitindo que a sucessao dos individuos no perfil do dossel traga altas
produtividades aliada a sanidade e longevidade. Neste contexto, uma das questdes fundamentais
¢ o manejo da sombra. Este estudo avaliou o efeito do sombreamento no desenvolvimento e na
produgdo de compostos secundarios de trés esséncias florestais: espinheira-santa (Maytenus
ilicifolia), erva-mate (llex paraguariensis) ¢ cedro (Cedrela fissilis), consorciadas a outras
espécies nativas pioneiras em sistemas agroflorestais. Foram estabelecidas duas areas
experimentais nos municipios de Lebon Régis e Fraiburgo-SC, contendo trés diferentes faixas
de cobertura do dossel (0-20%, 20-40% e 40-60%). Por ser o principal problema fitossanitario
destacado pelos produtores nestes sistemas, a populagdo da broca-do-cedro (Hypsipyla
grandella) foi amostrada e avaliada sua relacdo com a frequéncia de danos observada. A
influéncia da sombra sobre a emissdo de volateis pelas plantas de Cedrela fissilis foi avaliada e
o efeito destes compostos sobre os adultos da broca-do-cedro analisado em laboratdrio. A erva-
mate apresentou maior producdo de biomassa comercial sob sombreamento intenso (40-60%)
com 845,83 £+ 580,05 gramas por parcela quando comparada ao tratamento com menor
sombreamento (0-20%) 518,33 £+ 391,99 gramas por parcela. A biossintese do composto
secundario teobromina foi menor no tratamento 20-40% de sombra, enquanto o acido
clorogénico e a cafeina atingiram maiores concentragdes nos tratamentos com taxas maiores
que 20% de sombra. A espinheira-santa ndo apresentou diferenga significativa de
desenvolvimento e rendimento entre os tratamentos avaliados e a producdo de compostos
secundarios foi favorecida pelo aumento de radiagdo das parcelas. Com relagdo ao cedro-rosa
os resultados de campo indicaram que o tratamento com maior taxa de sombreamento
apresentou os menores pardmetros de desenvolvimento de plantas em comparagdo com o
sombreamento intermediario, a frequéncia de ataque de H. grandella foi maior no tratamento
com menor sombreamento (0-20%). Nos experimentos de laboratorio foi possivel identificar
31 VOCs emitidos pelas plantas de cedro, dos quais quatro: salicilato de metila, (E)-ocimeno,
DMNT e aromadendreno apresentaram varia¢do na taxa de emissdo conforme a mudanga na
intensidade de sombra. Foram identificadas respostas biologicas em antenas de adultos machos
¢ fémeas nos ensaios de eletroantenografia/ GC-MS para os compostos nonanal, salicilato de
metila, decanal e B-cariofileno e em tunel de vento com a mistura dos mesmos quatro
compostos. Os resultados indicaram que em sombreamento variando de 20 a 40% foi possivel
aliar boas taxas de desenvolvimento inicial das plantas com baixa frequéncia de ataque da
broca-do-cedro. H. grandella utiliza os compostos nonanal, salicilato de metila, decanal e [3-
cariofileno emitidos pelas plantas como recurso para a localiza¢@o dos pontos de oviposi¢ao; e
a hipotese mais provavel que justifica os baixos indices de ataque em plantas sombreadas ¢ a
producdo intensa de salicilato de metila que passa a ter feito repelente as fémeas de H.
grandella.

Palavras-chave: Cobertura, Dossel, llex paraguariensis, Maytenus ilicifolia, Cedrela fissilis,
Hypsipyla grandella.



ABSTRACT

BORGES, Rafael. Influence of the cover on the development and secondary compounds of
espinheira-santa, yerba mate and cedar and on the incidence of mahogany shoot borer in
agroforestry systems. Thesis (Doctorate in Crop Production) — Universidade do Estado de
Santa Catarina, UDESC. 112 p, Lages, SC, 2017.

The intended exploitation of native species in the mid-west region of the state of Santa Catarina
in Brazil, conducted in an agroforestry system, has aroused the interest of producers considering
the growing market demand for forest essences with medicinal and cosmetic application. In this
intercropped system of plants, the development of an environment that meets the requirements
of each species is paramount for the success of initiatives. It provides that the individual
successions in the canopy profile bring high yields along with a healthy and long living
system. Moreover, one of the main issues to this matter is shade management. This present
study has assessed how shading might affect the development and production of secondary
composites of three forest species: espinheira-santa (Maytenus ilicifolia), yerba
mate (llex paraguariensis), and cedar (Cedrela fissilis) intercropped with other pioneer native
species in agroforestry systems. Two experimental areas were defined in the municipalities of
Lebon Régis and Fraiburgo-SC, containing three different canopy cover (0-20%, 20-40% and
40-60%). Because this is the main plant-related problem highlighted by producers in these
systems, the mahogany shoot borer (Hypsipyla grandella) drill population was sampled and
assessed for their relationship with the frequency of injury found. The influence of shade over
the emission of volatile by Cedrela fissilis plants was assessed and the effect of these
compounds on fully grown cedar drill was studied in a laboratory. The yerba mate showed
higher commercial biomass production under high shading (40-60%) and 845.83 + 580.05
grams per plot when compared to treatment with less shading (0-20%) 518.33 + 391 99 grams
per plot. The production of the secondary composite theobromine was greater in the 0-20%
shade treatment, while chlorogenic acid and caffeine reached higher concentrations in
treatments with higher shade index. Regarding cedar, the field trial showed that treatment with
higher shading rate had the lowest plant development parameters in comparison with
intermediate shading. The attack frequency of H. grandella was greater in treatment with lower
shading (0-20%). In laboratory experiments, it was possible to find 31 VOCs emitted by cedar
plants, of which four: methyl salicylate, (E) -ocimene, DMNT and aromadendrene, presented
variation in their emission rate, according to changes in shade intensity. Biological responses
in adult female and male antennas were noted in the electroantenography / GC-MS assays for
the nonanal, decanal, methyl salicylate and B-caryophyllene compounds; and in wind tunnel for
the mixture of these same four compounds. Results suggest that in shading ranging from 20 to
40%, it was possible to combine good rates of initial development of plants with low attack
frequency of H. grandella uses nonanal, decanal, methyl salicylate and -caryophyllene emitted
by plants as a resource to locate oviposition spots, and the most likely hypothesis that justifies
the low attack rates in shaded plants is intense production of methyl salicylate, which starts to
act as repellent to H. grandella female under such conditions.

Keywords: Canopy cover, llex paraguariensis, Maytenus ilicifolia, Cedrela fissilis, Hypsipyla
grandella.
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1 INTRODUCAO GERAL

O aumento da demanda pela erva-mate (/lex paraguariensis) tem despertado o interesse
de muitos produtores rurais para o seu cultivo (KRATZ et al., 2014; BARBOSA et al., 2015).
Os ervais sao uma excelente op¢do de renda para areas anteriormente destinadas ao plantio de
espécies exoticas como pinus e eucalipto (COELHO, 2010), mas também aproveitando as
possibilidades criadas para o manejo agroflorestal da Reserva Legal estabelecidas pelo novo
Codigo Florestal Brasileiro publicado em maio de 2012 (BRASIL, 2016). Os sistemas
agroflorestais (SAF) sdo uma alternativa que se adequa as exigéncias legais para o
estabelecimento da Reserva Legal por respeitarem a dinamica sucessional das espécies nativas
e ao mesmo tempo possibilitando a exploragdo comercial das plantas (ROSSA, 2013).

Nos arranjos para o sub-bosque dos SAF inseridos na regido da Floresta com Araucaria,
outra esséncia de interesse € a espinheira-santa (Maytenus ilicifolia). Essa espécie ¢ citada em
levantamento realizado por Mazza et al. (2012), como o terceiro produto florestal ndo
madeiraveis (PFNM) mais importante para as comunidades de agricultores, depois do pinhao e
da erva-mate. Esse interesse pela espinheira-santa tem crescido depois do Ministério da Satde
incluir os fitoterapicos a base de M. ilicifolia na lista de medicamentos fornecidos pelo Sistema
Unico de Satide-SUS (CARVALHO et al., 2008).

Com relagdo as espécies madeireiras preferidas para implantacdo destes SAF, o cedro-
rosa (Cedrela fissilis) merece especial destaque (ROSOT, 2007). Além do uso medicinal
(CORTEZ et al., 1998), é apreciado pelas multiplas aplicagdes da madeira que apresenta
elevado valor comercial (REITZ, 1984).

Na cidade de Fraiburgo teve inicio em 2012 o plantio de SAF integrando a erva-mate,
espinheira-santa e cedro-rosa, associados ao pinheiro (Araucaria angustifolia) ¢ espécies
pioneiras como bracatinga (Mimosa scabrella), fumeiro-bravo (Solanum mauritianum) e
canela-guaica (Ocotea puberula). Essa iniciativa ¢ coordenada por uma cooperativa de
pequenos produtores que implantou algumas areas modelo na regido.

Como ¢ comum em todo processo de exploragdo sustentavel de recursos florestais,
especialmente dos PFNM, hé poucas informagdes que possam orientar técnicos e produtores
nas questdes relacionados ao manejo, e que indiquem estratégias seguras de condugado das areas
(FIGUEIREDO; WADT, 2000).

No sistema agroflorestal proposto pela cooperativa de Fraiburgo, a cobertura florestal
tem papel de protecdo das mudas de cedro-rosa e erva-mate das geadas no primeiro ano de

plantio. Nos anos seguintes a poda das plantas, além de proporcionar maior disponibilidade de



16

luz para o sub-bosque, serve como adubo verde para as espécies comerciais. Entretanto, sdo
desconhecidos os niveis ideais de sombreamento/radiacdo que permitam aliar produtividade a
teores adequados de compostos secundarios de interesse medicinal e nutricional.

A compreensdo das condi¢des ideais de luminosidade em sistemas agroflorestais ¢é
fundamental para o sucesso destes empreendimentos (CARNEVALE; MONTAGNINI, 2002).
Poucos estudos tratam desta questdo, havendo apenas dados empiricos sobre o efeito positivo
do sombreamento na qualidade do chimarrdao (DA CROCE, 1996; SUERTEGARA, 2002).
Outros estudos demonstram que em plantas sombreadas hd variacdo na biossintese de
compostos secundarios (MAZZAFERA, 1994).

Quanto a M. ilicifolia e C. fissilis, as informacdes sdo ainda mais escassas. Ha estudos
que demonstram que mudas de cedro-rosa em pleno sol tem desenvolvimento superior aquelas
mantidas em sombra (SANTOS et al., 2006). Outro fator de influéncia da sombra ¢ a redugao
na intensidade do ataque da broca-do-cedro Hypsipyla grandella, um lepiddptero que na fase
larval ataca o meristema das arvores provocando intenso rebrote e perda do valor econdémico
das plantas (VERGARA, 1997; RIBASKI G.; IRITANI; RIBASKI, J, 2002).

Esta pesquisa tem como objetivo identificar a influéncia do sombreamento no
desenvolvimento vegetativo ¢ na produgdo de compostos secundarios de interesse nutracéutico
e medicinal da erva-mate e espinheira-santa, bem como o reflexo na suscetibilidade do cedro

ao ataque de Hypsipyla grandella.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 SISTEMAS AGROFLORESTAIS

Os sistemas s3o uma das formas utilizadas pelo homem para compreender o mundo,
mas especialmente a natureza, tanto que a sua primeira aplicagdo pratica foi proposta pelo
bidlogo Ludwig Von Bertalanffy (1988), na década de 50 ao estudar os organismos vivos.
Como definicdo, sistema ¢ o conjunto de dois ou mais elementos que interagem, com vistas a
atingir um objetivo (CHURCHMAN, 1972).

Os sistemas agroflorestais (SAF) s@o sistemas de produgdo agricola compostos por
espécies arboreas integradas a outras espécies vegetais com objetivo de produzir alimentos,
fibras e madeira, através da ciclagem da biomassa (FRANKE; LUNZ; AMARAL, 1998). Cada
espécie ocupa uma posi¢ao no dossel, adequada as suas caracteristicas botanicas. A presenga
de multiplos estratos integrados e produtivos se assemelha as condi¢des ambientais e bioticas
encontradas nas florestas nativas, favorecendo os processos naturais de regulagido de disturbios
nutricionais e fitossanitarios (GOTSCH, 1995).

A sustentabilidade dos SAF depende da producéo e ciclagem de grandes volumes de
biomassa o que faz destes sistemas uma importante estratégia ecoldgica de reserva de carbono
(KIRBY; POTVIN, 2007; LIMA et al., 2011). Ha também a possibilidade de usa-los na
conservagdo de plantas ameacadas, desde que sejam considerados os interesses
socioeconomicos das comunidades onde estas iniciativas sdo implementadas (PAQUETTE;
MESSIER, 2010). Outra grande vantagem ambiental dos SAF esta relacionada ao uso e
conservagdo do solo, como a melhoria dos atributos quimicos e fisicos; aumento da fixagdo de
nitrogénio; maior cobertura e redugdo de perdas de solo e nutrientes (SCHROTH et al., 2002;
MORENO; OBRADOR; GARCIA, 2007; IWATA et al., 2012).

Esse conjunto de caracteristicas dos sistemas agroflorestais convergem para as
demandas propostas pela FAO para a mitigagdo e adaptacdo dos sistemas produtivos de
alimentos aos fatores geradores de mudancas climaticas relacionados a atividade agricola
(FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2013).

Diversos estudos demonstram a vantagem dos SAF no aumento de rendimento em
diversos cultivos, comparados a monocultura (LOREAU et al., 2001; PIOTTO et al., 2004;
FORRESTER et al., 2006; HULVEY et al., 2013). Erskine, Lamb ¢ Bristow (2006) salientam
que o ganho ¢ diretamente proporcional ao nimero de espécies utilizadas, no entanto, essas

vantagens s6 podem ser observadas em arranjos bem dimensionados ¢ manejados para adequar



18

as condigOes gerais as caracteristicas botanicas de cada espécie (BAGGIO, 1992; PRETZSCH;
SCHUTZE, 2009).

No Brasil os SAF estdo difundidos especialmente na regido Amazonica, regido Nordeste
e Vale do Ribeira (SCHROTH et al., 2002; FROUFE; RACHWAL; SEOANEL, 2011;
COSTA:; DE ARAUJO; DE SOUZA-MOTTA, 2016). Nestas regides os SAF sdo socialmente
importantes para a manuten¢do de muitas pequenas propriedades rurais dependentes da mao-
de-obra familiar (ABDO et al., 2008).

Na regido sul a realidade ¢ bastante diferente; como os modelos convencionais de
cultivo instalado nas propriedades rurais caracterizam-se pela intensa ocupagdo e resultados
econOmicos satisfatorios, isso reduziu o interesse pelos SAF (SCHREINER, 1994). Este
cenario foi alterado a partir do novo Codigo Florestal em 2012, que determina a destinacao de
20% da area das propriedades rurais como Reserva Legal, em imdveis localizados nas regides
de ocorréncia do Bioma Mata Atlantica, sendo que essa ndo pode ser suprimida e podera ser
utilizada apenas sob regime de manejo florestal sustentdvel (BRASIL, 2016). Desta forma
muitos produtores buscaram a recomposicao das areas destinadas a Reserva Legal com espécies
nativas que possibilitassem algum tipo de exploragio econdmica implantando SAF (CORREA;

FRANCO, 2014; WIVES; DE CASTILHO; MACHADO, 2015).

2.2 ERVA-MATE (llex paraguariensis) A. St.-Hill

A erva-mate ¢ uma planta arborea da familia Aquifoliaceae, didica, perenifdlia, que em
condigdes naturais atinge até 15 metros de altura (DICKEL; RITTER; BARROS, 2011). E uma
espécie nativa da Mata com Araucaria, adaptada ao desenvolvimento em condi¢des de sub-
bosque (LORENZI, 2000). Tambem pode ser encontrada nos estados de Sdo Paulo ¢ Mato
Grosso do Sul, nordeste da Argentina e leste do Paraguai (COELHO; MARIATH, 1996;
COELHO; MARIATH; SCHENKEL, 2002).

As folhas e ramos da planta sdo usados na forma de infusdo, a qual recebe o nome
popular de chimarrdo. A bebida ¢ estimulante, tonica e diurética (BLUMENTHAL;
GOLDBERG; BRINCKMANN, et al., 2000; WAINWRIGHT; PUTZ, 2014). O habito do
consumo da erva-mate remonta aos povos nativos do sul do Brasil e foi adotado pelos
colonizadores, tornando-a uma das primeiras atividades economicas nesta regido. Até hoje nas
propriedades localizadas no planalto norte e meio-oeste catarinense a erva-mate ocupa um papel

de destaque como fonte alternativa de renda (COELHO; MARIATH; SCHENKEL, 2002). Esta
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exploragdo ¢ feita em sua maior parte em ervais nativos, com baixos niveis de produtividade,
os quais vem sendo substituidos por culturas anuais como a soja (MELO, 2010).

Esta redugdo da oferta aliada as novas formas de consumo da erva-mate como bebida
gelada e nutracéutica gerou aumento da demanda e do valor do produto em mais de 40%
(ACISA, 2013). Os produtores, motivados pela alta nos precos, iniciaram a implantacdo de
reflorestamentos com erva-mate consorciada com outras espécies florestais buscando a
melhoria da matéria-prima produzida e maior rendimento economico por unidade de area, pois
o produto colhido de areas sombreadas apresenta “gosto mais suave”, o que aumenta o valor
pago pelo produto (DA CROCE, 1996; BOEGER et al., 2009).

A aclo nutracéutica e medicinal da infusdo de erva-mate tem sido comprovada
especialmente como antioxidante (BRACESCO et al., 2003), diurética e lipolitica, podendo
auxiliar em dietas de emagrecimento (SOUSA et al., 1991; ANDERSEN; FOGH, 2001). Esses
efeitos se devem a presenca de fenois, flavonodides, cafeina, teobromina, teofilina, taninos e
saponinas (SCHENKEL et al., 1997; FILIP et al., 2000; FILIP et al., 2001; BRANDAO et al.,
2013).

2.3 ESPINHEIRA-SANTA (Maytenus ilicifolia) Mart. ex Reissek

A espinheira-santa Maytenus ilicifolia ¢ uma planta nativa da América do Sul,
predomina no sul do Brasil, estendendo sua incidéncia para o Paraguai, Uruguai e leste da
Argentina. No entanto, acredita-se que 40% da regido de ocorréncia corresponda aos trés
estados da regido sul do Brasil (CARVALHO-OKANO, 1992). A denominagdo ilicifolia
significa “o que tem folhas iguais ao Ilex” que ¢ um azevinho usado como enfeite de Natal, do
mesmo género que pertence a erva-mate (REIS; SILVA, 2004).

A planta ¢ uma arvore perenifolia da familia Celastraceae e as principais caracteristicas
da planta s@o folhas espinescentes e ramos angulosos tetra ou multicarenados (CARVALHO-
OKANO; LEITAO FILHO, 2004). Naturalmente ocupam as 4reas de bordadura das matas,
podendo adaptar-se a diferentes ambientes e exposicdes ao sol, porém o cultivo consorciado ¢
uma estratégia para aumentar a longevidade das plantas (RADOMSKI, 1998; RADOMSKI et
al., 2004).

O wvalor medicinal ¢ popularmente difundido (MARIOT; BARBIERI, 2007),
oficialmente ¢ indicada pela Agencia Nacional de Saude - Anvisa para o tratamento de
distarbios digestivos, nduseas, azia ¢ protetor da mucosa gastrica (BRASIL, 2011). Seu uso é

feito através da infus@o das folhas ou capsulas contendo o extrato seco (BRASIL, 2016). Além
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disso, diversos estudos demonstram outros efeitos da planta como calmante (ALONSO, 1998),
antimicrobiano (ESTEVAM et al., 2009), antioxidante (MELO et al., 2001) e antineoplastica,
combatendo o desenvolvimento de células cancerosas (SANTOS-OLIVEIRA; COULAUD-
CUNHA; COLACO, 2009).

Um levantamento realizado por Mariot e Barbieri em 2010, indicou que a exploragdo
comercial de espinheira-santa aumentou de forma progressiva, no entanto, 95% das folhas
comercializadas eram oriundas de extrativismo, que em muitas areas tem exaurido as plantas
nativas. A domesticacdo e cultivo da espécie tem se mostrado necessaria, para isso o
conhecimento mais profundo de suas exigéncias ¢ fundamental (REIS; SILVA, 2004).

A ac¢do medicamentosa da espinheira-santa esta relacionada principalmente a presenga
de triterpenos (GUTIERREZ et at., 2007). Em certas aplicagdes outros principios ativos sio
utilizados como os glicolipideos (MENDES; MACHADO; FALKENBERG, 2006), catequinas,
quinonas, esterdides, saponinas, alcaldides, flavonoides e fenois (CORSINO et al., 1998;

ESTEVAM et al., 2009).

2.4 CEDRO-ROSA (Cedrela fissilis) Vell

O cedro-rosa ¢ uma das arvores mais conhecidas da flora brasileira, segundo Reitz
(1984). Pertence a familia Meliaceae, sendo considerada uma espécie secundaria, com
distribuicdo espacial bastante ampla, compreendendo a regido sul do Brasil e norte da
Argentina, incluindo as Florestas Semideciduas ¢ Ombroéfila Mista, ¢ as demais formacgdes
florestais do territorio brasileiro, além de ocorrer no Paraguai, Bolivia, Peru, Colombia ¢
Venezuela (PENNINGTON; STYLES; TAYLOR, 1981; GARCIA et al., 2011). Em florestas
primarias a densidade de plantas ¢ baixa, no maximo trés arvores por hectare, ja nas formacdes
secundarias a abundancia ¢ muito maior (GANDARA, 1996; CARVALHO, 2003).

O uso medicinal da planta baseia-se no conhecimento popular, aplicada como tonica,
adstringente e no combate a febre (CARVALHO, 1994). Porém, sua aplicagdo mais comum ¢
a produgdo de madeira, considerada leve a moderadamente pesada (densidade média de
0,55g/cm?), macia ao corte e notavelmente durdvel em ambiente seco (LORENZI, 2000). Suas
aplicagdes sdo bastante variadas devido as suas otimas e multiplas propriedades, alta
durabilidade quando exposta ao tempo ¢ a facilidade em se trabalhar. E uma madeira largamente
empregada em compensados, esculturas e obras de talha, modelos e molduras, esquadrias,

marcenaria, na construgdo civil, naval, aeronautica e instrumentos musicais (REITZ, 1984).
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O grande interesse comercial fez do cedro-rosa uma das madeiras mais exploradas no
Brasil (ANGELO; BRASIL, SANTOS, 2001). Os dados de exportacdes de madeiras nativas
brasileiras relatam que o cedro-rosa aparece em quarto lugar dentre as espécies mais exportadas,
apresentando ainda uma tendéncia crescente no mercado internacional de madeiras (LIMA;
MUNK, 2015). O interesse econdmico na espécie vem desde a época colonial motivando sua
intensa exploracdo nas formacoes florestais nativas, exaurindo exemplares adultos com
diametro e fuste adequados ao corte (MINETTI, 2006). Aliado a posterior expansdo urbana e
agricola fizeram com que o cedro sofresse grande reducdo do numero de individuos nas
formagdes florestais (FUNDACAO SOS MATA ATLANTICA E INPE, 2016).

A espécie também ¢ uma das arvores nativas mais eficientes no incremento médio anual
em didmetro, sendo que na regido sul do Brasil, esse ganho ¢ de 1,1 cm (CUSATIS etal., 2013).
Quando comparada a outras cinco importantes plantas madeiraveis nativas, De La Reta et al.
(2015) constataram que C. fissilis foi a que apresentou maior desenvolvimento em altura,
diametro e produc¢ao de biomassa. Esta condicao faz do cedro-rosa uma das principais esséncias
nativas escolhida para plantios comerciais para fins madeireiros (GRIGNOLA et al., 2014),
entretanto as iniciativas t€m sido barradas pelos ataques da broca-do-cedro H. grandella

(BYGRAVE; BYGRAVE, 2001).

2.5 BROCA-DO-CEDRO - Hypsipyla grandella (Zeller) (Lepidoptera, Pyralidae)

O género Hypsipyla apresenta onze espécies, das quais quatro ocorrem nas Ameéricas,
dentre elas a mais conhecida ¢ H. grandella (TAVERAS; HILJE; CARBALLO, 2004). No
continente africano e asitico localizam-se as outras sete espécies, com destaque para Hypsipyla
robusta que, da mesma forma que H. grandella, desperta interesse por atacar importantes
esséncias florestais da familia Meliaceae (GRIFFITHS, 2001).

A aérea de ocorréncia de H. grandella se estende desde o sul do estado da Florida
(EUA), América Central e América do Sul (ENTWISTLE, 1967), correspondendo ao centro de
origem do mogno (Swietenia macrophylla), cedro-espanhol (Cedrela odorata) e cedro-rosa
(Cedrela fissilis). Esses dois géneros de meliaceas sdo os principais hospedeiros de H. grandella
(GRIFFITHS, 2001). Outros géneros da familia podem ser hospedeiros alternativos como
Guarea e Trichilia (LAGO et al., 2006), enquanto as meliaceas dos géneros Toona ¢ Khaya,
nativas da Asia e Africa, sdo atacadas exclusivamente por H. robusta. Esta especificidade é

devida aos grupos especificos de limonodides produzidos no lenho de cada grupo, fato que
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sugere a co-evolugdo de cada espécie com seus respectivos hospedeiros (AGOSTINHO et al.,
1994; BYGRAVE; BYGRAVE, 2001; OPUNI-FRIMPONG et al., 2008; PEREZ et al., 2010a).

Entre as espécies de interesse econdmico hospedeiras de H. grandella, ha evidéncias da
existéncia de uma escala de preferéncia em que plantas do género Cedrela sao mais atacadas
que as do género Swietenia (D’OLIVEIRA, 2000). Yamazaki et al. (1992) relatam que essa
preferéncia também pode ser observada dentro do género Cedrela, pois que plantas de C. fissilis
foram atacadas com frequéncia duas vezes maior que plantas de C. odorata em plantios
consorciados.

Os danos do inseto sdo relevantes em mudas e plantas jovens, ¢ possivel observar
ataques em plantas adultas desde que haja brotagdes ou frutos suficientemente grandes para o
desenvolvimento das lagartas (HOLSTEN; GARA, 1974). As mariposas fazem a postura no
meristema apical e as lagartas ao eclodirem comem as folhas novas, perfuram o ramo principal
e constroem uma galeria no tronco aonde se desenvolvem até a formacao do pupario (LUNZ et
al., 2010). A morte do meristema provoca a quebra da dominéncia apical resultando em intensa
ramificagdo secundaria, formagao de plantas bifurcadas e tortuosas que perdem completamente
seu valor comercial. Em casos de ataques sucessivos, além da redugdo do crescimento pode
ocorrer a morte das plantas (YAMAZAKI et al., 1990).

De acordo com Gallo et al. (2002) e Grogan, Barreto e Verissimo (2002), apesar do
grande potencial madeireiro e o alto valor econémico das plantas de mogno e cedro-rosa, os
ataques frequentes de H. grandella sdo responsaveis pelos frequentes fracassos de projetos de
reflorestamento contendo tais esséncias florestais nas Américas. Essa realidade ¢ ainda mais
evidente nos plantios homogéneos (GUIMARAES NETO et al., 2004; NAIR, 2007). Nem
mesmo projetos de conservagdo e restauragdo florestal contendo estas espécies estdo imunes a
a¢ao danosa da broca-do-cedro (BARROS et al., 2011).

O adulto de H. grandella ¢ uma mariposa de habito noturno, coloragdo cinza nas asas
anteriores ¢ branco hialino nas posteriores (BERTI FILHO; NAKANO, 1992). As fémeas ao
emergirem iniciam a dispersdo na busca de hospedeiros. Esse voo ¢ mais intenso nas duas
primeiras noites, periodo em que a distancia percorrida pode chegar a mais de 20 km
(FASORANTI; GARA; GEISZLER, 1982).

Depois de encontrar o hospedeiro a fémea produz o feromdnio sexual para atrair os
machos para copula (HOLSTEN; GARA, 1977; BARRADAS-JUANZ; DIAZ-FLEISCHER;
PEREZ-STAPLES, 2016). Se apoés a copula ocorrer alguma condi¢do adversa, uma nova

dispersdo pode ser iniciada, porém as distancias percorridas sdo menores (HOLSTEN; GARA,
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1974). O periodo diario de maior intensidade de voo e postura das fémeas ¢ as 03h00min da
madrugada, em temperaturas superiores a 15°C (GARA et al., 1976).

A capacidade das fémeas em localizarem os hospedeiros depende do volume de folhas
novas e brotos em crescimento presentes na planta, evidenciando que existe um atraente olfativo
volatilizado das partes jovens do cedro e do mogno que permitem as fémeas localizarem os
pontos de postura (GRIJPMA; GARA, 1970).

O ciclo de bioldgico da broca-do-cedro ¢ de 70 a 110 dias dependendo da temperatura
(TAVERAS; HILJE; CARBALLO, 2004). No Brasil o nimero de geragdes varia de 3,6 a 5 por
ano (WREGE; THOMAZINI, 2012). Cada fémea pode depositar de 200 a 450 ovos num
periodo de até 6,3 dias (COSTA et al., 2014) as posturas sdo feitas individualmente em folhas
novas proximos aos ramos. As larvas eclodem apo6s quatro dias em média, alimentam-se
inicialmente das folhas novas, em seguida, iniciam o ataque ao ramo construindo o tunel onde
se desenvolvem (GRIFFITHS, 2001). O periodo de menor viabilidade do inseto compreende o
estadio de ovo até a entrada da lagarta no tinel formado nos ramos, estadios em que a acdo de
micro himendpteros e fungos entomopatogénicos ¢ marcante (THOMAZINI; TEDESCHI,
2012).

2.5.1 Formas de controle

Nas ultimas décadas, diversas iniciativas para o estabelecimento de estratégias de
controle da broca-do-cedro vém se mostrando infrutiferas. Isso se deve principalmente ao
comportamento das lagartas de manterem-se protegidas nos tineis formados nos ramos apicais
(VERGARA, 1997). No entanto, ha outras caracteristicas comportamentais que contribuem
para tornar ainda mais complexo esse desafio, como a grande capacidade de dispersdo dos
adultos e a deposi¢do dos ovos em multiplos pontos (NEWTON et al., 1993; FLOYD et al.,
2003; LUNZ et al., 2010).

O controle quimico tem como alvo as lagartas no intervalo entre a eclosio e o inicio do
ataque ao meristema com a formagao do tinel, periodo que corresponde a no maximo 72 horas
(VERGARA, 1997; COSTA, 2000). Esta condicdo exige que as plantas sejam mantidas sob
pulverizacdes sucessivas de inseticidas tornando o método oneroso e extremamente prejudicial
a0 ambiente (WYLIE, 2001; MARTINEZ-VENTO et al., 2010). Alguns trabalhos de controle
quimico em escala experimental atingiram niveis de controle satisfatorios (GOULET; RUEDA;
SHELTON, 2005; RIBEIRO, 2010), mas em condigdes de campo essa eficiéncia ¢ afetada pela

alta pluviosidade no periodo de incidéncia da praga e a dificuldade de cobertura adequada da
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copa pelas pulverizagdes, especialmente apos os dois primeiros anos de plantio (WYLIE, 2001;
CUELLAR et al., 2009; LUNZ et al., 2010). A aplicacio de inseticidas naturais formulados
pelos produtores pode ser uma alternativa para redug¢do dos custos das pulverizagdes, como
sugerem Soto et al. (2007).

O género Hypsipyla apresenta dezenas de inimigos naturais conhecidos, entre os quais
parasitoides de lagartas e pupas da ordem himenoptera, os niveis naturais de parasitismo podem
chegar a 36% (BLANCO-METZLER; VARGAS; HAUXWELL, 2001; SANDS; MURPHY,
2001). Ensaios de laboratério conduzidos por Castro ¢ Monnerat (2013) com estirpes
selecionadas de Bacillus thuringiensis alcangaram eficacia de 100% para lagartas de 2° e 3°
instar, indicando o controle bioldgico como uma ferramenta de manejo eficiente para H.
grandella.

Estas evidéncias também indicam a possibilidade do uso da transgenia como uma
estratégia futura para assegurar o cultivo intensivo de melidceas sem o risco de perdas
associadas a H. grandella (LOPEZ-OCHOA; APOLINAR-HERNANDEZ; PENA-RAMIREZ,
2015).

A nutri¢cdo mineral dos hospedeiros pode interferir no ataque da broca-do-cedro, Silva
Junior et al. (2014) observaram que adubag¢des com calcio reduziram os danos em plantas
mantidas em casa de vegetacdo, possivelmente por induzir a formacdo de estruturas mais
resistentes na epiderme do meristema. Em contrapartida, ensaios de campo conduzidos por
Calixto et al. (2015) indicaram baixa efetividade do manejo da adubagdo como estratégia de
controle da broca-do-cedro.

Duas outras estratégias culturais de controle merecem destaque: a poda das plantas
atacadas que possibilita a retomada da estrutura original, por deixar apenas um ramo principal,
a qual pode ser empregada em pequenas areas de cultivo de melidceas, mas nao impede o atraso
do desenvolvimento das plantas e alguma depreciacdo devido a tortuosidades das toras
(CORNELIUS, 2001); e a enxertia de cedro e mogno sobre porta-enxertos de meliaceas
resistentes ao ataque da H. grandella como Khaya senegalensis e Toona ciliata os quais
transferem a copa caracteristicas que reduzem de forma significativa os danos (DE PAULA et
al., 1997; BYGRAVE; BYGRAVE, 2001; PEREZ et al., 2010a).

Este fato ocorre devido a alteragdo do arranjo dos limondides e compostos fenolicos
produzidos pelas plantas enxertadas (PEREZ et al., 2010b). Ensaios de laboratdrio
demonstraram que a a¢do dos limonoides reduz a sobrevivéncia enquanto os alcaldides reduzem
o metabolismo e o desenvolvimento das lagartas. Ja os adultos sofrem malformagdes devido a

acio dos fendis (PEREZ-FLORES; EIGENBRODE; HILJE-QUIROZ, 2012).
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Apesar das inimeras pesquisas visando o controle pontual do inseto, ¢ consenso que o
sucesso da mitigacdo dos danos de H. grandella no cultivo de meliaceas depende da integragao
de diversas estratégias (VERGARA, 1997; LUNZ et al., 2010; RUIZ et al., 2016).

Essas devem estar fundamentadas no sistema silvicultural escolhido na implantagdo da
floresta. Exemplo disso ¢ o efeito da densidade de plantas (PEREZ-SALICRUP; ESQUIVEL,
2008) e o consorcio das melidceas com outras esséncias florestais (COSTA et al., 2000;
GUIMARAES NETO et al., 2004; SILVA, 2007) reduzindo o nivel de infestagdo do inseto.
Este impacto positivo dos plantios consorciados ¢ devido ao efeito barreira exercido pelas
outras espécies, mas sobretudo pelo sombreamento que reduz a vulnerabilidade das meliaceas
ao ataque da broca-do-cedro (SILVA; SANTOS ROSA; VIEIRA, 2013; RUIZ et al., 2016).

O emprego do sombreamento como estratégia de manejo ¢ utilizada por muitos
agricultores e comprovada por diversos pesquisadores (ENTWISTLE, 1967; BRIENZA
JUNIOR, 1980; YARED; KANASHIRO; CONCEICAO, 1988; SANCHEZ-SOTO;
DOMINGUEZ-DOMINGUEZ; CORTES-MADRIGAL, 2009; PEREIRA et al., 2016).
Entretanto, o desenvolvimento das plantas é menor requerendo a avaliagdo dos niveis
adequados de sombra que permitam a associag@o de niveis aceitaveis de crescimento e baixas
taxas de infestacdo de H. grandella (MAHROOF et al., 2002; RUIZ et al., 2016).

A razdo das plantas sombreadas serem menos atacadas que aquelas mantidas a pleno sol
precisa ser compreendida (CUNNINGHAM; FLOYD, 2002), mas héa evidéncias que a resposta
esta na diferenga de composicdo quimica das folhas (CUNNINGHAM; FLOYD, 2004).

Existe uma série de compostos volateis utilizados pelos insetos para reconhecimento do
ambiente e para comunicagdo, os quais sdo chamados de semioquimicos (ZARBIN;
RODRIGUES; LIMA, 2009).

Alguns estdo relacionados com a busca e a identificagcdo de recursos alimentares e de
locais de oviposi¢ao e recebem o nome de cairomdnios (PRICE et al., 2011), enquanto outros,
denominados feromonios, sdo volateis produzidos por individuos da propria espécie e sdo tteis
na comunicacao para fins de reproducao, por exemplo (HOWSE; STEVENS; JONES, 2013).
Esses semioquimicos sdo uma das alternativas mais promissoras para auxiliar no manejo

integrado de H. grandella (LUNZ et al., 2010).
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2.5.2 Semioquimicos

A aplicag@o mais comum dos feromdnios sexuais ¢ em armadilhas de monitoramento
populacional de machos, orientando assim a aplicacdo de métodos de controle (HOWSE;
STEVENS; JONES, 2013).

A identificacdo do feromonio sexual de H. grandella teve inicio com o trabalho de
Borek et al. (1991). Analises do extrato das glandulas das fémeas de populagdes da América
Centra indicaram trés principais compostos: Z9E12-14:0H, Z3-16:Ac e 16:Ac. Posteriormente,
Corréa et al. (2000) avaliando populagdes brasileiras reportaram a presenca de apenas dois
compostos Z9E12-14:0H e Z9E12-14:Ac. Diferentes propor¢des dos compostos propostos
foram testados em campo, sem que apresentassem efetividade na atracdo de machos em
armadilhas (SILVEIRA et al., 2002).

Dois estudos recentes desenvolvidos com populacdes do México por Pifieda-Rios
(2014) e com populagdes brasileiras por Blassioli-Moraes et al. (2017) identificaram como
feromonio sexual de H. grandella quatro componentes: Z9-14:0H, Z9E12-14:0H, Z9-14:Ac,
Z9E12-14:0Ac.

Além dos feromonios que agem na comunicagao intraespecifica, ha os semioquimicos
produzidos pelas plantas que podem agir como cairomoénios (SCHIESTL, 2010). O grupo dos
cairomoénios do cedro ativos para H. grandella é pouco conhecido, no entanto, ha diversas
evidéncias indicando que volateis produzidos pelas folhas jovens de cedro, especialmente
localizadas em pontos de intenso crescimento vegetativo, sdo utilizados pelas fémeas de H.
grandella na identificacdo dos nichos de oviposi¢do onde as lagartas tém maior chance de
sobrevivéncia (GRIJPMA; GARA, 1970; GARA et al., 1976).

Estudos identificaram alguns compostos secundarios volateis presentes nos meristemas
e folhas novas de melidceas através da obtencdo e extracdo dos oleos essenciais e analise
quimica dos extratos desses 6leos por GC-MS. Na sequéncia esses compostos foram avaliados
quanto a resposta eletrofisiologica do extrato de Swietenia macrophylla (SOARES et al., 2003);
Guarea macrophylla (LAGO et al., 2006); Cedrela odorata (DE PAULA et al., 1997,
MARISCAL-LUCERO et al., 2015); Toona ciliata e Cedrela fissilis (MAIA et al., 2000). Entre
os compostos identificados nas amostras e que apresentaram respostas nas antenas de H.
grandella merecem destaque os sesquiterpenos B-cariofileno, ledol, 1-cubenol, guai-6-em-10p-
ol, 1-epi-cubenol e T-muurolol.

Em pesquisa realizada por Abraham et al. (2014), foram identificados os cairomonios

ativos para fémeas Hypsipyla robusta a partir de ramos de melidceas das espécies
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Entandrophragma angolense, Entandrophragma utile, Khaya anthotheca ¢ Khaya ivorensis,
indicando como os principais ativos: (Z) -B-ocimeno, (Z) -3 acetato de -hex-1-enila, hexan-1-
ol, nonanal, (Z)-3 butanoato de hex-1-enila, 2-ethyl hexan-1-ol, decanal, B-cariofileno, (Z)-3-
hexanoato de hex-1-enila e germacreno D.

Apesar da obtencdo de respostas em laboratorio, ndo ha relatos de respostas destes

compostos em campo.

2.6 INFLUENCIA DA RADIACAO SOLAR NO DESENVOLVIMENTO E NO
METABOLISMO DAS PLANTAS

A radiagdo solar, composta por ondas de diferentes frequéncias (300 a 750 nm), € um
dos principais fatores que afeta os vegetais. A luz é essencial para o crescimento e
desenvolvimento das plantas ndo apenas pelo aspecto energético, mas também pelos estimulos
que regulam diversos processos metabolicos orientados pelas variagdes quantitativas e
qualitativas da luz ambiente (GILMARTIN et al., 1990; ATROCH et al., 2001; FOLTA;
CARVALHO, 2015).

A energia radiante que atinge as plantas sofre influéncia de fatores atmosféricos como
a densidade do ar, umidade relativa, angulacdo dos raios solares, elevacdo, transmissividade
atmosférica e cobertura de nuvens (DUGGAR, 1936; HOLMES; McCARTNEY, 1976); ¢
localizados ou pontuais como a sombra provocada pela competi¢do entre plantas (HOLMES;
SMITH, 1977).

Plantas que se desenvolvem a pleno sol estdo expostas a altos niveis de energia, entre
elas a radiag@o ultravioleta (UV), que pode causar uma série de disturbios conhecidos como
foto-inibicdo e foto-oxidacdo (BARBER, 1995). Para evitar esses problemas, as plantas
ampliam a eficiéncia fotossintética com o aumento da concentracdo da enzima rubisco e de
compostos protetores dos centros de reagdo como as xantofilas, sdo capazes de absorver a
radiagdo UV (TAIZ; ZEIGER, 2004). Outro efeito comum ¢ o aumento na producdo de
compostos secundarios (CECHINEL-FILHO, 2012), fato que também pode gerar alteracoes
morfologicas como a formag@o de tricomas glandulares em diversas estruturas da planta
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

A radia¢do UV regula diversos fenomenos metabolicos e hd um nivel 6timo que varia
entre as espécies e seu estadio de desenvolvimento (CALDWELL, 1971). Quando os niveis de
radiacdo ultrapassam este limite, uma sequéncia de eventos passa ser observada como a reducao

da area foliar, aumento da grossura das folhas, encurtamento dos ramos ¢ alteragdes na divisao,
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alongamento e diferenciagdo celular (JANSEN, 2002; KLEM et al., 2012; ROBSON et al.,
2015).

As diversas respostas a luz requerem das plantas um sofisticado aparato de identificagdo
e transcricdo das variagdes de intensidade, direcdo, duragdo e frequéncia de ondas radiantes
(FANKHAUSER; CHORY, 1997). Essa fun¢do ¢ realizada por um grupo de compostos
conhecidos como fotorreceptores sensiveis as radiagdes UV-A, UV-B, azul, verde, vermelho ¢

vermelho distante (KENDRICK; KRONENBERG, 1994).

2.6.1 Sombreamento

Em ambientes sombreados o balanco da radiagdo ¢ alterado por haver grande reducao
das radiacdes nas faixas do azul e vermelho e em menor propor¢@o nas do verde, amarelo e
vermelho distante o qual em grande parte ¢ transmitido para as camadas baixas do dossel
(WOOLEY, 1971; HOLMES; McCARTNEY, 1976). Com isso a relagdao vermelho: vermelho-
distante (V:VD) ¢ reduzida bem como da radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR) e os raios
UV, prevalecendo as ondas de baixa frequéncia como o vermelho-distante no sub-bosque
(FELDHAKE, 2001).

As plantas apresentam diferentes niveis de exigéncia de luz. Finegam (1992) sugeriu a
diferenciagdo em quatro grupos ecoldgicos: 1) Heliofilas efémeras: alta capacidade
fotossintética sob luz direta ¢ baixa tolerdncia ao sombreamento; 2) Heliofilas duraveis:
capacidade fotossintética intermediaria sob luz direta e tolerancia ao sombreamento em especial
nos primeiros anos apds a germinagao; 3) Esciofitas parciais: sdo tolerantes mas ndo dependem
da sombra, exigem niveis mais elevados de radiacdo nos estadios reprodutivos e 4) Esciofitas
totais: requerem sombra em todos os estadios de desenvolvimento e ndo apresentam capacidade
de incremento fotossintético sob radiagdo direta. Portanto, as condigdes ambientais mais
adequadas ao desenvolvimento de cada planta sdo inerentes a espécie, ou seja, diferentes
espécies podem apresentar desenvolvimento variado em resposta a determinada condi¢do de
radiacdo (BLOOMFIELD et al., 2014).

Especialmente o metabolismo primario ¢ afetado pela reducdo da intensidade da luz
incidente nas plantas, provocando ajustes morfofisioldgicos na inteng@o de equilibrar o balango
fotossintético e a perda de agua por transpiragdo (TAIZ; ZEIGER, 2004). Estas respostas podem
surgir em longo prazo, através do processo de adaptagdo ou através da aclimatagcdo ou

plasticidade fenotipica (LUSK, 2004).
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A alteragdo fisioldgica mais comum em plantas sombreadas ¢ o acumulo dos compostos
do fotossistema II rico em clorofila b. Dessa forma a absor¢do da luz vermelha pode ser
aumentada na tentativa de equilibrar o fluxo energético entre os fotossistemas (RUBAN et al.,
2014). As alteragdes morfologicas geralmente observadas sao a redug@o da espessura e aumento
da area foliar (TAIZ; ZEIGER, 2004) ¢ estiolamento (VALLADARES; NIINEMETS, 2008).

Os efeitos da luz na planta sdo regulados por dois processos: os relacionados diretamente
a fotossintese e que envolvem processos do metabolismo primério; e aqueles controlados pelos
fotorreceptores ligados a germinagéo, desenvolvimento das plantulas, formagdo do meristema
apical, diferenciagdo, floragdo, producdo de compostos secundarios, etc (CECHINEL-FILHO,
2012; POCOCK, 2015).

Nos sistemas agroflorestais, o conhecimento e a regulagdo do nivel de radiagdo que
chega a cada estrato do perfil ¢ muito importante e em muitos casos € a pratica de manejo
fundamental para o sucesso dos plantios (OLDEMAN, 1990; BELLOW,; NAIR, 2003). Nos
estratos inferiores, o saldo de energia resulta da radiacéo difusa e feixes de luz direta que cruzam
as plantas presentes nas camadas superiores (CHAZDON et al., 1996; BOSSELMANN et al.,
2009). O efeito da cobertura vegetal nas caracteristicas da radiagdo que atravessa o dossel varia
grandemente e depende das espécies que o compde (SIMS; GAMON, 2002). De forma geral a
radiagdo que chega aos estratos inferiores apresenta redugdo das radiagdes na faixa do UV, azul
e vermelho (ROBSON et al., 2015).

Plantas que se desenvolvem em ambientes sombreados tendem a concentrar maior
biomassa nas folhas, produzindo area foliar mais ampla por unidade de massa (LEE et al.,
2000). Em estudo desenvolvido por Vieira et al. (2003), a radiacdo solar foi o parametro que
exerceu a maior influéncia na area foliar ¢ na produgdo de fitomassa de erva-mate, pois o
microclima estabelecido pelo sombreamento influenciou de forma positiva o crescimento das
plantas. Em trabalhos realizados com mudas de llex paraguariensis de até 6 meses, Inque
(1983) identificou que niveis de sombreamento entre 15 e 50% foi o gradiente em que o

desenvolvimento das plantas atingiu parametros superiores.

2.7 FOTORRECEPTORES

Os fotorreceptores sdo proteinas conectadas a moléculas capazes de absorver fotons de
determinado comprimento de onda, conhecidas como cromoforos. A excitagdo destas
moléculas induz a alteracdes na conformagdo eletromagnética dos fotorreceptores que

convertem esta energia em potencial bioquimico (FOLTA; CARVALHO, 2015). O conjunto
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cromoéforo/fotorreceptor responde a radiagdes de comprimento de onda especifico o que torna
a resposta das plantas bastante precisa com relagdo as alteragdes da luz ambiente, os quais sao
divididos em quatro grupos principais: criptocromos, fototropinas, UVR8 (UV Resistance
Locus 8) e fitocromos (SMITH, 2000; WU et al., 2012).

Os criptocromos sdo ativados pela luz azul e estdo ligados ao florescimento e
germinacdo, principalmente; as fototropinas tem afinidade além da luz azul ao verde e a UV-
A, regulando os processos de fototropismo (CASAL, 2000).

O fotorreceptor UVRS ¢ ativado por pequenas elevagdes dos niveis de UV-B, induzindo
a diversas respostas do metabolismo secundario envolvidos com a protecdo das plantas
(NAWKAR et al., 2013). Estas pequenas alteragdes podem gerar um estresse positivo nas
plantas estimulando a producao de compostos antioxidantes (HIDEG; JANSEN; STRID, 2013;
LIU et al., 2016), a sintese de fendis e ativacdo do acido jasmoOnico que contribuem para a
resisténcia a insetos e fungos (DEMKURA; BALLARE, 2012).

Os fitocromos sdo os fotorreceptores mais estudados. Desde a primeira metade do século
passado havia a suspeita de que compostos fotossensiveis modulavam diferentes
comportamentos nos vegetais, mas foi apds os estudos de Borthwick et al. (1952) que o
mecanismo de a¢do dos fitocromos pode ser elucidado. Smith e Holmes (1977) demonstraram
que a principal func¢do dos fitocromos ¢ a detecg¢do da sombra de outras plantas gerando uma
série de eventos conhecidos como Sindrome de Escape ao Sombreamento ou SAS — Shade-
avoidance syndrome (SMITH, 2000). Esta resposta ao sombreamento ¢ encontrada na maioria
das angiospermas e pode ser diferente conforme a fotomorfogénese peculiar de cada espécie
(BALLARE; CASAL, 2000; CASAL; CANDIA; SELLARO, 2013).

De maneira geral, a SAS inicia pela rapida biossintese de auxinas e giberelinas
resultando na elevacdo da altura, reducdo do didmetro do caule, reducdo do nimero de
internodios, maior expansdo da area foliar individual e teores de clorofila mais altos por area
foliar (HORNITSCHEK et al., 2012). Estas respostas, quando conhecidas, podem ser
exploradas como uma eficiente estratégia de manejo (RUBERTI et al., 2012).

Dois tipos de fitocromos estdo presentes nas plantas: o phyA que atua na germinagdo e
o phyB que ¢ o mais abundante depois de passado e estadio de plantula (SHARROCK; CLACK,
2002). A ativagdo do phyB se da em condi¢des de pleno sol quando a proporgdo entre as
radiacoes vermelho: vermelho distante (V:VD) ¢é elevada (SMITH, 1970). Quando essa razao
diminui o phyB ¢ parcialmente inativado dando inicio a um fendmeno conhecido como PIF —

Phytochrome Interacting Factors, precursor do SAS (BALLARE, 2014). A redugdo da razio
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V:VD ¢ caracteristica de ambientes sombreados em que a radiagdo vermelha ¢ interceptada
pelas plantas mais altas do dossel (SMITH, 1995).

A ocorréncia da Sindrome de Escape ao Sombreamento — SAS depende do tempo em
que o phyB é mantido desativado, permitindo a expressdo da PIF que se evidencia pela
transcricdo de promotores de crescimento como auxina e giberelina (LI et al., 2012). Isso
permite que a planta cres¢a rapidamente e colonize com sucesso estratos com maior

disponibilidade de radiagio no dossel (BALLARE, 2014).

2.8 METABOLITOS SECUNDARIOS DAS PLANTAS

Os metabolitos secundarios sdo moléculas produzidas pelas plantas em resposta ao
ambiente ou a ciclos de desenvolvimento internos (SCHMITZ et al., 2016). As pesquisas
envolvendo esses compostos, que correspondem a menos de 1% do arranjo vegetal, tiveram
inicio ha menos de um século. Até entdo a atencgdo estava voltada ao metabolismo primario dos
vegetais (BOURGAUD et al., 2001). Essa mudanga também foi possivel pelos avangos das
técnicas de analise quimica como os métodos cromatograficos ¢ de espectrometria de massas
(BARTLE; MYERS, 2002).

A produgdo dos compostos secundarios e seu acimulo na planta geralmente partem de
indutores externos, bidticos ou abiodticos, que estimulam receptores endogenos a
desencadearem reagdes que visam a prote¢do ou a prevaléncia em caso de competi¢do com
outras plantas (ZHAO; DAVIS; VERPOORTE, 2005). Para que isso aconteca, as atividades
comuns relacionadas ao metabolismo primario (crescimento, desenvolvimento e reproducao)
sdo limitadas havendo o desvio de recursos para a producdo dos metabolitos secundarios
(NEILSON et al., 2013).

Os metabolitos secundarios podem ser divididos em quatro tipos principais: alcaloides,
terpenodides, compostos fenolicos e compostos acetilénicos (HARRISON; WOODS;
ROBERTS, 2012). A sua aplicagdo em alimentos, medicamentos e cosméticos tem gerado
progressivo interesse de pesquisadores e industrias, conforme destacam Wang et al. (2015) e
Da Silva, Barreira e Oliveira (2016).

Entre as componentes da radiacdo solar, os raios ultravioletas (UV) sdo os que mais
influenciam na dinamica dos compostos secundarios na planta (BOURGAUD et al., 2001),
especialmente no aumento da producdo de antioxidantes e filtros de defesa contra os efeitos
deletérios associados a essa radiacdo como fenois e carotendides (KAROUSOU et al., 1998;

JOHNSON etal., 1999). No entanto, o metabolismo ¢ a acumulag@o dos compostos secundarios
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estimulada pela radiacdo UV ¢ complexa e pode apresentar grande variacdo (SCHREINER et
al., 2012), desde compostos que tem sua indu¢do promovida por baixos taxas de UV
(SCHREINER et al., 2009) até compostos que sdo favorecidos por determinadas faixas desta
radiagdo e em casos de exposi¢do a niveis maiores ou menores tem sua biossintese prejudicada

(JANSEN et al., 2008).

2.8.1 Compostos organicos volateis (VOCs)

Todas as plantas produzem uma parcela volatil de compostos secundarios a qual compde
o arranjo de compostos orgénicos volateis (VOCs) existentes na atmosfera e que partem dos
seres vivos presentes em ambientes naturais marinho e terrestre (CHAPPELL, 2008). Todas as
estruturas das plantas produzem algum tipo de VOC, os quais exercem fungdes variadas na
relacdo da planta com o ambiente (MAFFEI, 2010; LORETO et al., 2014).

Os VOCs sdo agentes diretos na relacdo planta-inseto, seja em eventos favoraveis como
na atrag@o de polinizadores (SCHIESTL, 2010) e repeléncia de herbivoros (IIJIMA, 2014), ou
prejudiciais quando favorecem a localizagdo das plantas por insetos herbivoros (BRUCE;
PICKETT, 2011).

As plantas emitem VOCs durante o crescimento € em casos de alteragdes ambientais
como luz e temperatura, mas especialmente em resposta a condi¢des de estresse abiotico: déficit
hidrico, alta temperatura; biotico: herbivoros e patogenos (BRUNETTI et al., 2013; GLASIUS;
GOLDSTEIN, 2016). Neste caso a sintese de VOCs funciona como estratégia de defesa que
pode ser direta, quando afeta o agente bioldgico, ou indireta, quando o composto produzido
atrai inimigos naturais deste agente (HILKER; MEINERS, 2011; MITHOFER; BOLAND,
2012; NIEDERBACHER; WINKLER; SCHNITZLER, 2015). Estas estratégias podem ser
constitutivas, quando estdo sempre presentes, ou induzidas quando surgem apoés iniciado o
ataque de um herbivoro, por exemplo (PIERIK; BALLARE; DICKE, 2014). Qualquer das
estratégias de defesa utilizadas pode sofrer influéncia das plantas vizinhas aumentando a

resisténcia ou a susceptibilidade da planta (GLINWOOD; NINKOVIC; PETTERSSON, 2011).
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3 EFEITO DA COBERTURA DO DOSSEL SOBRE O DESENVOLVIMENTO E
PRODUCAO DE COMPOSTOS SECUNDARIOS DE ESPINHEIRA-SANTA
(Maytenus ilicifolia) E ERVA-MATE (llex paraguariensis) CONDUZIDAS EM
SISTEMAS AGROFLORESTAIS

3.1 RESUMO

O oeste e planalto catarinense dispde de grande diversidade de esséncias florestais com
aplicacdo medicinal e cosmética. Muitos destes recursos s3o mal explorados ou manejados de
forma extrativista. O crescente interesse de produtores na implantagdo de sistemas
agroflorestais busca explorar esse potencial de forma sustentavel e viavel economicamente.
Esta pesquisa teve por objetivo avaliar o efeito da cobertura das plantas pioneiras presentes no
dossel no desenvolvimento, producdo de biomassa e na produgdo de compostos secundarios de
duas esséncias florestais — espinheira-santa (Maytenus ilicifolia) e erva-mate (llex
paraguariensis). Foram estabelecidas duas areas experimentais nos municipios de Lebon
Régis-SC e Fraiburgo-SC. As areas foram implantadas no inverno de 2013, seguindo o mesmo
espacamento e arranjo de plantas. Apos o primeiro ano foram instalados blocos experimentais
com a poda das plantas pioneiras, estabelecendo trés niveis de cobertura do dossel (0-20%, 20-
40% e 40-60%) e marcadas trés plantas de espinheira-santa e cinco de erva-mate por parcela,
as quais foram acompanhadas quanto ao desenvolvimento e nas quais foi realizada a colheita
da parte aérea com valor comercial. Com o material colhido foram preparados extratos aquosos
que passaram por analises de teor dos compostos secundarios ativos para cada espécie. A erva-
mate apresentou maior producdo de biomassa comercial sob cobertura intensa (40-60%) com
845,83 £ 580,05 gramas por parcela quando comparada ao tratamento com menor cobertura (0-
20%), com 518,33 + 391,99 gramas por parcela. A biossintese do composto secundario
teobromina foi menor no tratamento 20-40% de cobertura, enquanto o acido clorogénico ¢ a
cafeina atingiram maiores concentragdes nos tratamentos com taxas maiores que 20% de
cobertura. A espinheira-santa ndo apresentou diferenga significativa de desenvolvimento e
rendimento entre os tratamentos avaliados e a produg¢do de compostos secundarios foi
favorecida pelo aumento de radiacdo das parcelas, excegdo feita ao composto epigalocatequina
galato.

Palavras-chave: Abertura do dossel, metabolismo secundario, radiacdo fotossinteticamente
ativa, radiagdo ultravioleta.

EFFECT OF CANOPY COVER ON THE DEVELOPMENT AND PRODUCTION OF
SECONDARY COMPOUNDS OF ESPINHEIRA-SANTA (Maytenus ilicifolia) AND
ERVA-MATE (llex paraguariensis) CONDUCTED IN AGROFORESTRY SYSTEMS

ABSTRACT

The Midwest and plateau regions of the state of Santa Catarina in Brazil include a great diversity
of forest essences with medicinal and cosmetic application, many of these resources are poorly
exploited or managed in an extractive manner. The increasing interest of producers in the
implementation of agroforestry systems leads to an interest in taking advantage of this potential
in a sustainable and economically feasible manner. This research aimed to assess the effects of
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canopy cover in the development and production of secondary composites of two forest
essences - espinheira-santa (Maytenus ilicifolia) and yerba mate (llex paraguariensis),
intercropped with other pioneer native species. Two experimental areas were defined in the
municipalities of Lebon Régis-SC and Fraiburgo-SC. These areas were planted in the winter of
2013, following the same spacing of planting and arrangement of plants. After the first year,
experimental blocks were placed with the pruning of the pioneer plants, with three variable
levels of canopy cover (0-20%, 20-40% and 40-60%). Three plants of espinhadeira santa and
five plants of yerba mate were marked per plot, which were monitored for their development
and their marketable vegetative parts were harvested. The harvested material was processed
and aqueous extracts prepared to be analyzed for the presence of secondary composites. The
yerba mate showed higher commercial biomass production under high cover (40-60%) with
845.83 + 580.05 grams per plot when compared to treatment with less cover (0-20%) with
518.33 + 391 99 grams per plot. The production of the secondary composite theobromine was
greater in the 0-20% cover treatment, while chlorogenic acid and caffeine reached higher
concentrations in treatments with higher cover index. Espinheira-santa showed no difference in
development or yield among the assessment treatments and the production of secondary
composites was favored by increased radiation in plots, except for epigallocatechin gallate.

Keywords: Canopy openness, secundary metabolismy, photosynthetically active radiation,
ultraviolet radiation.

3.2 INTRODUCAO

O aumento da demanda pela erva-mate (Ilex paraguariensis) tem despertado o interesse
de muitos produtores rurais (BARBOSA et al, 2015). Os ervais sdo uma excelente opgdo de
renda para areas anteriormente destinadas ao plantio de espécies exodticas como pinus e
eucalipto, mas também aproveitando as possibilidades criadas para o manejo agroflorestal da
reserva legal estabelecidas pelo novo Codigo Florestal de maio de 2012 (BRASIL, 2012). Outra
esséncia florestal de interesse € a espinheira-santa (Maytenus ilicifolia), citada em levantamento
realizado por Mazza et al. (2012) como o terceiro produto florestal ndo madeiravel (PFNM)
mais importante para as comunidades de agricultores da Floresta com Araucaria, depois do
pinhdo e da erva-mate. Esse interesse pela espinheira-santa tem crescido especialmente depois
do Ministério da Saude iniciar em 2007 o programa de inclusdo de fitoterapicos na lista de
medicamentos fornecidos pelo Sistema Unico de Satide-SUS (CARVALHO et al., 2008).

Os sistemas de producdo consorciados, em especial os sistemas agroflorestais (SAF)
(NERLICH; GRAEFF-HONNINGER; CLAUPEIN, 2013), sdo destacados por Eibl et al.
(2000) como o arranjo produtivo mais rentavel e eficiente de produgdo de erva-mate. Partindo
deste contexto, produtores cooperados da cidade de Fraiburgo SC, implantaram areas modelo
integrando a erva-mate, espinheira-santa e cedro-rosa associados a espécies pioneiras adultas
como bracatinga (Mimosa scabrella), fumeiro-bravo (Solanum mauritianum), vassoura-de-

folha-estreita (Baccharis spicata) e canela-guaica (Ocotea puberula).
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A cobertura florestal, no sistema agroflorestal proposto, tem o papel de prote¢do contra
as geadas no primeiro ano. Nos anos seguintes, as plantas pioneiras sdo podadas para
disponibilizar luz e matéria verde para a adubacdo das espécies comerciais (GOTSCH, 1996).
Neste momento surge a divida: qual a intensidade de cobertura 6tima que alie alta produgdo de
biomassa com valor comercial para erva-mate e espinheira-santa, bem como teores adequados
de compostos secundarios?

A compreensdo das condigdes ideais de luminosidade em sistemas agroflorestais ¢é
fundamental para o sucesso destes empreendimentos (CARNEVALE; MONTAGNINI, 2002).
Para erva-mate ha o conhecimento do efeito positivo do sombreamento na qualidade do
chimarrao (DA CROCE, 1996; SUERTEGARA, 2002), mas também na concentra¢do de
compostos secundarios com valor nutracéutico como alcaldides, polifendis e antocianinas
(MAZZAFERA, 1994). Outros estudos indicam que o crescimento das plantas ¢ superior
quando mantidas sob coberturas artificiais entre 30 e 50% (MAZUCHOWSKI; SILVA;
MACCARI JUNIOR, 2007).

No caso da espinheira-santa ha evidéncias que a relagdo entre a incidéncia de luz e a
produtividade pode variar com o sistema de manejo empregado ¢ o estadio de desenvolvimento
da planta (STEENBOCK, 2003; ROCHA et al., 2014). A produ¢do de compostos secundarios
esta relacionada diretamente com o aumento dos indices de radiagdo (RADOMSKI; BULL,
2010), em especial a radiacdo ultravioleta (SCHREINER et al., 2012) que desencadeia a
biossintese de compostos antioxidantes como estratégia de defesa (GOBBO-NETO; LOPES,
2007).

Este estudo objetiva identificar a influéncia da cobertura do dossel no desenvolvimento
vegetativo, na producdo de biomassa de interesse comercial ¢ na dinamica dos compostos

secundarios, com fins nutracéuticos € medicamentosos na erva-mate e espinheira-santa.

3.3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no periodo de agosto de 2013 a janeiro de 2017 em
dois sistemas agroflorestais localizados nos municipios de Fraiburgo e Lebon Régis localizados
no oeste catarinense. A precipitacio média das areas estudadas ¢ de 1.500 mm/ano e a
temperatura média anual de 15,3 °C (TRABAQUINI; VIEIRA, 2017). O clima ¢ enquadrado
no tipo Cfb - clima temperado, com verdo ameno, chuvas uniformemente distribuidas, sem
estacdo seca, conforme classificagdo de Koppen (1948).

As caracteristicas de cada area estdo descritas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Descri¢do das areas de estudo

Caracteristicas

Chacara Refazenda

Sitio Butia Verde

Coordenadas geograficas
Municipio

Area plantada (ha)
Altitude (m)

Relevo

Aspecto do solo

Uso anterior

Tempo de regeneragdo*

Descri¢do da vegetacdo antes
do plantio

27°01°43” S e 50°56°32”0
Fraiburgo
2,2
1.094
Plano
Profundo com poucas pedras
Maga

6 anos

Bracatinga (Mimosa
scabrella), canela-guaica
(Ocotea puberula), uva-do-
japao (Hovenia dulcis),
fumeiro-bravo (Solanum
mauritianum), eucalipto
(Eucalyptus grandis)

25°57°43”S e 50°49°44” O
Lebon Régis
3
964
Meia encosta — exposigao sudeste
Presenca de pedras e cascalho
Milho/Soja

4 anos

Vassoura-de-folha-estreita
(Baccharis spicata), vassoura-
alecrim (Baccharis
dracunculifolia), vassoura-
lajeana (Baccharis uncinella) e
algumas plantas de bracatinga,
canela-guaica

Fonte: Autor, 2017

* Neste periodo foram semeadas a lanco sementes de Mimosa scabrella e Solanum mauritianum nas duas areas;
na area de Fraiburgo foram plantados de forma aleatoria 30 mudas de Fucalyptus grandis e semeadas a lago
sementes de Hovenia dulcis; as demais espécies surgiram espontaneamente.

Os SAF foram implantados no inverno de 2013, com o plantio de mudas de erva-mate
e espinheira-santa foi consorciado de forma regular na linha de plantio na proporgdo 5xl1,
respectivamente. As linhas foram espacadas de 2,5 m e a distincia entre plantas foi de 1,5 m,
resultando em uma densidade por hectare de 2.222 plantas de erva-mate ¢ 444 plantas de
espinheira-santa.

As mudas de erva-mate foram adquiridas junto a Associagio APROMATE - Associacao
dos Produtores de Erva-mate de Machadinho-RS, todas originadas da progénie biclonal
denominada Cambona 4 (CORREA et al., 2011). Desta forma foi possivel estabelecer uma
origem comum das plantas e reduzir a variabilidade fenotipica. Para o plantio, foram
selecionadas mudas com altura de 15 + 2 cm.

As mudas de espinheira-santa foram obtidas junto ao viveiro Eco Empreendimentos
Ambientais sediado na cidade de Chapeco-SC, que mantem matrizes da espécie das quais retira
as sementes para produgdo de mudas. A altura das plantas selecionadas para plantio foi de 23 +

2 cm.
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Antes do inicio do plantio foi feita amostragem de solo em vinte pontos escolhidos
aleatoriamente, coletados a profundidade 0-20 cm com uso de trado. As analises de solo foram
realizadas no Laboratorio Terrandlises Ltda.

Os plantios foram feitos em covas quadradas de 0,15 x 0,15 x 0,15m de profundidade,
na area de Lebon Régis utilizou-se 40 gramas de adubo NPK proporc¢do 9:33:12 por cova,
enquanto na area de Fraiburgo ndo foi utilizada adubac¢do, em fun¢do da diferenga nos indices
de fertilidade entre as areas (Tabela 2).

Os tratos culturais foram o coroamento das mudas e rocada nos meses de
outubro/novembro e outra rocada nos meses de fevereiro/margo, os quais foram repetidos
anualmente. Durante todo o primeiro ano foi mantida a vegetagédo arborea original, com intuito
de reduzir o efeito das geadas. Por esse motivo os tratamentos com diferentes niveis de
cobertura foram instalados somente em agosto de 2014.

Para o acompanhamento do desenvolvimento das plantas durante o primeiro ano, foram
selecionadas cinco fileiras distanciadas de 20 metros nas quais marcou-se oito plantas de M.
ilicifolia e oito de I. paraguariensis distanciadas de no minimo trés metros, num total de 40
plantas de cada espécie. Foi avaliada a altura das plantas utilizando trena graduada e o diametro
do coleto usando paquimetro (Starrett Brasil, modelo 125 MEBT-8/200), nos meses de janeiro
e agosto de 2014.

Os parametros escolhidos para avaliacdo de desenvolvimento (altura e diametro de
coleto) sdo destacados como os métodos mais eficientes e praticos para a defini¢do de padroes
de qualidade de plantas jovens bem como estimar o crescimento inicial no campo (SOUZA,

1981; MEXAL; LANDIS, 1990; CARNEIRO, 1995; GOMES et al., 2004).
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Tabela 2 — Dados de analise de solo

Local Argila H20(pH) SMP P K M.O. (%) Carbono
(mg/dm3)
Fraiburgo 70 6,7 6,5 16,1 207 4,4 25,5
L. Régis 59 5,1 5,2 6,4 109 3,2 18,9
Al Ca Mg AHH CTC %CTC (Bases)
(cmolc/dm3)
Fraiburgo 0 14,9 3,5 2,5 18,9 88,5
L. Régis 1,1 3,8 1,75 10,7 6,9 36,6

Fonte: Autor, 2017
Obs.: Coletados na profundidade 0-20 cm, das areas experimentais na época da instalagdo dos sistemas
agroflorestais (2013), CAV/UDESC, 2017

3.3.1 Montagem dos blocos experimentais

No segundo ano, durante os meses de agosto a outubro de 2014, foram instalados blocos
experimentais utilizando o delineamento em blocos ao acaso com trés tratamentos e seis
repetigdes. A distdncia minima entre blocos foi de 10 metros e entre parcelas de 5 metros, cada
parcela apresentou dimensodes de 10 m (largura) x 20 m (comprimento) (Figura 1). Entre as
parcelas de cada bloco foram sorteados os tratamentos: 0-20%, 20-40% e 40-60% de cobertura

de dossel.

Figura 1 - Croqui esquematico de dois blocos experimentais indicando as distancias entre as
parcelas CAV/UDESC, 2017

5m 20m
Bloco 1 : : i i : 10 m
10 m
Bloco 2 |
Parcela 1 Parcela 2 Parcela 3

Fonte: Autor, 2017

Para obter o nivel de cobertura estabelecido as plantas pioneiras (Tabela 1) foram

cortadas até que a quantidade de cobertura desejada fosse atingida. Nesse trabalho foram
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utilizados luximetros digitais Lux Meter MLM-1011, aferindo trés pontos por parcela, dois nos
extremos € um central, no mesmo instante outro equipamento foi mantido a céu aberto para
obtencao da luminosidade relativa. Esta metodologia serviu de parametro inicial para orientar
a intensidade do desbaste das plantas pioneiras das parcelas. Foi estabelecida uma margem de
seguranga de 10% a mais de cobertura para futuras corregoes.

Na sequéncia, os niveis de cobertura foram corrigidos utilizando fotografias do dossel
acima das parcelas utilizando uma maquina semi-profissional Sony Cyber-Shot DSC-HX1,
munida de lente fisheye da marca Pixco, modelo FC-67E25 0,25X, montada sobre um tripé
contendo dois niveis circulares e um nivel tubular (Figura 2). O equipamento foi instalado com
correcdo do nivel, a um metro de altura do solo, capturando a imagem da cobertura vegetal
existente. As imagens foram tratadas pelo programa HemiView da empresa Delta-T Devices
Lda, estabelecendo a porcentagem de cobertura sobre quatro pontos distintos de cada parcela
através de metodologia adaptada de Jonckheere et al. (2004). Foi calculada a média de cobertura
vegetal por parcela e naquelas em que o nivel ficou acima do desejado, novas podas das plantas
pioneiras foram realizadas, seguidas de novas aferi¢des por fotografias, até que fosse alcangado

a cobertura ideal.

Figura 2 — Equipamento fotografico para registro da cobertura vegetal das parcelas
experimentais

[HemiView - [DSC02830.PG]|

Fonte: Autor, 2017
Obs.: Acima a direita uma imagem original e abaixo a mesma imagem tratada pelo programa HemiView, a

proporgao entre preto e branco da imagem ¢ calculada para determinar a porcentagem de cobertura das parcelas,
CAV/UDESC, 2017.
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Com a conclusdo das podas e cortes das arvores pioneiras, foram selecionadas cinco
plantas de erva-mate e trés de espinheira-santa por parcela, distanciadas de no minimo trés
metros as quais foram marcadas com uma targeta de metal contendo uma identificagdo. A partir
do segundo ano de estudos, essas foram as plantas utilizadas para avaliagdo dos pardmetros de
desenvolvimento (altura e didmetro de coleto) empregando a mesma metodologia descrita
anteriormente. As avaliagdes foram realizadas no verdo e inverno de 2015 e verdo de 2016.

O indice de cobertura das parcelas foi reavaliado no més de abril de 2015 através de
novas fotografias do dossel em quatro pontos por parcela. Sempre que necessario foram feitas
podas de corre¢do para manter a porcentagem de cobertura estabelecida no inicio do
experimento.

No dia 24 de janeiro de 2017 foi avaliada a influéncia dos tratamentos na interceptagio
da radiag@o solar incidente, na faixa de 300 a 750 nm. Foram feitas cinco aferi¢cdes por parcela
utilizando um espectroradiometro marca Li-Cor Inc., modelo LI-1800, permitindo assim a
avaliagdo da radiagdo ultra-violeta (UV), radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) e relagao
vermelho: vermelho-distante (V:VD) em comparagdo a condigdes de céu aberto (Tabela 3).

Os dados de altura e diametro de coleto foram submetidos a analise de variancia
ANOVA (p<0,05), com o programa estatistico SAS (CARY, 2002), e as médias comparadas
pelo teste t.

Tabela 3 — Percentual de interceptacdo das radi¢des ultravioleta (UV) e fotossinteticamente
ativa (PAR) e relagdo vermelho

Local: Fraiburgo

Radiacdo A 0-20% 20-40% 40-60%
uv 300-390 nm 65,9% 87,4% 95,6%
PAR 400-700 nm 57,0% 84,7% 95,9%
Relagdo V:VD 2,20 2,05 1,40

Local: Lebon Regis

Radiagao K 0-20% 20-40% 40-60%
uv 300-390 nm 71,4% 82,1% 95,4%
PAR 400-700 nm 63,0% 77,3% 94,8%
Relacdo V:VD 2,15 1,85 1,40

Fonte: Autor, 2017
Obs: Vermelho-distante (V:VD) nas trés diferentes classes de cobertura em sistemas agroflorestais no oeste de SC,
CAV/UDESC, 2017

Os dados da Tabela 3 demonstram o comportamento diferenciado da luz incidente no

sub-bosque das duas areas experimentais conforme as caracteristicas morfologicas das plantas
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existentes no dossel (RICH et al, 1993; SCHLEPPI; PAQUETTE, 2017). A menor capacidade
de interceptacdo das radiagdes ultravioleta (UV) e radiagdo fotossinteticamente ativa (PAR)
promovida pela vegetacdo no tratamento intermediario (20-40%) da area de Lebon Régis ¢
decorrente da estrutura morfologica das folhas do género Baccharis, principal grupo de plantas
pioneiras da area, caracterizadas por Beretta et al. (2008) como estreitas e lanceoladas. Isso faz
com que o regime de luz e sombra sofresse maior influéncia de fatores como o vento e posigdo
do sol, possibilitando a entrada de muitos feixes de radiagdo que cruzam o dossel sem serem
interceptados formando um mosaico de sombra e Iuz (Figura 3). No experimento de Fraiburgo

a cobertura neste tratamento mostrou-se mais compacto.

Figura 3 — Experimentos de Lebon Régis e Fraiburgo

Fonte: Autor, 2017

Obs.: Imagens a esquerda mostrando o padrdo sombra/luz das parcelas do tratamento 20-40% de cobertura no
experimento de Lebon Régis, com dossel composto por plantas do género Baccharis e fotografia do dossel abaixo;
ao lado direito os padroes de sombra/luz e fotografia do dossel do experimento de Fraiburgo para o mesmo
tratamento, CAV/UDESC, 2017.
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3.3.2 Colheitas e preparo de extratos

A colheita foi realizada nas mesmas plantas marcadas para o acompanhamento de
desenvolvimento, como descrito no item anterior. As plantas de erva-mate passaram por duas
colheitas: uma de formagdo, no més de agosto de 2015, onde todos os ramos foram cortados a
20 cm de altura do chdo; e uma segunda colheita, em agosto de 2016. Nos dois casos foi
amostrada a biomassa comercial das parcelas separando as folhas e ramos com diametro inferior
a 1 cm (CORREA etal., 2011). Para o preparo dos extratos e analise dos compostos secundarios
foi utilizado apenas o material da segunda colheita.

As plantas de espinheira-santa foram colhidas apenas no més de outubro de 2016 com
o corte de metade da area foliar. Os ramos retirados foram podados a altura de 20 cm do solo
(MARIOT; BARBIERI, 2006). Para composicdo das amostras da biomassa comercial foram
selecionadas apenas as folhas e os ramos menores que 2 mm.

Ap6s a selecdo, o material foi separado em sacos de papel identificados com o nimero
da parcela. O processamento das amostras, uma de erva-mate e outra de espinheira-santa de
cada parcela, foi realizado no Laboratorio de Fisiologia Vegetal da Universidade Alto Vale do
Rio do Peixe (UNIARP) em Cagador SC, com a pesagem das amostras em balanga de precisdao
(modelo AD5000 — Marte), trituragdo em moinho mecanico e separacdo de uma amostra de 30
gramas que foi seca em estufa a temperatura de 40°C até que o peso se mantivesse constante
(Figura 4).

Os extratos aquosos foram preparados utilizando trés gramas do material desidratado de
espinheira-santa acrescidos de 150 mL agua destilada a 90°C em um becker de vidro
posteriormente tampado com vidro relogio (BRASIL, 2016). Os extratos de I. paraguariensis
foram preparados pesando 35 gramas de erva-mate e adicionando agua destilada a 80°C
(HEINRICHS; MALAVOLTA, 2001), depois resfriados a temperatura ambiente. Os extratos
foram filtrados em filtro de papel, acondicionados em tubos de vidro ambar de 30 mL e

congelados.
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Figura 4 — Secagem e pesagem das amostras e preparo dos extratos aquosos

Fonte: Autor, 2017 .

Obs.: Secagem das amostras de erva-mate e espinheira-santa em estufa a esquerda; pesagem das amostras ao centro
e preparo dos extratos aquosos a direita, CAV/UDESC, 2017

3.3.3 Anailises de compostos secundarios

Os alcaldides teobromina, 4acido clorogénico e cafeina pertencentes ao grupo
metilxantina foram os compostos avaliados quantitativamente nas amostras de erva-mate. Esta
escolha foi devido a disponibilidade de padrdes analiticos no mercado nacional. As analises
foram realizadas na Central de Andlises do Instituto de Biotecnologia da Universidade de
Caxias do Sul -UCS em equipamento de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia — HPLC,
marca HP, modelo 1100, coluna Lichrospher RPig (5um) equipado com detector UV a 272 nm
e sistema quaterndrio de bombas. A analise em fase reversa foi constituida de: solvente A — agua
Milli-Q com 1% de acido acético e solvente B — metanol. O sistema de bombeamento da fase
movel foi isocratico, com 75% do solvente A. O fluxo padrio foi mantido a 0,4 mL/min e a
coluna a 40°C, adaptado de Berté (2011). As amostras com volume de 30 mL de extrato foram
filtradas em membranas de Nylon de 0,45 pm de didmetro de poro. Os compostos foram
identificados de acordo com sua ordem de elui¢@o e por comparagdo de seu tempo de retengao
com aqueles de seus padrdes puros. A quantificacdo foi realizada pelo método de padronizagdo
externa, através da correlagdo da area (mAU*s) do pico do composto a curva padrio realizada
com cada padrao avaliado (teobromina, acido clorogénico e cafeina).

A quantificacdo de fendis totais presentes nas amostras de espinheira-santa foi realizada
no Laboratorio de Farmacia da UNIARP utilizando o método proposto Singleton, Orthofer e
Lamuela-Raventos (1999), no qual partindo de 0,25 mL de extrato adicionou-se 2 mL de agua

destilada e 0,25 mL do reagente do Folin Ciocateu ap6s 3 min a temperatura ambiente foi
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acrescido 0,25 mL de solucdo saturada de carbonato de so6dio. Os tubos foram colocados a 37
°C durante 30 min para o desenvolvimento da cor. A absorbancia de 750 nm foi determinada
em espectrofotdmetro e o conteudo fendlico foi determinado utilizando uma curva padrao de
acido galico.

As analises individualizadas dos compostos ativos epigalocatequina, catequina,
epicatequina, epicatequina galato, acido feralico e naringina, também escolhidos pela
disponibilidade de padrdes analiticos, foram realizadas na UCS em equipamento HPLC marca
HP modelo 1100, coluna Lichrospher RPig (Sum) equipado com detector UV a 210 nm e
sistema quaternario de bombas. A filtragem das amostras e a identificacdo dos compostos
seguiu a mesma metodologia descrita para as amostras de erva-mate. A analise em fase reversa
foi constituida de: solvente A — dgua Milli-Q com 1% de acido fosfoérico e solvente B —
Acetonitrila. O sistema de bombeamento da fase mével foi gradiente, com 90% do solvente A
de 0 a 5 min, 60% de A de 5 a 40 min ¢ 90% de A de 45 a 50 min. O fluxo padrao foi mantido
a 0,5 mL/min de acordo com Morelli (2011).

Todas as analises de teor foram realizadas em triplicatas para cada parcela experimental,
com as quais foi calculada a média de concentracdo dos compostos. Os dados foram submetidos
a analise de varidncia ANOVA (p<0,05) com o programa estatistico SAS (CARY, 2002) e as

médias comparadas pelo teste de Duncan.

3.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1 Erva-mate

Os dados de altura e diametro de coleto das plantas de erva-mate na Tabela 4 mostram
que na area de Fraiburgo ndo foram observadas diferengas entre os tratamentos. Na area de
Lebon Régis o tratamento 0-20% de cobertura apresentou plantas com maior altura quando
comparado ao tratamento intermediario (20-40%), os quais ndo diferiram do tratamento 40-
60% de cobertura.

Este comportamento difere dos resultados publicados por diversos autores (INOUE,
1983; MORAES NETO et al, 2000; DA SILVA; NETO; FOLTRAN, 2007,
MAZUCHOWSKI; SILVA; MACCARI JUNIOR, 2007) que identificaram as maiores alturas
em mudas expostas a sombreamentos intensos. Nestes estudos o comportamento observado se
justifica por um fendmeno conhecido como Sindrome de Escape ao Sombreamento ou SAS —

Shade-avoidance syndrome conforme descreve Ballaré (2014), em que ao serem expostas a
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condi¢des de sombreamento inicia-se, a partir da resposta de fotorreceptores, uma série de
reacdes que resultam na transcri¢gdo de hormonios promotores de crescimento. Sansberro et al.
(2002) identificaram que as giberelinas sdo o grupo de hormdnios mais importantes para Ilex
paraguariensis nestas condigoes.

Rakocevic, Medrado e Takaki (2003) destacam que o crescimento em altura da erva-
mate é sustentado desde que a radiagdo incidente esteja no limite necessario & manutengdo das
plantas. Deve-se levar em conta os indices de radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) e a
relacdo entre as radiagdes vermelho (V) e vermelho distante (VD) V:VD a qual € responsavel
por ativar os fotorreceptores envolvidos na SAS.

Uma hipotese para responder as diferengas em altura observadas nos tratamentos na area
de Lebon Régis leva em conta as caracteristicas da cobertura existente no tratamento com 20-
40% anteriormente destacadas (Figura 3). Nestas condi¢des as células experimentam um
regime de radiagdo em que elevadas taxas de fotossintese ndo sdo possiveis pela existéncia de
sombra sobre as plantas, a0 mesmo tempo, muitos feixes de luz conseguem cruzar o dossel
impedindo a expressdo da SAS que se expressa depois de determinado tempo de exposi¢do a
sombra. Salter, Franklin e Whitelam (2003) demonstraram que as células de Arabidopsis
iniciam a expressdo do gene 4THB-2, um dos responsaveis pela SAS, 60 min depois de iniciada
a exposicdo a sombra (niveis baixos de V:VD), assim que a célula passa a receber radiagdo
direta (altos niveis de V:VD) todo o processo ¢ interrompido.

As produtividades observadas nas colheitas seguem detalhadas na Tabela 5, na area de
Lebon Régis ndo foi observada diferenca entre os tratamentos, enquanto em de Fraiburgo a
producdo de biomassa comercial em gramas registrada na segunda colheita foi superior no
tratamento 40-60% quando comparada ao tratamento com menores niveis de cobertura 0-20%.
O aumento de produtividade da erva-mate em ambientes mais sombreados ¢ frequentemente
citado (COELHO et al., 2000; POLETTO et al., 2010).

Em plantios consorciados de I paraguariensis e bracatinga (Mimosa scabrella) a
producdo de massa fresca aos 12 meses apos o plantio foi superior nos tratamentos com
cobertura de 47% e 74% quando comparados a pleno sol e 86% (ANDRADE, 2004). Da mesma
forma, Westphalen (2016) observou que as plantas de erva-mate que se desenvolveram em
ambientes com 40% menos radiacdo solar, em relagdo ao pleno sol, apresentaram maior
producdo de biomassa comercial. Este comportamento, caracteristico de plantas tolerantes a
sombra ou esciofitas (LORENZI, 2000) ¢ esperado ja que em pleno sol estas espécies
redirecionam recursos para o crescimento de raizes no intento de minimizar as perdas de agua

por transpiragdo (POORTER, 1999; POORTER; NAGEL, 2000).
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Tabela 4 — Média da altura + desvio padrdo (cm) e didmetro do coleto = desvio padrdo (cm) de
plantas de erva-mate (/lex paraguariensis)

SAF Fraiburgo Pré- instalacdo
janeiro agosto
2014 Altura (cm) 16,94 + 4,94 42,33 £ 18,45
Didmetro coleto (cm) 0,34 £ 0,05 0,65 + 0,14
0-20% 20-40% 40-60% CV(%)
janeiro, 2015 106,26 = 22,02 113,17 £ 11,40 101,60 + 18,45 13,1
1,40 = 0,25 1,36 = 0,16 1,37 = 0,23 12,02
janeiro, 2016 82,19 £ 30,49 92,96 + 43,59 92,23 + 22,88 39,48
1,87 £ 0,24 2,00 + 0,38 2,01 + 0,25 13,73
SAF Lebon Regis Pré- instalacdo
janeiro agosto
2014 Altura (cm) 17,65 £ 6,12 23,27 + 10,97
Diametro coleto (cm) 0,40 =+ 0,08 0,53 + 0,15
0-20% 20-40% 40-60% CV(%)
janeiro, 2015 71,62 + 37,77 71,56 + 36,95 73,29 + 35,11 38,81
1,07 £+ 0,29 1,07 + 0,32 1,14 £+ 0,28 24,29

janeiro, 2016 101,30 + 38,58 a* 78,03 + 15,19 b 92,10 + 42,31 ab 13,60
1,87 + 045 1,60 + 0,29 1,87 + 0,63 24,15
* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de t (p<0,05)

ns - ndo significativo
Fonte: Autor, 2017

Obs.: Nos trés primeiros anos de desenvolvimento em sistemas agroflorestais submetidas a trés classes de
cobertura de dossel (0-20%, 20-40% e 40-60%) no oeste de SC, CAV/UDESC, 2017.

Em ambiente sombreado as plantas de 1. paraguariensis expressam tal tolerancia através
do aumento da area foliar ampliando assim a superficie fotossinteticamente ativa o que favorece
a produtividade das areas (MAZUCHOWSKI; SILVA; MACCARI JUNIOR, 2007). Além de
influenciar na produtividade, Caron et al. (2016) destacam o favorecimento da qualidade

sensorial dos ervais cultivados na sombra.
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Tabela 5 — Média + desvio padrio da produg@o de biomassa comercial (gramas) por parcela de
plantas de erva-mate (/lex paraguariensis)

Colheita 0-20% 20-40% 40-60% CV (%)
. 1? 379,33 + 191,90 ns 379,17 + 67,74 401,67 + 99,87 31,91
Fraiburgo
28 518,33 + 391,99 b* 618,33 = 149,96 ab 845,83 + 580,05 a 56,15
. 1# 271,67 + 184,22 ns 209,67 £ 207,75 215,33 £ 112,77 71,08
Lebon Regis

22 634,17 + 317,54 ns 504,00 £ 379,69 550,00 + 361,90 61,31
* Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem pelo teste t (p<0,05)

ns - ndo significativo

Fonte: Autor, 2017
Obs.: Nas duas primeiras safras em sistemas agroflorestais submetidas a trés classes de cobertura (0-20%, 20-40%
e 40-60%) no oeste de SC, CAV/UDESC, 2017

A produgdo de compostos secundarios foi influenciada pelos tratamentos (Tabela 6). Na
area de Fraiburgo a concentracdo de teobromina foi superior no tratamento com maior cobertura
quando comparada ao tratamento com cobertura intermediaria (20-40%), sem diferenciarem do
tratamento com menor cobertura (0-20%). Na area de Lebon Régis o teor de teobromina no
tratamento 0-20% foi superior aos demais.

A Dbiossintese dos alcaldides do grupo xantinas pode ser influenciada pelo
sombreamento (DARTORA et al., 2011), mas também por outros fatores como manejo,
progénie, época de colheita, idade das plantas e método de processamento das folhas
(REGINATTO et al., 1999; CARDOZO et al, 2007, STREIT et al. 2007, HECK;
SCHMALKO; GONZALEZ DE MEIJIA, 2008).

Ao avaliar o efeito da cobertura artificial de 75% sobre o teor de teobromina de plantas
de erva-mate Girardi (2010) observou que tanto nas colheitas realizadas no inverno ou no verao
as plantas sombreadas apresentaram maior teor de teobromina que aquelas mantidas em pleno
sol.

A concentracdo do acido clorogénico apresentou influéncia dos tratamentos apenas na
area de Fraiburgo. O teor observado no tratamento com menor cobertura (0-20%) foi inferior
aos demais tratamentos, esses dados divergem dos valores encontrados por Dartora et al. (2011)
em que a concentragdo de acido clorogénico em extratos aquosos de plantas sombreadas foi de
10,65 £ 0,38 mg/g enquanto em plantas em pleno sol o teor foi de 14,42 + 0,53 mg/g.

A cafeina, a xantina mais abundante na erva-mate (SIMOES et al, 2001), apresentou
maiores concentragdes no tratamento com maiores taxas de cobertura (40-60%) no experimento
de Fraiburgo. Em contrapartida, na area de Lebon Régis o tratamento 40-60% apresentou os

menores teores de cafeina, seguido do tratamento 0-20% de cobertura e o tratamento
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intermediario (20-40%), os quais apresentaram diferencas significativas de concentracido de
cafeina entre si.

O aumento dos teores de cafeina em ervais sombreados foi observado em outros estudos
(MACHADO et al., 2007; GIRARDI, 2010). Esse comportamento pode ser potencializado
quando ao sombreamento ¢ associada adubagdo quimica frequente (PIRES et al., 2016;

WESTPHALEN, 2016).
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Tabela 6 — Média + desvio padrdo da concentragdo dos compostos teobromina, acido
clorogénico e cafeina em pg/mL

Fraiburgo
Compostos 0-20% 20-40% 40-60% CV%
Teobromima 10348+ 4257 * ab 9311675 b 1476+ SLI8 a 2405
Ac.Clorogénico 5 1764241 * b 2094168 a  2155+274 a 456
Cafeina 35279 £ 69,11 * b 460,58 + 14293 b 60747+ 21874 a 18,89
Lebon Régis
0-20% 20-40% 40-60% CV%
Teobromina 232,67+ 50,08 * a 17580 % 7464 b 159,55+ 8129 b 19,01
Ac.Clorogénico § 3278+558 ms 3478378 31,05 £ 1,97 9,63
Cafeina 586,55+ 128,04 * b 749,11+ 24558 a 39464+ 107,56 ¢ 16,85

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Duncan (p<0,05)
ns - ndo significativo
Fonte: Autor, 2017

Obs.: Presentes em extratos aquosos de erva-mate (/lex paraguariensis) submetidas a trés classes de cobertura (0-
20%, 20-40% e 40-60%) em sistemas agroflorestais no oeste de SC, CAV/UDESC, 2017.

Ao analisarem os teores de xantinas em extratos aquosos obtidos de plantas mantidas
em pleno sol e na sombra em quatro diferentes localidades da regido sul do Brasil, utilizando o
método de analise por cromatografia liquida de ultra performance (UPLC), Dartora et al. (2011)
observaram que as concentragdes de teobromina e cafeina foram superiores nas plantas
mantidas sob céu aberto. Para os extratos obtidos de folhas desidratadas os teores de teobromina
variaram de 2,59 + 0,64 mg/g a 4,60 + 0,25 mg/g e cafeina 9,48 + 0,72 mg/g a 13,85 + 0,67
mg/g.

Em contrapartida, Coelho et al. (2000) observaram teores de teobromina variando entre
0,58 £ 0,27 mg/g a 3,84 + 2,24 mg/g ¢ cafeina de 2,31 + 3,09 mg/g a 14,31 £ 5,57 mg/g em
ervais localizados nos Estados do Parana e Rio Grande do Sul. Em ambas as regides os teores
de xantinas foram superiores em plantas mantidas sob cobertura de mais de 50% em
compara¢do com aquelas mantidas em céu aberto.

Rakocevic et al. (2006) observaram que plantas sombreadas apresentaram maiores
teores de cafeina (1,68 g/100g) que as mantidas em pleno sol (1,34 g/100g), enquanto os teores
de teobromina foram menores a sombra (0,18 g/100g) que as plantas ndo sombreadas (0,77
g/100g).

O efeito da radiagdo na produgdo de alcaldides estd relacionada a agdo dos raios

ultravioleta (UV) na célula vegetal (SCHREINER et al., 2012), essa resposta pode provocar o
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incremento ou a reduc@o dos teores de alcaldides dependo da espécie estudada (GREGIANINI
et al., 2003; GOBBO-NETO; LOPES, 2007; GAO et al., 2016).

Coelho et al. (2007) destacam que niveis moderados de sombreamento ndo causam
grande variagdo nos teores de xantinas e acimulo de biomassa em erva-mate, entretanto taxas
intensas de sombra podem prejudicar o desenvolvimento das plantas e a produgdo de compostos
secundarios.

Nas condi¢des em que nossos experimentos foram conduzidos, foi possivel observar o
efeito positivo do sombreamento sobre os parametros de produtividade de biomassa comercial
e producdo de compostos secundarios em erva-mate. Alguns pardmetros avaliados foram
favorecidos por taxas maiores de cobertura, enquanto outros pela cobertura intermediaria (20-
40%). A adequacdo da intensidade de sombra e luz nos plantios agroflorestais com erva-mate

devem levar em conta o tipo de aplicacdo do produto colhido.

3.4.2 Espinheira-santa

As avaliagdes de altura e diamentro de coleto da espinheira-santa Maytenus ilicifolia
ndo indicaram diferenga significativa entre os tratamentos testados nas duas areas experimentais
(Tabela 7).

Estudos conduzidos em casa de vegetacdo por Benedetti et al. (2009) indicaram o
aumento da altura das plantas de M. ilicifolia na ordem de 44 cm no periodo de 11 meses. Em
outro ensaio conduzido no municipio catarinense de Sdo Bento do Sul, Hanisch et al. (2013)
avaliaram a altura das plantas de espinheira-santa em trés areas de SAF, sendo observado um
crescimento médio de 36 cm nos dois primeiros anos.

Em nosso estudo a média de ganho em altura no mesmo periodo foi de 60,5 cm para a

area de Fraiburgo e 70,3 cm para Lebon Régis.



Tabela 7 — Média da altura = desvio padrio (cm) e didmetro do coleto = desvio padrdo (cm) de

plantas de espinheira-santa (Maytenus ilicifolia)

SAF Fraiburgo Pré-instalagdo
janeiro agosto
2014 Altura (cm) 29,07 + 5,35 4596 + 16,76
Diametro coleto (cm) 0,33 £ 0,05 0,58 + 0,17
0-20% 20-40% 40-60% CV(%)
— 61,28 + 25,60 ns 63,01 + 11,92 58,66 + 7,29 27,01
janeiro, 2015
0,24 + 0,20 ns 0,13 £ 0,10 0,15 + 0,09 28,29
70,26 + 23,09 ns 69,72 + 19,78 68,56 + 25,13 30,79
agosto, 2015
1,00 + 0,25 ns 0,86 + 0,18 0,95 + 0,27 24,58
L 57,58 + 16,23 ns 78,64 £ 19,83 70,03 +£ 22,08 28,28
janeiro, 2016
1,00 £ 0,37 ns 1,27 = 0,24 1,09 + 0,25 26,81
85,99 + 27,66 ns 86,92 + 21,49 77,54 £ 21,40 31,94
agosto, 2016
1,18 £ 0,31 ns 1,28 + 0,22 1,18 = 0,30 26,98
SAF Lebon Regis Pré-instalacio
janeiro agosto
2014 Altura (cm) 57,12 + 13,00 59,10 = 13,01
Diametro coleto (cm) 0,63 £ 0,12 0,66 £ 0,11
0-20% 20-40% 40-60%
L 68,77 = 17,60 ns 66,63 + 18,73 69,10 + 18,35 22,77
janeiro, 2015
0,17 + 0,15 ns 0,25+ 0,20 0,17 + 0,11 19,12
74,87 + 27,36 ns 81,06 = 16,30 84,54 + 10,01 23,16
agosto, 2015
1,14 £ 0,31 ns 1,06 = 0,16 1,07 = 0,18 19,85
L 87,51 + 39,02 ns 77,59 + 25,49 87,81 = 38,62 30,53
janeiro, 2016
1,53+ 0,31 ns 1,38 £ 0,30 1,61 = 0,22 20,75
93,50 + 37,39 ns 85,73 + 17,29 100,81 + 29,04 29,68
agosto, 2016
1,53+ 0,45 ns 1,37 £ 0,29 1,67 + 0,46 26,69

ns- ndo significativo

Fonte: Autor, 2017

Obs.: Nos trés primeiros anos de desenvolvimento em sistemas agroflorestais submetidas a trés classes de
sombreamento (0-20%, 20-40% e 40-60%) no oeste de SC, CAV/UDESC, 2017.

M. ilicifolia se destaca pela plasticidade quanto a demanda de luz (ROSA, 1994;
RADOMSKI; BULL, 2010) podendo adaptar-se tanto a pleno sol como a luz difusa, condigéo
esta que também foi observada em nossos experimentos.

Esta adaptabilidade foi comprovada em outras espécies de Maytenus como demonstrado

por Terezinha e Paulilo (1999) ao avaliarem o desenvolvimento de Maytenus robusta em trés
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diferentes niveis de sombreamento. A plasticidade de M. ilicifolia pode ser influenciada por
praticas de manejo. Ao estudarem a relacdo entre a poda de colheita associada a sombreamentos
variados, Souza et al. (2008) e Rocha et al. (2014) observam que as plantas cultivadas a sombra
apresentaram desenvolvimento pos-colheita superior em comparagdo aquelas mantidas em
pleno sol.

Um importante registro a ser feito foram os ataques observados em diversas plantas
durante a primavera de 2015 por uma lagarta, possivelmente pertencente a familia Crambidae,
que causou perdas consideraveis em alguns tratamentos, chegando a provocar a redugdo da

altura das plantas (Figura 5).

Figura 5 — Detalhe do ataque de lagarta de espécie ndo identificada causando danos em folhas
novas e ponteiros de espinheira-santa (Maytenus ilicifolia)

Fonte:‘Autor, 2017

Obs.: A direita seta vermelha indicando a lagarta instalada abaixo da epiderme da folha se alimentando do mesoéfilo
foliar, abaixo a direita uma folha totalmente danificada e uma folha sem danos entre elas uma lagarta em detalhe,
CAV/UDESC, 2017.

A produgdo de biomassa comercial de M. ilicifolia (Tabela 8) seguiu a mesma tendéncia
dos dados de desenvolvimento das plantas, ndo sendo observadas diferengas significativas entre
os tratamentos. Dados semelhantes foram obtidos por Boeger et al. (2009) ao avaliarem a
producdo de massa fresca de mudas de espinheira-santa plantadas em consércio com outras
duas espécies arboreas no municipio de Castro-PR.

Radomski e Bull (2010) relatam que plantas adultas respondem ao aumento da

disponibilidade de luz com maior producao de massa especifica.
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Tabela 8 — Média + desvio padrio da produgo de biomassa comercial (gramas) por parcela de
plantas de espinheira-santa (Maytenus ilicifolia)

Local 0-20% 20-40% 40-60% CV (%)
Fraiburgo 73,33 £45,13 ns 75,00 £ 33,28 73,42 £ 40,42 64,54
Lebon Regis 40,83 £ 15,94 ns 45,83 £ 17,03 46,67 £ 18,35 42,41

ns - ndo significativo

Fonte: Autor, 2017
Obs.: Na primeira safra em sistemas agroflorestais submetidas a trés classes de cobertura (0-20%, 20-40% e 40-
60%) no oeste de SC, CAV/UDESC, 2017.

A concentragdo de fendis identificados nos extratos aquosos de espinheira-santa sofreu
influéncia dos diferentes niveis de cobertura testados (Tabela 9). No experimento de Fraiburgo
os tratamentos 0-20% e 20-40% de cobertura apresentaram maiores concentragdes de fenois
que o tratamento com maior cobertura (40-60%). Na area Lebon Régis os tratamentos 0-20%
de cobertura e 20-40% de cobertura ndo diferenciaram entre si, mas foram superiores ao
tratamento 40-60%. Esses dados corroboram com outros estudos que também identificaram a
influéncia positiva na radia¢ao na producgao de fendis (RADOMSKI; BULL, 2010; ROCHA et
al., 2014). O aumento da biossintese de fenodis como estratégia de defesa contra a acdo nociva
dos raios ultravioletas ¢ descrito em outras espécies (CARBONELL-BEJERANO et al., 2014;
FORMICA-OLIVEIRA et al., 2017), por seu efeito antioxidante nas estruturas células expostas
aradiacdo UV (BETA et al., 2017).

Ao avaliarmos separadamente alguns compostos fenolicos presentes nas amostras,
observamos que naringina, um dos principais responsaveis pelo sabor amargo (SILVA et al.,
2001), apresentou concentragdes de 0,64 + 0,63 pg/mL na cobertura 20-40% superior ao teor
observado no tratamento 40-60%, ambos nao diferenciaram do tratamento 0-20% de cobertura.

No experimento de Lebon Régis o uUnico composto que apresentou alteracoes
significativas com a variacdo da cobertura foi o acido ferulico, no tratamento com maior
cobertura (40-60%) seu teor foi inferior aos obtidos no tratamento 0-20% e 20-40%. O 4cido
feralico € destacado por Soares (2002) como o acido fendlico com maior poder antioxidante.

O grupo dos taninos galicos como a catequina e seus derivados sdo destacados por
Santos-Oliveira, Coulaud-Cunha e Colago (2009) como os principais responsaveis pelo efeito
protetor da mucosa gastrica. Foi observado que no experimento de Fraiburgo a epigalocatequina
galato apresentou concentragdes menores no tratamento 0-20% de cobertura quando comparado

aos tratamentos com taxas mais intensas de cobertura. Os demais taninos do grupo néo
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apresentaram alteragcdes em resposta aos tratamentos testados. Ao analisarem a presenga do
composto epicatequina de 12 amostras de Maytenus ilicifolia colhidas em diferentes regides do
Estado do Parana, Beltrame et al. (2012) observaram grande variagdo no teor do composto,

desde 250 pg/mL até tracos identificados em algumas amostras avaliadas.

Tabela 9 — Média + desvio padréo da concentracdo de fendis totais em mg/mL e dos compostos
naringina, catequina, epigalocatequina, epicatequina, epigalocatequina galato e acido feralico
em pg/mL

Fraiburgo
Compostos 0-20% 20-40% 40-60% CV%
Fenois mg/mL 080 +£022 * a 081 £0,19 a 0,69+ 0,11 b 1,89
Naringina 0,40 £ 0,68 * ab 0,64 = 0,63 a 0,10+ 024 b 20,48
Catequina 2,15 + 3,86 ns 2,86 + 2,32 0,99 + 1,79 3542
Epigalocatequina é 0,23 +£ 0,38 ns 0,13 £ 0,15 0,03 + 0,06 14,55
Epicatequina 3 10,04 + 18,96 ns 9,65 + 6,95 3,58 + 6,35 52,46
Epigalocatequina galato 1,07 £ 1,50 * b 430 £ 2,74 a 3,35+ 2,86 a 13,27
Acido ferulico 10,02 £ 498 ns 12,31 £ 7,55 12,32 + 0,82 8,57

Lebon Régis
Compostos 0-20% 20-40% 40-60% CV%
Fendis mgmL 1,51+ 0,85 * a 1,35+ 0,56 ab 1,17 £ 0,31 b 5,95
Naringina 0,07 £ 0,20 ns 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00 9,71
Catequina 1,00 £ 2,10 ns 0,25+ 0,22 0,20 = 0,28 33,99
Epigalocatequina g 0,05 + 0,14 ns 0,00 = 0,00 0,00 = 0,00 6,88
Epicatequina 3 4,97 + 10,07 ns 0,86 = 1,02 0,32 £ 0,36 61,85
Epigalocatequina galato 1,01 £ 0,25 ns 1,01 £ 1,50 1,36 + 2,57 16,39
Acido ferulico 12,17+ 1,65 * a 1243+ 0,66 a 942+ 515 b 1,68

* Médias seguidas da mesma letra ndo diferem pelo teste de Duncan (p<0,05)

ns- ndo significativo

Fonte: Autor, 2017
Obs.: Presentes em extratos aquosos de espinheiras-santas (Maytenus ilicifolia) submetidas a trés classes de
cobertura (0-20%, 20-40% e 40-60%) em sistemas agroflorestais no oeste de SC, CAV/UDESC, 2017.

3.5 CONCLUSOES

1. Na area de Fraiburgo a producdo de biomassa comercial de llex paraguariensis foi
favorecida por sombreamentos acima de 20%;

2. O teor de teobromina nos extratos aquosos de plantas de erva-mate mantidas sob
taxas de sombreamento intermediario de 20 a 40% é menor;

3. A biossintese das xantinas cafeina e acido clorogénico em plantas de erva-mate é

favorecida em ambientes com mais de 20% de sombra;
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4. Para Maytenus ilicifolia o desenvolvimento ¢ a biomassa comercial ndo sdo
afetados pela alteragdo das taxas de sombreamento;

5. O teor do tanino epigalocatequina galato é favorecido por sombreamento acima de
20% em espinheira-santa;

6. Os fenois totais e especificamente os compostos naringina e acido feralico tem a

biossintese reduzida por taxas de sombra acima de 40% em espinheira-santa.
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4 INFLUENCIA DA COBERTURA DO DOSSEL SOBRE O DESENVOLVIMENTO
E PRODUCAO DE SEMIOQUIMICOS DO CEDRO-ROSA (Cedrela fissilis) E NA
DINAMICA DOS DANOS CAUSADOS PELA BROCA-DO-CEDRO (Hypsipyla
grandella) EM SISTEMAS AGROFLORESTAIS

4.1 RESUMO

O cedro-rosa Cedrela fissilis ¢ uma importante espécie madeiravel nativa da América do Sul
que sofre frequente pressdo do extrativismo ilegal. As iniciativas de cultivo comercial
acumulam fracassos recorrentes pela agdo da broca-do-cedro Hypsipyla grandella que ao atacar
as plantas compromete sua aplicacdo comercial. Um dos métodos de manejo utilizados para
reduzir os ataques do inseto ¢ o plantio em locais sombreados, entretanto ¢ desconhecido o fator
que faz as plantas sombreadas serem menos atacadas. Utilizando deste principio, grupos de
produtores iniciaram plantios de cedro-rosa conduzidos em sistema agroflorestal. O
estabelecimento dos parametros de cultivo em tal condicao que alie desenvolvimento adequado
das plantas e baixos indices de ataque de H. grandella foi o objetivo central deste estudo. Para
isso foi acompanhado nos dois primeiros anos o crescimento em altura e diametro de coleto de
mudas de cedro-rosa plantadas em sistemas agroflorestais nos quais foram testados trés niveis
de cobertura de dossel 0-20%, 20-40% e 40-60% quanto ao efeito no desenvolvimento das
plantas e frequéncia de ataque de H. grandella. Em laboratorio foram coletados os compostos
organicos volateis (VOCs) emitidos por plantas de cedro-rosa submetidas a sombreamento
artificial de 50%, 30%, 15% e pleno sol utilizando um sistema de aeragdo por pressdo positiva
por 24 horas. Posteriormente os VOCs foram identificados e a resposta biologica de adultos de
H. grandella avaliada em ensaios de eletroantenografia/GC-MS e tinel de vento. Os resultados
de campo indicaram que o tratamento com maior taxa de cobertura apresentou 0os menores
parametros de desenvolvimento de plantas em comparagdo com a cobertura intermediaria, a
frequéncia de ataque de H. grandella foi maior no tratamento com menor cobertura (0-20%).
Nos experimentos de laboratorio foi possivel identificar 31 VOCs emitidos pelas plantas de
cedro-rosa, dos quais quatro: salicilato de metila, (E)-ocimeno, DMNT e aromadendreno
apresentaram variacdo na taxa de emissdo conforme a mudancga na intensidade de sombra.
Foram identificadas respostas biologicas em antenas de adultos machos e fémeas nos ensaios
de eletroantenografia/GC-MS para os compostos nonanal, salicilato de metila, decanal e [3-
cariofileno e em tunel de vento com a mistura dos mesmos quatro compostos. Os resultados
indicaram que em cobertura variando de 20 a 40% foi possivel aliar boas taxas de
desenvolvimento das plantas com baixa frequéncia de ataque da broca-do-cedro. H. grandella
utiliza os compostos nonanal, salicilato de metila, decanal e B-cariofileno emitidos pelas plantas
como recurso para a localizagdo dos pontos de oviposicdo; e a hipotese mais provavel que
justifica os baixos indices de ataque em plantas sombreadas ¢ a producdo intensa de salicilato
de metila que passa a ter efeito repelente as fémeas de H. grandella.

Palavras-chave: Cedrella fissilis, Hypsipyla grandella, compostos organicos volateis, sistemas
agroflorestais.

CANOPY COVER EFFECT ON SEMIOCHEMICAL PRODUCTION AND
DEVELOPMENT OF CEDAR (Cedrela fissilis) AND ON THE ASPECTS OF DAMAGE
CAUSED BY MAHOGANY SHOOT BORERS (Hypsipyla grandella) IN AGROFORESTRY
SYSTEMS
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ABSTRACT

Cedar (Cedrela fissilis) is an important woody species in South America. It is appreciated for
its physical characteristics and, therefore, its native specimens are strongly
exploited. Commercial cultivation initiatives have been continuously failing due to damage
caused by mahogany shoot borers (Hypsipyla grandella), which attack plants and hinder their
commercial applicability. Planting under shady sites has been one of the management methods
used to reduce insect attacks. However, the reason why mahogany shoot borers do not attack
shaded plants so often is still unknown. Based on this finding, producer groups began planting
cedar under an agroforestry system. The aim of this research was to find cultivation parameters
that could combine proper plant development and low H. grandella attack. In order to do so,
growth in height and shoot diameter of seedlings of cedar planted in agroforestry systems were
monitored for two initial years, in which three canopy covers, 0-20%, 20-40% and 40-60%,
were tested for plant development and H grandella attack frequency. In the laboratory, volatile
organic compounds (VOCs) emitted by cedar plants were collected and submitted to artificial
shading of 50%, 30%, 15% and full sun exposure, using a system of aeration by positive
pressure for 24 hours. Later, VOCs were identified and biological response of adult H.
grandella was assessed in electroantennography / GC-MS assays and wind tunnel. Field results
showed that treatment with higher cover rate had the lowest plant development parameters in
comparison with intermediate cover. The attack frequency of H. grandella was greater in
treatment with lower cover (0-20%). In laboratory experiments, it was possible to find 31 VOCs
emitted by cedar plants, of which four: methyl salicylate, (E) -ocimene, DMNT and
aromadendrene, presented variation in their emission rate, according to changes in shade
intensity. Biological responses in adult female and male antennas were noted in the
electroantenography / GC-MS assays for the nonanal, decanal, methyl salicylate and B-
caryophyllene compounds; and in wind tunnel for the mixture of these same four
compounds. Results suggest that in canopy cover ranging from 20 to 40%, it was possible to
combine good rates of initial development of plants with low attack frequency of H.
grandella uses nonanal, decanal, methyl salicylate and B-caryophyllene emitted by plants
as a resource to locate oviposition spots, and the most likely hypothesis that justifies the low
attack rates in shaded plants is intense production of methyl salicylate, which starts to act as
repellent to H. grandella female under such conditions.

Keywords: Cedrella fissilis, Hypsipyla grandella, volatile organic compounds, agroforestry.

4.2 INTRODUCAO

O cedro-rosa Cedrela fissilis ¢ historicamente uma das principais plantas nativas de
importancia madeireira na por¢ao austral do continente americano (GRIGNOLA et al., 2014).
O seu eclevado valor de mercado, conferido pelas excelentes caracteristicas da madeira
(CUSATIS et al., 2013), provocou intensa exploracdo dos exemplares adultos (Figura 6).
Fazendo com que a espécie fosse incluida na lista das plantas ameacadas de extingdo na flora

brasileira (CNCFlora, 2014).
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Figura 6 — Planta adulta de Cedrela fissilis a esquerda e ao lado planta de trés anos de idade,
CAV/UDESC, 2017.

Fonte: Mauro Guanandi, 2015 Fonte: Autor, 2017

A iniciativa de implanta¢do de areas comerciais com cedro-rosa tem sofrido reveses
frequentes pelos ataques da broca-do-cedro Hypsipyla grandella nos primeiros anos de
implantagdo, tornando invidveis tais empreendimentos (MACIAS-SAMANO, 2001). Nos
ultimos anos os produtores do oeste catarinense iniciaram o cultivo consorciado de C. fissilis
em sistemas agroflorestais. Entretanto, ha pouco conhecimento de como o manejo da sombra
nestes sistemas impacta no desenvolvimento das plantas e na frequéncia do ataque de H.
grandella.

H. grandella ¢ um lepidoptero da familia Pyralidae. O inseto adulto apresenta coloragdo
cinza nas asas anteriores e branco hialino nas posteriores (Figura 7), a envergadura das asas das
fémeas varia de 28 a 34 mm e do macho 20 a 26 mm (BERTI FILHO; NAKANO, 1992). Os
adultos tém habito noturno e as fémeas acasaladas fazem posturas individuais nas folhas
(HOWARD; MERIDA, 2004). O periodo de incubacdo dos ovos ¢ em média de quatro dias, as
lagartas no primeiro instar alimentam-se das gemas axiais migrando posteriormente para as
gemas apicais, num total de seis instares (HIDALGO-SALVATIERRA; BERRIOS, 1972). No
meristema apical destroem a medula formando um tinel onde se desenvolvem e as pupas se
formam geralmente no apice deste tunel. Em condi¢des de laboratorio, 25°C e 60% de umidade
relativa, as fases imaturas t€m a seguinte durac@o: ovo — 4 dias, larva — 20 dias, pupa — 10 dias

(BRICENO, 1997).
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Figura 7 — Acima adultos de Hypsipyla grandella, abaixo a esquerda sintomas de dano inicial
no meristema e ao lado, a larva e a galeria aberta no interior do ramo, CAV/UDESC, 2017.

Fonte: Autor, 2017

A broca-do-cedro ¢ o maior desafio fitossanitario para o cultivo de meliaceas como
cedro-rosa (Cedrela fissilis) e mogno (Swietenia macrophylla) (YAMAZAKI et al., 1992). Ao
se alimentarem dos meristemas dos ramos apicais, as larvas provocam intensa brotagdo o que
compromete a producdo de arvores com fuste ereto (OHASHI et al., 2002), reduzindo o
desenvolvimento e, em casos severos e repetidos, causam a morte da planta (OHASHI et al.,
2005). O sintoma do ataque ¢ a formacdo de exsudados com goma no 4pice da planta e a medida
que a larva se alimenta da medula ¢ possivel ver a morte das folhas mais novas com a formacgao
de serragem em varios pontos do ramo (GRIFFITHS, 2001; LUNZ et al., 2010).

Alguns métodos de manejo e controle propostos como a aplicacdo de inseticidas
(GOULET; RUEDA; SHELTON, 2005) e poda de rebrotes (CORNELIUS, 2001) mostraram-
se inviaveis economicamente ou pouco eficientes. Uma alternativa utilizada por produtores,
mas que até o momento nao tem eficiéncia comprovada, ¢ a manutencdo das plantas jovens sob
sombreamento de espécies arbdreas pioneiras em plantios consorciados (HERAUT-BRON et
al., 1999). Por este motivo a op¢do de plantio do cedro em sistemas agroflorestais é
recomentado por Pérez-Salicrup ¢ Esquivel (2008).

Muitos pesquisadores buscam encontrar nos semioquimicos uma ferramenta de manejo

eficiente para a broca-do-cedro (MACIAS-SAMANO, 2001; SOARES et al., 2003; LAGO et
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al., 2006). A primeira pesquisa realizada no esfor¢co de encontrar o feromonio sexual da espécie
foi apresentada por Borek et al. (1991), indicando como os principais compostos Z9E12-14
OH, 16 Ac e Z3-16 Ac. Entretanto, as respostas de campo mostraram pouca efetividade da
formulagdo conforme relatam Lunz et al. (2010). Uma nova mistura feromonal proposta por
Pifieda-Rios et al. (2014) e Blassioli-Moraes et al. (2017) ¢ formada pelos compostos Z9-140H,
Z9E12-140H, Z9-14Ac e Z9E12-14Ac.

Outra linha de pesquisa esta relacionada com o uso de cairomonios emitidos pelo cedro
e que as fémeas utilizam para identificar a planta hospedeira. O primeiro trabalho foi
desenvolvido por Soares et al. (2003), analisando o 6leo essencial de folhas de S. macrophylia.
A pesquisa identificou B-cariofileno como principal composto ativo para fémeas da espécie.
Recentemente Abraham et al (2014) avaliaram os compostos orgénicos volateis (VOCs)
emitidos por diferentes espécies de meliaceas atacadas por Hypsipyla robusta identificando os
seguintes grupos de compostos: monoterpenos, sesquiterpenos, aldeidos, alcanos, ésteres,
alcoois, alcenos e cetonas. Os volateis foram coletados pelo método closed-loop-stripping-
analysis (CLSA) e identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(GC-MS). Um dos compostos presentes ¢ que apresentou respostas biologicas foi -cariofileno.

O objetivo deste trabalho ¢ avaliar a influéncia da cobertura no desenvolvimento das
plantas de cedro-rosa, incluindo a produg¢do de VOCs, ¢ como o cedro-rosa submetido aos
diferentes regimes de luz influencia o comportamento de busca de H. grandella pelo hospedeiro

em condi¢des de campo e laboratorio.

4.3 MATERIAL E METODOS

4.3.1 Experimento de campo

O experimento foi instalado em sistema agroflorestal (SAF) contendo plantios de cedro-
rosa, no municipio de Fraiburgo no oeste catarinense, com dimensdes de 2,2 hectares localizado
nas coordenadas geograficas 27° 01’ 43S, 50° 56’ 32”0. A precipitagdo média na regido € de
1.500 mm/ano e a temperatura média anual de 15,3 °C (TRABAQUINI; VIEIRA, 2017). O
clima enquadrado no tipo Ctfb, conforme classificagdo de Képpen (1948).

O SAF foi implantado no més de agosto de 2013, havendo além do cedro-rosa, erva-
mate (/lex paraguariensis) e espinheira-santa (Maytenus ilicifolia). O plantio foi instalado em
area onde ja existiam arvores pioneiras adultas como bracatinga (Mimosa scabrella), canela-

guaica (Ocotea puberula) e fumeiro-bravo (Solanum mauritianum). As mudas de cedro foram
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obtidas no viveiro Eco Empreendimentos Ambientais sediada na cidade de Chapeco6-SC, que
mantem matrizes da espécie. As plantas foram selecionadas para altura 15 + 2 cm e diametro
de coleto 0,5 = 0,2 cm, os plantios foram feitos na densidade de 50 plantas por hectare com
espacamento de 20 x 10 metros, ndo foi utilizada adubagéo de base ou cobertura.

Os tratos culturais foram o coroamento das mudas e rocada nos meses de
outubro/novembro ¢ uma segunda ro¢ada nos meses de fevereiro/margo, repetidos anualmente.
Durante todo o primeiro ano foi mantida a vegetac@o arbdrea original, com intuito de reduzir o
efeito das geadas. Por esse motivo ndo foram instalados os tratamentos com diferentes niveis
de cobertura até o més de agosto de 2014.

No primeiro ciclo, 2013-2014, o acompanhamento do desenvolvimento das plantas foi
feito escolhendo cinco fileiras distanciadas de 20 metros nas quais foram marcadas quatro
plantas (n=20). A altura foi mensurada utilizando trena graduada e o didmetro do coleto com
paquimetro (Starrett Brasil, modelo 125 MEBT-8/200). Os parametros escolhidos para analise
de desenvolvimento (altura e didmetro de coleto) sdo destacados como os métodos mais
eficiente e pratico para a definicdo de padrdes de qualidade de plantas jovens bem como estimar
o crescimento inicial no campo (SOUZA, 1981; MEXAL; LANDIS, 1990; CARNEIRO, 1995).
As medi¢des foram conduzias nos meses de janeiro e agosto de 2014.

No segundo ano (2014-2015), durante os meses de agosto a outubro de 2014, foram
instalados seis blocos experimentais utilizando delineamento de blocos ao acaso com trés
tratamentos e seis repeticdes. A distdncia minima entre blocos foi de 10 metros e entre parcelas
de 5 metros. Cada parcela apresentou dimensdes de 10 m (largura) x 20 m (comprimento),
contendo uma planta de cedro posicionada ao centro (Figura 8).

No bloco foram sorteados os tratamentos: 0 a 20%, 20-40% e 40-60% de cobertura de
dossel. Para obter o nivel de cobertura estabelecido, as plantas pioneiras foram cortadas ou
podadas até que a intensidade de cobertura desejada fosse atinginda, para orientar esse trabalho
foram utilizados luximetros digitais Lux Meter MLM-1011, aferindo trés pontos por parcela,
dois nos extremos e um central, no mesmo instante outro equipamento foi mantido em céu
aberto, esta metodologia serviu de pardmetro inicial para orientar a intensidade do desbaste das
plantas e ramos das parcelas, foi estabelecida uma margem de seguranca de 10% a mais de

cobertura para futuras correcdes.
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Figura 8 — Retrato panoramico de um bloco experimental e croqui esquemaico de dois blocos
experimentais
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Fonte: Autor, 2017

Obs.: A. retrato panordmico de um bloco experimental: a esquerda a parcela com tratamento 0-20% de cobertura,
ao centro 40-60% e a direita 20-40%. B. croqui esquematico de dois blocos experimentais — de um total de seis -
indicando as distancias entre as parcelas e ao centro a posic¢do central das mudas de Cedrela fissilis, CAV/UDESC,
2017.

Ap0s a primeira etapa, o nivel correto da cobertura foi aferido com fotografias do dossel
acima das parcelas, utilizando uma maquina semi-profissional Sony Cyber-Shot DSC-HX1,
munida de lente fisheye da marca Pixco, modelo FC-67E25 0,25X, montada sobre um tripé
contendo dois niveis circulares ¢ um nivel tubular. O equipamento foi instalado, com corre¢do
do nivel, a um metro de altura do solo, capturando a imagem da cobertura vegetal existente. As
imagens foram tratadas pelo programa HemiView (Delta-T Devices Lda), estabelecendo a
porcentagem de cobertura sobre quatro pontos distintos de cada parcela através de metodologia
adaptada de Jonckheere et al. (2004). Foi calculada a média de cobertura por parcela e naquelas
em que o nivel ficou acima do desejado, novas podas foram realizadas, seguidas de novas
aferi¢des por fotografias, até que fosse alcangado a cobertura desejada.

Durante a instalacdo do experimento, especialmente no processo de poda e corte das
arvores pioneiras, foi tomado cuidado para que os galhos ndo atingissem a planta de cedro
localizada na posicdo central da parcela. O acompanhamento do desenvolvimento das plantas

nas parcelas foi realizado nos meses de janeiro e julho de 2015 e janeiro de 2016 com novas
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medicdes da altura das plantas e didmetro do coleto, utilizando a mesma metodologia descrita
anteriormente. O indice de cobertura das parcelas foi aferido no més de abril de 2015, conforme
metodologia anteriormente descrita. Sempre que necessario foram feitas podas de corregdo para
manter a porcentagem de cobertura estabelecida no inicio do experimento.

As plantas foram vistoriadas semanalmente para identificar danos iniciais causados pela
broca-do-cedro (H. grandella), como os ataques foram concentrados entre os meses de
novembro a fevereiro, ndo foi possivel avaliar o numero de ataques por planta e sim qualificar
as plantas como atacadas ou ndo atacadas, este fato teve influéncia na analise estatistica dos
dados utilizando-se assim o teste ndo paramétrico Q de Cochran.

Os dados de desenvolvimento das plantas foram submetidos a analise de variancia
ANOVA (p<0,05), com o programa estatistico SAS (CARY, 2002), e as médias comparadas
pelo teste de Tukey.

4.3.2 Monitoramento de adultos de Hypsipyla grandella

A estratégia utilizada neste estudo para o monitoramento da broca-do-cedro foi o uso de
semioquimicos. Em primeiro plano os feromonios sexuais da espécie, mas também uma mistura
de cairomonios comerciais eficiente para diversos lepidopteros (FALEIRO et al., 2016), para
estimar a populacdo da espécie no campo. As armadilhas foram mantidas a campo entre os
meses de setembro a abril durante os anos 2013 a 2016. Foram testados quatro tratamentos
utilizando o delineamento de blocos casualizados com cinco repetigdes: 1) 1 mg da formulagdo
feromonal proposta por Blassioli-Moraes et al. (2017) impregnada em septo de borracha, em
armadilha Delta plastica; 2) 0,5 mg da formulacdo feromonal proposta por Borek (1991)
impregnada em septo de borracha, em armadilha Delta plastica; 3) Atrativo comercial com
cairomonios para lepidopteros NOCTOVI® (Isca Tecnologias Ltda) na dose de 200 mL
instalados em armadilhas Ajar (CICHON et al., 2013); 4) Testemunha absoluta contendo septo
de borracha sem feromdnios em armadilha Delta plastica (Figura 9). As armadilhas foram
fixadas em pontos marcados a 1,80 metros de altura e amostradas semanalmente. Para eliminar
influéncia da posicdo das armadilhas na captura dos insetos, a cada monitoramento foi feito o
rodizio da posicao dos tratamentos dentro dos blocos. A distancia entre as armadilhas foi de 25
metros e 40 metros entre blocos. O atrativo NOCTOVI® foi trocado a cada 15 dias, os septos
de borracha trocados mensalmente. Os dados de capturas foram submetidos a analise de
variancia ANOVA (p<0,05), com o programa estatistico SAS (CARY, 2002) e as médias

comparadas pelo teste de Duncan.
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Figura 9 — Detalhes das armadilhas utilizadas para o levantamento populacional de Hypsipyla
grandella

Fonte: Autor, 2017
Obs.: A esquerda armadilha modelo Ajar, ao centro armadilha modelo Delta e a direita painel com cola com
destaque para os machos de H. grandella capturados, CAV/UDESC, 2017.

4.3.3 Cairomonios emitidos por Cedrela fissilis

- Insetos

Os insetos foram coletados diretamente de ramos atacados em plantios de cedro-rosa e
mogno na fazenda Tropical Flora em Garga-SP. Estes foram transferidos para sala de criacao
na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia-DF em ambiente controlado 27 + 2
°C, umidade 60-80% e fotoperiodo de 12:12. As lagartas foram criadas em ramos de cedro com
15 cm de comprimento e didmetro minimo de 1,5 cm dos quais foi retirado 2 cm da medula
para induzir as lagartas a ocuparem esse espaco formando uma nova galeria de alimentagao.
Semanalmente os ramos foram trocados e as lagartas transferidas até atingirem o estadio de
pupa. As pupas foram separadas por sexo observando os seguimentos terminais da capsula
pupal.

- Plantas

As mudas com 20 + 2 cm de altura foram adquiridas no viveiro Eco Empreendimentos
Ambientais Ltda, plantadas individualmente em vasos de 1,0 L com solo e substrato organico
na propor¢ao 1:1. As plantas foram transferidas para casa de vegetacdo e divididas em quatro
grupos de 12 individuos que receberam por 45 dias niveis distintos de sombreamento: pleno
sol, 15%, 30% e 50% de sombra, obtido através de telas plasticas Sombrite®.

A influéncia das telas na interceptag@o da radiacdo solar incidente, na faixa de 300 a 750
nm, foi aferida através de trés medi¢cdes com o espectroradiometro marca Li-Cor Inc., modelo
LI-1800, como era esperado nao houve diferencas entre as aferi¢des realizadas. Esta mesma
aferi¢do foi feita nas parcelas do experimento de campo amostrando cinco pontos por parcela

(Tabela 10). Os dados permitiram o calculo da porcentagem de redugdo provocada pelos
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tratamentos na radiacdo ultravioleta (UV), radiagao fotossinteticamente ativa (PAR) em relagdo

ao pleno sol, bem como mensurar a relacdo vermelho: vermelho-distante (V:VD).

Tabela 10 — Percentagem radiagdo ultravioleta e radiagdo fotossinteticamente ativa

A Radiagao IS 0% 15% 30% 50%
uv 300-390 nm  100% 0,692% 0,566% 0,334%
PAR 400-700 nm  100% 0,707% 0,605% 0,367%
Relagdo V:VD 2,27 2,37 2,27 2,56
B Experimento campo
Radiagdo £ 0-20% 20-40% 40-60%
uv 300-390 nm 65,9% 87,4% 95,6%
PAR 400-700 nm 57,0% 84,7% 95,9%
Relagdo V:VD 2,20 2,05 1,40

Fonte: Autor, 2017

Obs.: A: Percentagem de radiagdo ultravioleta (UV) e radiacdo fotossinteticamente ativa (PAR) que as telas
Sombrite® permitiram chegar as plantas em relagdo ao pleno sol (0%) e relagdo vermelho-distante (V:VD); B:
Percentual médio de interceptagdo das radi¢des ultravioleta (UV) e fotossinteticamente ativa (PAR) e relagdo
vermelho: vermelho-distante (V:VD) nas trés diferentes classes de cobertura em sistemas agroflorestais em
Fraiburgo, SC, CAV/UDESC, 2017.

- Coleta de volateis

Para avaliar a influéncia do sombreamento na producdo dos compostos orgénicos
volateis (VOCs) liberados pelas plantas de cedro-rosa, foi realizada a aeracdo das plantas
submetidas aos diferentes tratamentos de sombra por 45 dias. A coleta de volateis foi conduzida
no més de fevereiro de 2015, no Laboratério de Semioquimicos da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia em Brasilia-DF no qual as plantas foram expostas a um sistema de
aeragdo com pressdo positiva por 24 horas. Foram feitas 12 aeragdes por tratamento (quatro
repetigdes contendo trés plantas cada), durante todo o processo as plantas foram mantidas
cobertas pela tela plastica correspondente e o vaso com solo isolado com papel aluminio para
reduzir a emissdo de volateis destes pontos.

O método consiste em inserir as plantas em cameras de vidro individuais de 10 L
contendo dois orificios (Figura 10): um destinado a entrada de ar previamente filtrado por
carvio ativado, a um fluxo de 1,0 L.min! localizado na base da cimara; ¢ um segundo na
extremidade superior destinado a saida de ar (fluxo de 0,6 L min!) passando por um tubo
contendo adsorvente polimérico Super Q (100 mg, 80-100 mesh, Alltech, PA, USA). Esse fluxo

de ar forma uma pressao positiva dentro da camera e impede que ar ndo filtrado entre na cdmera.

Os volateis liberados pelas plantas sdo puxados pela bomba de vacuo para o adsorvente.
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Passadas 24 horas os tubos de adsorventes foram eluidos com 0,5 mL de hexano redestilado.
As amostras foram concentradas sob fluxo de nitrogénio para um volume de 50 pL e estocadas

em frascos de vidro a temperatura de -20 °C.

Figura 10 - Esquema de montagem da estrutura para coleta de volateis e imagem da estrutura
de aeracdo em funcionamento, CAV/UDESC, 2017
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Fonte: Autor, 2017

Os extratos da aeragdo das plantas foram analisados quantitativamente através de
cromatografia gasosa (CG) pelo equipamento Agilent 7890A acoplado a uma detec¢do por
ionizac¢ao de chamas (DIC) mantido a 270 °C e uma coluna DB-5MS (60 m x 0,32 mm x 0,25
um, Supelco, PA, USA). A programagdo do forno cromatografico: temperatura inicial de 50 °C
por 2 min, com aumento de 5 °C.min"' até 180 ° C, mantendo por 0,1 min, depois aumentando
10 °C.min"! até 250 °C e mantendo por 20 min; como gas de arraste foi usado hélio (1,5 mL.min"
); e a temperatura do injetor a 250 °C. Um microlitro de cada amostra foi injetado, a
quantificagdo dos compostos liberados pelas plantas foi realizada pelo método do padrao
interno (PI) adicionando o composto 16-hexadecanolactona na concentragdo final de 0.01
mg/mL em cada amostra. Para a quantificagdo foram comparadas as areas do PI com a area dos
compostos de interesse.

A identifica¢do dos compostos foi realizada através de cromatografia gasosa acoplada
ao detector de espectrometria de massas (CG-EM) (Agilent 5975-MSD) equipado com
analisador quadrupolar ¢ uma coluna DB-5MS (30 m x 0,32 mm x 0,25 um, Supelco, PA,
USA), um injetor splitless e hélio como gas de arraste, mantendo a mesma programacgao de
forno descrita anteriormente para as analises no CG-DIC.

Os dados foram coletados e analisados com o software Agilent ChemStation. A

identificacdo dos volateis foi realizada por comparagdo do padrio de fragmentacdo dos



67

compostos da amostra com os dados catalogados em bibliotecas espectrais (NIST, 2008) ¢
também pelo calculo do indice de retengdo (IR). Os indices de retencdo foram calculados
usando tempos de retengdo de uma série linear de alcanos (Cs-C24) (LUCERO et al., 2009).
Quando possivel a identificag@o foi confirmada por inje¢do de padrdes auténticos.

A influéncia dos tratamentos sobre a produ¢do de compostos pelas plantas foi avaliada
por Modelos Lineares Generalizados - GLM e analise de varidncia, com distribuicdo gamma e
funcdo de ligacdo inversa. Quando a analise mostrou diferengas significativas entre os
tratamentos, as médias foram comparadas usando andlise de contraste. A andlise foi realizada
com o software estatistico R-Studio (Foundation for Statistical Computing, versdo 0.99.467).
Como os dados de produgdo de volateis por plantas ndo sdo independentes, uma vez que as
rotas biosintéticas estdo interligadas, esses dados também foram analisados por analise
multivariada e andlise de componentes principais (ACP) usando o software PAST

Paleontological Statistics Software (PAST version 3.10).

4.3.4 Eletrofisiologia

A resposta das antenas de machos ¢ fémeas de H. grandella aos volateis emitidos por
C. fissilis foi testada através de medidas eletroantenograficas usando os extratos obtidos na
aeracdo das plantas expostas a pleno sol. Este tratamento foi escolhido por ser a condi¢do em
que a maior frequéncia de danos é observada em campo (MACIAS-SAMANO, 2001;
MARTINEZ; RANGEL, 2004; GROGAN et al., 2005).

Todos os insetos adultos usados nos estudos de CG-EA haviam emergido ha pelo menos
24 horas. Nos estudos de GC-EAD utilizou-se um CG (Perkin Elmer Clarus 600 (Branchburg,
NY) GC-EAD (Syntech Inc., Hilversum, The Netherlands) acoplado a um detector DIC e um
detector EAD. O fluxo da coluna foi dividido de forma igual para os dois detectores, permitindo
obter a resposta do DIC e da antena no EAD simultaneamente (Figura 11). O GC foi equipado
com uma coluna DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um, J&W Scientific, Folsom, CA) e um injetor
splitless tendo hélio como gas de arraste (1 mL.min"). A programagio do forno cromatografico:
50 °C por 2 min, com aquecimento de 15 °C.min"! até 250 °C por 10 min e injetor a 250 °C. A
temperatura da interface do GC com o EAD foi mantida em 195 °C.

A antena foi preparada fazendo um corte na altura do pedicelo, sob estereomicroscopio
binocular com auxilio de uma tesoura microcirurgica. A antena posicionada em eletrodo
bifurcado de prata. A extremidade basal da antena foi aderida ao eletrodo de referéncia e a

apical ao eletrodo de trabalho, ambas imersas em gel (Signa gel, Parker®) possibilitando a
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condutividade elétrica da amostra. O eletrodo com a antena foi conectado a um pré-amplificador
IDAC-2 (Syntech, Inc.) ¢ um fluxo de ar umidificado (1 L.min!) através do equipamento

Stimulus Controller CS-55 (Syntech, Inc) sobre a antena para evitar a desidratacao.

Figura 11 — AGC-EAD utilizado para identificar respostas eletrofisiologicas da antena de
Hypsipyla grandella aos compostos volateis do cedro. B a antena montada no eletrodo,
CAV/UDESC, 2017

Fonte: Autor, 2017

As respostas das antenas foram medidas em despolarizagdes (mV), os sinais obtidos
foram amplificados por um amplificador de alta impedéancia (UN-06, Synthec, Holanda) e os
registros simultaneos das respostas do EAD e do DIC foram analisadas utilizando um software
EAD (versdo 2.3, Synthec, Holanda). Foram realizadas quatro repetigdes com as antenas de
machos e fémeas para cada tratamento avaliado, extrato de aeracdo de plantas e solugdes
sintéticas. A solugdo sintética em hexano foi preparada contendo 0.01 mg/mL de cada um dos
compostos os quais foram observadas respostas consistentes nas quatro antenas testadas de cada

sexo, nonanal; salicilato de metila; decanal e B-cariofileno.

4.3.5 Tunel de vento

Os bioensaios com tunel de vento foram conduzidos no més de margo de 2017. Foi
utilizado um tinel de vento com dimensdes de 1,5 x 0.5 x 0,5 m (Figura 12), com fluxo de vento
controlado (0,5 m.s™") por ventilador ligado a um inversor de frequéncia (CFW 08, WEG
Brasil), um filtro de carvao instalado no inicio do sistema de alimentacdo acoplado a uma
estrutura em formato de favo de mel garantiram a pureza e baixa turbuléncia do fluxo de ar
dentro do tunel. Os testes foram conduzidos com insetos machos (n=7) por ndo haver
disponibilidade de fémeas na criagdo. Os insetos foram colocados individualmente em um

cilindro transparentes de acrilico (10 cm de comprimento e 2 ¢cm de didmetro) tampado com
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algodao nas duas pontas e posicionados na extremidade oposta a entrada de ar e a 15 cm de
altura no interior do tinel.

Foram avaliados dois tratamentos: 1) liberador Hook® (testemunha) (EL-SHAFIE et al.,
2011) e 2) liberador Hook® contendo os atrativos sintéticos biologicamente ativos identificados
na etapa de eletroantenografia na propor¢do similar a encontrada nos extratos obtidos na
aeracdo de plantas em pleno sol. Uma dose de 3 mL contendo os tratamentos foi colocada em
um vidro relogio com 5 cm de didmetro o qual foi inserido no interior de uma gaiola feita de
tela metalica (15 cm de comprimento e 7 cm de diametro) a qual ficou suspensa na extremidade

da entrada do ar a 15 cm de altura dentro do tinel de vento.

Figura 12 — Ttnel de vento utilizado para identificar respostas bioldgicas adultos de Hypsipyla
grandella e a esquerda divisdo esquematica das areas consideradas para avaliagcdo da reposta
dos insetos, CAV/UDESC, 2017
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Fonte: Autor, 2017

Os insetos foram liberados individualmente retirando o algodao das extremidades do
tubo cilindrico, a distdncia de um metro do ponto de liberagdo (tratamento). Os ensaios foram
conduzidos em sala escura utilizando luz vermelha (Sollar Light, 21W), com temperatura (27
°C) e umidade (55%) constantes.

Com a intengdo de facilitar a comparagdo entre os tratamentos, o comportamento dos
insetos foi registrado por 10 min conforme a seguinte escala de resposta; 1) Repouso; 2) Anda
na plataforma; 3) Voo até area 1; 4) Voo até area 2; 5) Voo até area 3 e 6) Pouso na fonte. Para
fins de analise dos dados, foi determinado que apenas as respostas de nivel 4 (voo até area 2)
ou superior, indicaram atratividade do tratamento avaliado aos insetos. Os dados de resposta no
tunel de vento foram analisados usando modelo linear generalizado com distribui¢@o binomial
e o intervalo de confianca dos insetos respondendo a cada tratamento foi calculado. A analise

estatistica foi conduzida através do programa R 3.0.1 (R Development Core Team, 2007).
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4.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1 Desenvolvimento de Cedrela fissilis

Na Tabela 11 é possivel observar que o desenvolvimento das plantas ao final do primeiro
ano, periodo anterior a instalagdo do experimento. Ao acompanhar o crescimento inicial de
plantas de cedro-rosa por nove meses, Linzmeier (2011) identificou que ao final do periodo as
plantas apresentavam 27,94 cm de altura e 0,72 cm de diametro de coleto.

Apds 17 meses da instalacio do experimento, as plantas submetidas a cobertura
intermediario (20-40%) apresentaram altura e didmetro de coleto superiores aquelas que se
desenvolveram sob cobertura mais intenso (40-60%). Ambos tratamentos ndo diferiram do
tratamento 0-20% de cobertura (Tabela 11). Ao acompanhar por 33 meses o incremento inicial
de mudas C. fissilis, Souza (1981) concluiu que a cobertura artificial de 29% conferiu as plantas
altura superior aquelas submetidas a 55% de cobertura ou pleno sol. Inoue, Roderjan e
Kuniyoshi (1984) observaram que plantas de cedro com dois anos de idade, desenvolvendo-se
em areas de preservagdo permanente no Estado do Parana, podem atingir mais de 3 metros de

altura desde que submetidas a sombreamento parcial.
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Tabela 11 - Média da altura + desvio padrao (cm) e diametro do coleto + desvio padrdo (cm)
de plantas de cedro Cedrela fissilis

Pré-instalacdo

janeiro agosto
2014 Altura (cm) 20,97 £+ 5,04 32,75 + 19,05
Diametro coleto (cm) 0,73 + 0,17 2,09 £ 1,15
0-20% 20-40% 40-60% CV(%)
L 55,50 = 30,74 ns 43,53 £ 9,34 49,28 + 11,94 37,82
janeiro, 2015
1,95 + 1,47 ns 1,09 £ 0,12 1,42 + 0,60 66,11

agosto. 2015 59,77 + 32,23 ns 51,70 £ 22,45 55,97 + 17,76 29,74
80570 2,26 = 1,85 ns 1,96 + 1,53 1,56 + 0,99 39,96
83,00 + 62,40 *ab 116,92 + 88,71 a 58,87 = 25,68 b 44,12
2,83 £2,11 *ab 336 + 292 a 1,78 £0,79 b 41,58
* Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem pelo teste de Tukey (p<0,05)

janeiro, 2016

ns - ndo significativo

Fonte: Autor, 2017
Obs.: Nos trés primeiros anos de desenvolvimento em sistema agroflorestal, submetidas a trés classes de cobertura
natural (0-20%, 20-40% e 40-60%) em Fraiburgo, SC, CAV/UDESC, 2017

Este comportamento ¢ explicado por Ballaré (2014) através da acdo do fotorreceptor
phyB e de uma série de fendmenos fisiologicos conhecidos como Sindrome de Escape ao
Sombreamento ou SAS — Shade-avoidance syndrome. Em pleno sol a relagdo entre os raios
solares vermelho (V) e vermelho-distante (VD) V:VD ¢ alta (Tabela 10), nestas condi¢cdes phyB
encontra-se ativado. A medida que aumenta o sombreamento a radia¢io ao nivel do vermelho
(620-700 nm) ¢ absorvida pelas folhas da parte alta do dossel e o vermelho-distante (700-750
nm) ¢ refletida, com isso a razdo V:VD diminui. A partir dai o phyB ¢ parcialmente inativado
permitindo a expressdo dos Fatores de Interacdo do Fitocromo (PIF), os quais promovem a
transcri¢do de promotores de crescimento como auxinas e giberelinas.

Este efeito da sombra originando o SAS ¢é chamado por Hideg, Jansen e Strid (2013) de
o “bom estresse”. No entanto, ha limites além dos quais o desenvolvimento ¢ comprometido
(SANTOS et al., 2006). Sob sombreamento intenso observa-se a expressdo do SAS, mas o
crescimento passa a ser progressivamente menor a medida que as reservas da planta se esgotam
e as taxas fotossintéticas sdo insuficientes para suportar a demanda energética (SANTOS et al.,

2006; PAULILO, 2007; SANCHES; MARZINEK; BRAGIOLA, 2017).
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4.4.2 Flutuacao populacional e danos de Hypsipyla grandella

Outro fato a ser destacado ¢ que o desenvolvimento inicial das plantas no tratamento 0-
20% foi bastante afetado nos dois anos pelos ataques frequentes da broca-do-cedro Hypsipyla
grandella como demonstrado na Tabela 12. O efeito danoso do inseto em plantios novos de
cedro e mogno ¢ destacado por diversos autores (BARROS et al., 2011; DE LA RETA et al.,
2015; PEREIRA et al., 2016).

A maior suscetibilidade das melidceas ao ataque de H. grandella quando expostas a
altos indices de radiacdo solar ¢ comprovado em muitos estudos (BRIENZA JUNIOR, 1980;
YARED; KANASHIRO; CONCEICAO, 1988; COSTA et al, 2000; MAHROOF;
HAUXWELL; EDIRISINGHE, 2000; GUIMARAES NETO et al., 2004; SILVA, 2007; RUIZ
et al., 2016). O comportamento dos danos observados em nosso experimento de campo,
especialmente no ciclo 2015/2016 (Tabela 12), comprova essas referéncias onde a frequéncia
de ataque no tratamento 0-20% foi superior ao observado na cobertura de 20-40% e de 40-60%

onde nao foram encontradas plantas atacadas durante todo periodo de amostragens.

Tabela 12 — Porcentagem de plantas de cedro-rosa Cedrela fissilis atacadas pela broca-do-cedro
Hypsipyla grandella

Ciclo Pré-instalagao
2013/2014 0%
0-20% 20-40% 40-60%  CV%
2014/2015 50 %ns 50 % 0 % 136,93
2015/2016 50 % *a 16 %b 0 %b 129,54

*Dados seguidos da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste Q de Cochran (p<0,05)
ns - ndo significativo

Fonte: Autor, 2017-09-11
Obs.: Nas trés diferentes classes de cobertura natural em sistemas agroflorestais em Fraiburgo, SC, CAV/UDESC,
2017

Sanchez-Soto, Dominguez-Dominguez e Cortés-Madrigal (2009) observaram que
plantas de mogno mantidas em pleno sol apresentaram 55,5% de dano, enquanto naquelas
mantidas sob sombreamento natural de 40% e 80% os ataques foram de 15,2% ¢ 9,1%
respectivamente. Esses dados seguem a mesma tendéncia observada em nosso estudo. Este
comportamento foi relatado em trabalhos com Hypsipyla robusta em plantios de melidceas na
Nigéria por Entwistle (1967). Em pleno sol os ataques foram de 85%, com 16% nas plantas

submetidas a 50% de sombra ¢ nas que foram totalmente sombreadas ndo observou-se ataques.



73

Mahroof et al. (2002) apontam o habito das fémeas do género Hypsipyla, como o fator que
justifica esse comportamento. Em ensaios de campo os autores encontraram 77% mais ovos em
plantas mantidas em pleno sol que naquelas expostas a sombra.

O monitoramento de H. grandella na area experimental (Tabela 13) mostrou que a
mistura feromonal proposta por Blassioli-Moraes et al. (2017) — tratamento 1 (T1), ndo diferiu
de T2 feromonio proposto por Borek et al. (1991) durante o ciclo 2014/2015, mas foi superior
a T3 (NOCTOVI®) e T4 (testemunha). No ciclo 2015/2016 observa-se que T1 superou todos
os outros tratamentos. Estes dados sdo semelhantes aos publicados por Blassioli-Moraes et al.

(2017).

Tabela 13 - Média de capturas de Hypsipyla grandella por tratamento por ano + desvio padrao

Tratamentos
T1 T2 T3 Test. CV (%)
2013/14 1,00 £ 0,63 ns 0,60 = 0,40 0,20 + 0,20 0,00 + 0,00 197,12
2014/15 8,60 + 3,09 a* 320 + 1,62 ab 0,00 = 0,00 b 0,20 + 0,20 b 110,67
2015/16 2,25 £ 094 a* 025 + 0,25 b 0,00 £ 0,00 b 0,00 + 0,00 b 84,13
* Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo teste de Duncan (p<0,05)

Periodo

ns — ndo significativo

Fonte: Autor, 2017

Obs.: Em armadilhas Delta iscada com septos de borracha (T1, T2 e Testemunha) e Ajar iscadas com liberador
Hook® contendo cairomdnios para atragio de lepidopteros NOCTOVI® (T3). Em sistema agroflorestal em
Fraiburgo, SC, CAV/UDESC, 2017.

Importante notar que as armadilhas de feromonio identificaram pequenas flutuacoes
populacionais do inseto, as quais muitas vezes ndo tiveram reflexos no aumento de danos nas
plantas (Figura 13). Esta condi¢ao sugere que o feromodnio sexual avaliado pode ser utilizado
como ferramenta de monitoramento populacional para orientar a tomada de decisdo quanto a

aplicagdo de medidas de controle do inseto (METCALF; LUCKMANN, 1994).
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Figura 13 — Média de capturas semanais de Hypsipyla grandella
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Fonte: Autor, 2017

Obs.: Em armadilhas Delta iscadas com feromonio sexual (colunas listradas) e nimero de danos identificados por

semana em plantas de cedro Cedrela fissilis (colunas negras) nos ciclos 2014/2015 (A) e 2015/2016 (B) em sistema
agroflorestal em Fraiburgo, SC, CAV/UDESC, 2017.

4.4.3 Compostos volateis

Foram identificados 31 compostos volateis emitidos por plantas de cedro expostas a
diferentes niveis de sombra artificial (Tabela 14). Dos 31 compostos, 0 grupo com maior
namero de representandes identificados foram os sesquiterpenos (n=11), seguidos dos
monoterpenos (n=6). O efeito dos tratamentos foi marcadamente observado na produgio do

composto salicilato de metila, plantas com nenhum sombreamento produziram

aproximadamente 95,2 + 2,3 ug/24 horas, com 15% de sombreamento a producdo média foi de
300 + 213,7 ug/24h, com 30% de 522,2 + 229,8 ug/24h, alcangando o apice de producdo no
sombreamento de 50% com 752,0 + 286,4 ug/24h, aliado ao desvio padrdo proporcionalmente

menor demonstra a alta influéncia do tratamento sobre todos os individuos.
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Tabela 14 — Média da quantidade + desvio padrdo em nanogramas (ng/24horas) dos volateis de
cedro Cedrela fissilis

n° Composto 0% 15% 30% 50%
Monoterpenos
1 a-pineno 46,5 £21 78,5 £23.4 79 +20,9 48,4 £23
2 Canfeno 10,8 £6,7 17,8 +4.4 13 £10,2 77,7
3 Eucaliptol 72 +7,1 20 £4.,5 11,8 £8,6 11,8 £7,9
4 (E)-ocimeno 74,7 14,8 £6,9 8,1 £7,2 9+5,8
5 Limoneno 23,5+11,6 32,5 +17,1 37,2 +12,9 34,7 £12,5
6 Isoborneol acetato 0,3 £0,6 1,8 £3,6 1,4 +1,6 1,5+2
Sesquiterpenos
7 a-cariofileno 39 £22,1 48,3 £16,5 379 +75 40,9 £1,7
8 a-copaeno 2,4 +£3,5 0,2 £0,4 22 +42 8,9 £15,9
9 a-farneseno 34,2 £16,7 30,6 £ 15,1 33,1 £21,6 20 +£9,9
10 Aromadendreno 12,8 £7,9 31 £29,7 38,3 £25,6 18,3 £13,9
11 B-cariofileno 97 +£123,9 147,5 £118,9 52,6 +40 76,4 £13,6
12 B-cubebeno 54 +£3,8 99+26 16,6 £10,6 16,5 £15,2
13 B-elemeno 31,5 £33,9 32,2 £36,3 14,8 £4,5 14 £3,9
14 Bicicloelemeno 29,3 £12,9 42,8 £15,5 37,8 £49 324 £4,5
15 Elixeno 70 £29,5 133,7 £50,9 88,7 £22.5 90,3 +£11,1
16 Germacreno D 252,77 £423,3 329,6 £378,2 86,2 + 46,5 157,2 £65,5
17 Linalol 39,7 £25 64,1 £33,7 55,4 £20,7 51,6 £11,9
Homoterpenos
g (B)-4.8-dimetil-1,3,7- 12,3 £8,9 352 +24.8 19 + 10,7 20,2 6,1
nonatrieno (DMNT) ’ ’ ’ > > ’ >
19 Eidilieiiznglgﬁﬁ)”l 961275 132 +2.4 36 +37,6 18,4 +8.4
Alcool
20 Diidromicernol 1,2 +£1 3,5+32 45+3 5+1,6
Aldeidos
21 Metil-5metilhexanoato 14,3 £13,5 35,2 £24.5 434 +35,5 21,4 +154
22 Nonanal 165,4 £97.2 185,2 +£28,5 159,1 £ 30,5 168,5 £26,7
23 Decanal 217,9 £163,8 270,8 +74 240,4 + 68,5 251,2 £35,5
Acetonas
24 Sulcatone (6M5H20) 29,4 £12,1 18,9 +£4.6 18,9 £6,1 17,6 £5,8
25 Geranil acetone 14,4 +17,8 442 +51,8 21,4 £29,5 433 +£58,1
Ester
26 Salicilato de metila 95,2 £57,8 300,4 +£213,7 5222 +£229,8 725 £286,4
Heterociclico aromatico
27 Benzotiazol 2,4 £23 5,6 £33 52 +4,7 8,1 £9
Alcanos
28 Tridecano 108,9 + 86,9 128,1 +61,7 167,6 + 133,1 162,2 +134,4
29 Tetradecano 264,1 £165,6 298,7 £24,1 259,6 + 87,6 253,5 £ 63,7
30 Pentadecano 46,8 +77,3 8,9 £2,9 41 +£24,6 16,2 +£10,2
31 Hexadecano 65,7 £33,5 95,4 +48,8 67,1 £15,3 69,6 +8,7

Fonte: Autor, 2017
Obs.: Coletados em 24 horas pelo método de aeracdo de plantas expostas a quatro diferentes niveis de
sombreamento obtido através de Sombrite® em Brasilia, DF, CAV/UDESC, 2017.
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Os sesquiterpenos sdo os compostos secundarios mais abundantes em diversas espécies
de plantas. Sua func¢do ecoldgica vem sendo revelada, mas sua impotancia nas relagdes das
plantas com insetos e patogenos ¢ notadamente reconhecida (CHENG et al., 2007).

Mariscal-Lucero et al. (2015) ao avaliarem a variacdo de compostos nas folhas do cedro
espanhol (Cedrela odorata) provenientes de diferentes localidades do México, através de
extratos fenolicos e acetonicos das folhas, identificaram que os sesquiterpenos sdo o grupo de
compostos volateis mais frequentes, com destaque para P-elemeno, P-cariofileno e
aromadendreno e que as diferencas de concentragdo deste grupo permitem a identificacdo da
origem das populagoes estudadas. Outros trabalhos reiteram a importancia dos sesquiterpenos
como os principais volateis para C. odorata (DE PAULA et al., 1997; VILLANUEVA et al.,
2009). Ao analisarem os o6leos essenciais de folhas de mogno (Swietenia macrophylla)
coletados em cinco regides da amazodnia brasileira, Soares et al. (2010) também destacam os
sesquiterpenos como o principal grupo de volateis com destaque para germacreno D,
biciclogermacreno, a-cubebeno e B-cariofileno, salientando que as diferentes concentragdes
encontradas entre as distintas regides de coleta podem estar associadas a variacdo da
suscetibilidade das populagdes ao ataque de H.grandella.

A predominancia dos sesquiterpenos como volateis das melidceas também foi observada
por Maia et al. (2000) ao analisarem 6leos essenciais de folhas e ramos de C. odorata, C. fissilis
e Toona ciliata (cedro australiano). No entanto, os autores destacam que o arranjo de
sesquiterpenos do género Cedrela diverge dos de Toona. Diferentemente dos dados
encontrados neste estudo, os autores destacam os compostos a-cubebeno, f-longipineno, cis-
4(14),5-muuroladieno e biciclogermacreno como os principais sesquiterpenos encontrados em
folhas de C. fissilis.

Ao analisar o arranjo de volateis coletados pelo método closed-loop-stripping-analysis
(CLSA) de brotagdes de meliaceas dos géneros Entandropharagma e Khara hospedeiros de
Hypsipyla robusta, Abraham et al. (2014) identificaram 29 compostos dos quais 10 foram
¢ésteres com destaque para salicilato de metila e oito sesquiterpenos: a-copaeno, a-farneseno, -
elemeno, B-cariofileno e germacreno D.

A analise de GLM seguida por analise de variancia mostrou que ha diferenca entre os
tratamentos para o composto salicilato de metila ( x?=32.680, df=3, p<0,001), (E)-ocimeno, (>
=12.422, df=3, p<0,001), DMNT (?=7.848, df=3, p=0,05) ¢ o sesquiterpeno aromadendreno
(%*>=9.337, df=3, p=0,03). A analise de contraste mostrou que os tratamentos com 15% (t= 2,40,
df=44, p=0,02), 30% (t= 2,97, df=44, p=0,005) e 50% (t=3,18, df=44, p=0,003) de
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sombreamento produziram uma mistura de volateis diferente do tratamento sem sombreamento.
Plantas submetidas a 15% de sombreamento produziram quantidades semelhantes de salicilato
de metila comparado a plantas submetidas a 30% de sombreamento (t=1,36, df=44, p=0,18),
mas menos do que plantas submetidas a 50% de sombreamento (t=2,00, df=44, p=0,05). Ja
plantas submetidas a 30% de sombreamento produziram a mesma quantidade de salicilato de
metila que as plantas submetidas a 50% de sombreamento (t=0,84, df=44, p=0,40).

A analise de contraste mostrou que plantas que ndo foram submetidas a sombreamento
produziram as mesmas quantidades de (E)-ocimeno que plantas submetidas a 15% de
sombreamento (t=1,9, df=44, p=0,06). Ja plantas submetidas ao sombreamento de 30% (t=2,2,
df= 44, p=0,03) e 50% (t=2,3, df=44, p= 0,02) produziram uma quantidade menor de (E)-
ocimeno do que plantas ndo submetidas a sombreamento (Tabela 14). A analise de contraste
mostrou ndo haver diferenca na producdo de (E)-ocimeno entre os tratamentos com
sombreamento: o tratamento 15% nao foi diferente de 30% (t= 0,58, df=44, p=0,56) e de 50%(
t=0,82, df=44, p=0,41), os tratamentos 30% e 50% de sombreamento também nao
diferenciaram entre si (t=0.25,df= 44,p= 0.80).

A analise de contraste mostrou que o DMNT foi produzido em maior quantidade pelas
plantas de cedro com sombreamento de 15%, (t=2,28, df=44, p=0,03), mas quando o
sombreamento aumentou, a producdo deste composto ndo diferenciou das plantas com
sombreamento de 30% (t=1,10, df= 44, p= 0,27) ou 50% (t=1,24, df=44, p=0,22). Quando se
comparou a producdo do composto entre as plantas sombreadas ndo houve diferengas na
liberagdo de DMNT entre os tratamentos: 15% nao foi diferente de 30% de sombreamento (t=-
1,51, df=44, p=0,14) e de 50% de sombreamento (t=-1,38, df= 44, p=0,17). Plantas sob 30% de
sombreamento produziram a mesma quantidade de DMNT que plantas com 50% de
sombreamento (t=0,16, df=44, p=0,87).

A liberagdo de aromadendrene foi maior nas plantas submetidas a 15% de
sombreamento (t=1,97, df=44, p=0,05) e 30% (t=2,29, df=44, p=0,03) comparada as plantas
sem sombreamento. J4 as plantas submetidas a 50% de sombreamento produziram a mesma
quantidade de aromadendreno que as plantas sem sombreamento (t=0,90, df=44, p=0.37).
Plantas submetidas a 15% de sombreamento ndo diferenciaram das plantas submetidas a 30%
de sombreamento (t=0,54, df=44, p=0,59) ou 50% (t=-1.27, df=44, p=0.21). O mesmo quando
comparamos a liberagdo de aromadendreno por plantas com 30% e 50% de sombreamento (t=-
1,7, df= 44, p=0.09). Para todos os demais compostos a analise por GLM nao mostrou diferenga

entre os tratamentos
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Na avaliacdo da influéncia do sombreamento no arranjo dos volateis de C. fissilis pela
analise de componentes principais (Figura 14) € possivel observar que o composto -cubebeno
(C12) foi um dos responsaveis pela separagdo do tratamento com 50% de sombreamento dos
demais tratamentos. J4 o composto salicilato de metila (C26) separou o tratamento 30 e 50%
dos demais tratamentos. O composto B-cubebeno (C12) na média ndo mostrou variabilidade
entre os tratamentos quando aplicamos os GLM e andlise de variancia, mas a analise de PCA
foi capaz de perceber a sua influéncia no tratamento de 50% de sombreamento. J4 o composto
salicilato de metila mostrou diferenca significativa em relacdo aos outros tratamentos na analise
por GLM e analise de variancia. Nos dois compostos a quantidade ¢ crescente a medida que

aumenta o sombreamento das plantas.

Figura 14 — Andlise de componentes principais (PCA) ordenados por componentes 1 e 2 dos
volateis emitidos por plantas de cedro (Cedrela fissilis)
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Fonte: Autor, 2017

Obs.: Submetidas a quatro diferentes niveis de sombreamento através de telas Sombrite®, as quais apresentaram
diferentes emissdes dos volateis (C 26) salicilato de metila e (C12) B cubebeno no periodo de 24 horas, C1) a-
pineno, C2) canfeno, C3) eucaliptol C4) (E)-ocimeno, C5) limoneno, C6) isoborneolacetato, C7) a-cariofileno,
C8) a-copaeno, C9) a-farneseno, C10) aromadendrene, , C11) B-cariofileno, C12) p-cubeneno, C13) p-elemeno,
C14) bicicloelemeno, C15) elixeno, C16) germacreno D, C17) linalol, C18) DMNT, C19) TMTT, C20)
diidromircenol, C21) metil-5-metil-hexanoato, C22) nonanal, C23) decanal, C24) sulcatone, C25) geranil acetona,
C26) salicilato de metila, C27) benzotiazol, C28) tridecano, C29) tetradecano, C30) pentadecano e C31)
hexadecano CAV/UDESC, 2017.
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O B-cubebeno apresenta odor amadeirado e ligeiramente canforado (LAWLESS, 1995),
¢ o principal componente extraido das folhas das plantas do género Magnolia (LEE;
CHAPPELL, 2008). Sua funcdo bioldgica conhecida estd relacionada a polinizagdo em
diferentes espécies vegetais (RICHMOND et al., 2009; FORMISANO et al., 2010). Salicilato
de metila (MeS) ¢é reconhecidamente um dos compostos de defesa das plantas aos ataques de
insetos e fungos (DUDAREVA et al., 2006). E considerado a forma mével (volatil) do fito
horménio acido salicilico (AS) a partir do qual € produzido pela a¢do da enzima AS metil
transferase (PARK et al., 2007).

Para a maioria das espécies vegetais a concentracdo celular de MeS ¢é pequena
(HATANAKA, 1993), geralmente a sua sintese esta relacionada a algum tipo de injuria biodtica
ou abidtica (WINZ; BALDWIN, 2001; AMENT et al., 2004; WU; BALDWIN, 2009;
KAWAZU et al., 2012). Diversos estudos demonstram o aumento consideravel dos niveis de
MeS em plantas pos herbivoria (KRIPS et al., 2001; LUCAS-BARBOSA; VAN LOON;
DICKE, 2011; COPOLOVICI et al., 2017). A presenca de altas concentracdes de AS e MeS
nas plantas causa a inviabilidade de larvas e pupas (DAMODARAM et al., 2015), fazendo com
que as fémeas evitem ovipositar nas estruturas ou plantas que manifestem a presenca destes
compostos como demonstrado por War, Hussain e Sharma (2013).

A radiag@o solar também influencia na dinamica do AS na célula vegetal, em especial a
radiacdo UV (300 a 390 nm) por provocar o incremento da concentragdo de AS e MeS
(DEMKURA; BALLARE, 2012). Na Tabela 10 e possivel observar os dados de radiagio UV,
PAR e relagdo V:VD a que as plantas de cedro foram expostas por 45 dias até a coleta de
volateis. Conclui-se que o comportamento das plantas de cedro quanto ao teor de MeS emitido
foi inversamente proporcional a intensidade de radiacdo UV a que foram expostas. Esses dados
contrariam a maior parte dos estudos relacionados a biossintese do composto e a influéncia da
luz como mostra a revisdo publicada por Kurepin et al. (2013). Estas pesquisas levam em conta
a biossintese de AS como composto de defesa produzido através da rota classica em que atua a
enzima fenilalanina amoénio liase (PAL) e esta reag@o ¢ uma respostas das plantas a algum tipo
de estresse bidtico por herbivoria ou abidtico promovido pela radiagdo UV (LAMB et al., 1989).
Nas plantas analisadas em nosso estudo ndo houve casos de herbivoria que justificassem o
estresse biotico. Uma hipotese que pode responder esse comportamento das plantas de cedro,
esta relacionado a pesquisas que indicaram a existéncia de uma segunda via metabolica do AS,
conhecida como isochorismate sintase (ICS) (DEMPSEY et al., 2011) a qual vem sendo
observada em algumas espécies (AN; MOU, 2014). Considerando que a rota ICS também possa

ser importante para C. fissilis ¢ possivel que a biossintese de AS seja favorecida por quantidades
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reduzidas de radiacdo UV como observado por Catinot et al. (2008) com plantas mutantes de
Nicotiana benthamiana, no entanto essa hipotese € pouco provavel.

Uma segunda hipétese leva em conta outra fungdo do MeS na planta; como agente de
alelopatia. Algumas espécies quando expostas a ambientes onde haja competicdo por luz,
aumentam a biossintese de MeS (NOVOPLANSKY, 2009; KEGGE; PIERIK, 2010) que ao ser
absorvido pelas plantas competidoras provoca inibi¢ao de crescimento tanto de ramos como de
raizes (BI et al., 2007). Nesta nova otica o papel do MeS nas plantas sombreadas de C. fissilis
tem a fungdo de gerar uma vantagem competitiva em relacdo a outras plantas, provocando
indiretamente um efeito sobre as fémeas de H. grandella por tornarem a planta inadequada

como local de oviposi¢do (MAHROOF et al., 2002; WAR; HUSSAIN; SHARMA, 2013).
4.4.4 Respostas biolégicas

Na etapa de eletroantenografia CG/EAG foram obtidas respostas biologicas de antenas
de machos ¢ fémeas de H. grandella (Figura 15) de quatro compostos entre os 31 volateis
identificados na etapa anterior: Nonanal (C22); Salicilato de metila (C26); Decanal (C23) e B-
cariofileno (C11).

Figura 15 — Cromatogramas CG/EAD dos volateis de cedro extraidos por aeracdo por 24 horas

(0,1 mg. ™1 e a resposta de antenas de fémeas (A) e macho (B): 1) Nonanal; 2) Salicilato de
metila; 3) Decanal e 4) -cariofileno.
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Fonte: Autor, 2017
Obs.: Os tragos pontilhados destacam os pontos em que houve respostas aos picos cromatograficos. EAD — detector
eletroantenografico; FID - detector por ionizagdo de chama e RT — tempo de retengdo, CAV/UDESC, 2017.

As mesmas respostas foram obtidas pelas versoes sintéticas dos compostos (Figura 16).

Figura 16 — Cromatogramas CG/EAD dos compostos sintéicos 1) Nonanal; 2) Salicilato de
metila; 3) Decanal e 4) a-cariofileno (0,1 mg. ™) ¢ a resposta de antenas de fémeas (A) €
macho (B).
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Fonte: Autor, 2017
Obs.: Os tragos pontilhados destacam os pontos em que houve respostas aos picos cromatograficos. EAD — detector
eletroantenografico; FID - detector por ionizagdo de chama e RT — tempo de retencdo, CAV/UDESC, 2017.

A atratividade do composto B-cariofileno para fémeas de H. grandella ja havia sido
relatada por Soares et al. (2003) ao testarem a resposta bioldgica de 6leos essenciais de folhas
maduras de mogno. Nas analises dos 6leos essenciais, tanto das folhas maduras como terminais
do mogno os autores ndo identificaram a presenga de nonanal, decanal e salicilato de metila nas
amostras. Uma hipotese que justifica essa diferenca pode estar relacionada ao método escolhido
para extrag@o dos volateis que pode ter desconsiderado tais compostos.

A analise da resposta bioldgica de antenas de fémeas de H. grandella para o dleo
essencial de outra meliacea Guarea macrophylla identificou cinco compostos ativos: Ledol; 1-
cubenol; Grai-6-en-10B-ol; 1-epi-cubenol e t-muurolol. Neste estudo Lago et al. (2006)
identificaram a presenca de B-cariofileno nas amostras, entretanto ndo obtiveram respostas na
eletroantenografia.

Abraham et al. (2014) ao avaliar a resposta de compostos volateis de quatro meliaceas
a antenas de fémeas de H. robusta encontraram respostas biologicas para 10 compostos, entre
eles nonanal, decanal e B-cariofileno. As amostras testadas continham salicilato de metila, no
entanto, ndo foi obtido resposta biologica para o composto. Os bioensaios conduzidos em tinel
de vento com o liberador Hook® contendo os quatro compostos: nonanal, decanal, salicilato de
metila e (E)-B-cariofileno na mesma proporc¢do encontrada em plantas em pleno sol, mostrou
que 85,7% dos insetos foram atraidos pelos volateis sintéticos identificados nas plantas,
enquanto 14,2% dos insetos testados apresentaram comportamento de atra¢do pela testemunha

contendo somente o liberador (Figura 17). Sao resultados preliminares, mas indicam que estes
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quatro compostos volateis da C. fissilis estdo envolvidos na comunicagdo quimica C. fissilis x

H. grandella, e podem ser usados pela mariposa para encontrar a planta hospedeira.

Figura 17 — Percentagem de atracdo + desvio padrdo acima da nota 4 (quatro) de resposta de
machos adultos de Hypsipyla grandella (n=7) ao tratamento testemunha e Hook® contendo os
cairomonios de Cedrela fissilis em tinel de vento, CAV/UDESC, 2017
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Fonte: Autor, 2017

A atratividade de machos aos cairomonios de Cedrela odorata ndo foi identificada em
estudos de campo realizados por Grijpma e Gara (1970), diferentemente dos resultados
encontrados nos testes de eletroantenografia e tinel de vento.

O arranjo de volateis utilizados por uma espécie para identificagao dos hospedeiros pode
variar e a tarefa de estabelecer quais sdo fundamentais na relagdo planta-inseto é um grande
desafio (KESSLER; BALDWIN, 2002; SCHIESTL, 2010). Apesar disso ¢ possivel destacar o
papel marcante do B-cariofileno como composto-chave utilizado por Hypsipyla grandella para
identificacdo dos hospedeiros. Da mesma forma ha evidéncias que os compostos nonanal e
decanal também sdo importantes volateis para o género Hypsipyla como cairoménios de
oviposicao, bem como o salicilato de metila. Os compostos B-cariofileno, nonanal, e decananal
ndo tiveram a quantidade liberada pelas plantas de cedro modificada pela variagdo de
sombreamento, mas o salicilato de metila sim, ¢ sua biossintese pelas plantas de cedro é
progressivamente maior a medida que a aumentam os niveis de sombra sobre as plantas. Isso

pode indicar que a propor¢do entre estes quatro compostos pode ser importante para o
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reconhecimento da planta de cedro pela mariposa H. grandella. Novos estudos em laboratério
e campo devem ser conduzidos para avaligdo desta hipotese.

A reunido dos dados obtidos em nosso estudo, desde os testes de campo que
comprovaram a reducdo do ataque de H. grandella nas plantas de Cedrela fissilis sombreadas,
seguida da identificagdo da variacdo progressiva de salicilato de metila com as taxas de
sombreamento e a confirmagdo de ser este um dos compostos bioativos para adultos de H.
grandella, nos indicam o papel marcante do salicilato de metila como volatil utilizado pelas
plantas de Cedrela fissilis nas estratégias de competicdo e defesa contra os ataques de Hypsipyla

grandella, mesmo que de forma indireta.

4.5 CONCLUSOES

1. Para as condi¢des nas quais os ensaios foram conduzidos, conclui-se que o
desenvolvimento inicial de Cedrela fissilis é superior quando mantidas sob taxas de
sombra abaixo de 40%;

2. A incidéncia de ataque de Hypsipyla grandella é menor em plantas de C. fissilis
mantidas em sombreamento acima de 20%;

3. A redugdo dos ataques de H. grandella em plantas de cedro-rosa € proporcional ao
aumento das taxas de sombreamento sobre as plantas;

4. O feromdnio sexual de H. grandella ¢ uma ferramenta eficiente para amostragem
populacional;

5. As plantas de C. fissilis alteram o arranjo de volateis emitidos em resposta a
varia¢do dos niveis de sombreamento, evidenciada pela mudanga nas proporgdes
dos compostos (E)-ocimeno, DMNT, aromadendreno ¢ salicilato de metila;

6. Destes quatro compostos, salicilato de metila ¢ o finico que apresenta um
comportamento linear de aumento, proporcional ao incremento de sombra sobre as
plantas de C. fissilis;

7. Entre todos os compostos volateis emitidos pelas plantas de C. fissilis, quatro
apresentam respostas bioldgicas para insetos adultos de Hypsipyla grandella, tanto

fémeas como machos: B-cariofileno, nonanal, decanal e salicilato de metila.
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5 CONSIDERACOES GERAIS

Ao voltarmos nosso interesse as virtudes dos sistemas agroflorestais (SAF), como
modelo produtivo, muitas vezes ndo nos damos conta do quanto a diversidade de espécies torna
complexa as relagdes entre as populagdes nestes ambientes. Este € um desafio técnico de cunho
multidisciplinar, mas principalmente de sensibilidade aqueles que desejarem trabalhar com
SAF.

Nosso estudo pode demonstrar as diferentes respostas de trés espécies de interesse
econdmico: erva-mate, espinheira-santa e cedro-rosa, as variagdes de sombra em dois sistemas
agroflorestais com diferentes conformacgdes estruturais (solo, plantas pioneiras, relevo, etc)
tanto com relagdo ao desenvolvimento e produgdo quanto ao reflexo no metabolismo secundario
das plantas. Essas informagdes sdo o relato de mais uma experiéncia, que por se tratar de SAF
ndo deve ser considerada como Unica diretriz a ser seguida; o que temos aqui ¢ mais uma pega
que integrada as demais ja existentes nos permitira compreender e montar sistemas cada vez
mais complexos, dindmicos e eficientes.

No que tange o trabalho com Hypsipyla grandella, consideramos que o diferencial desta
pesquisa foi integrar dois pontos que até entdo ndo haviam sido testados: a escolha de Cedrela
fissilis como a meliacea de interesse e o uso de métodos de coleta de volateis mais proximos as
condi¢des reais de campo. Isso nos permitiu identificar compostos que norteiam a relagdo C.
fissilis x H. grandella, os quais devem ser melhor estudados em ensaios de campo que permitam

sua aplicacdo em sistemas de Manejo Integrado deste importante inseto.
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Apéndice 1 - Perfil cromatografico dos padrdes teobromina, teofilina, acido clorogénico,

cafeina e acido cafeico, respectivamente.
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Apéndice 2 — Perfil cromatografico dos padrdes acido galico, epigalocatequina, catequina,
epicatequina, epicatequina galato, rutina, acido ferulico, naringina, hesperidina, miricetina,

resveratrol, quercetina e apigenina, respectivamente.
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Apéndice 3 — Perfil cromatografico do extrato hexanoico da aeragdo por 24 horas de plantas de cedro-rosa expostas

a pleno sol por 45 dias.
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