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RESUMO

Espécies do género Brugmansia apresentam alcaléides tropanicos, os quais podem
ser utilizados como defesas guimicas contra inimigos naturais. Pressfes seletivas destes
podem modular a alocagdo desses alcaldides dentro da planta. Neste trabalho
verificamos: {1) a alocacdo do alcalbide tropanico escopolamina em diferentes orgéos da
planta nos seus diferentes estégios fenolégicos em cada fenofase; (2} mecanismos de
inducdo desse alcalbide frente & herbivoria @ danos mecéanicos, e (3) se essa indugéo
representa um custo metabdlico para a planta. Os alcaloides tropénicos foram isolados
através de extracio acido-base, e guantificados por cromatografia gasosa - detector de
jonizacio de chamas. Na maioria das fenofases as folhas jovens alocam uma quantidade
maior de escopolamina que outras partes da planta. Nas fenofases de florescimento e
frutificacdo, as flores e frutos alocam a maior quantidade de escopolamina. Esses dados
podem ser interpretados segundo a teoria de otimizagdo de defesas em plantas, onde
orgdos mais valiosos em termos de aptiddo dentro de uma dado estégio fenoldgico
alocariam uma maior quantidade de substancias de defesa e, portanto, seriam mais
protegidos contra inimigos naturais (defesas constitutivas). Os resultados de indugio
mostraram que quandc 50% da area foliar de folhas de plantas de 90 dias de idade foram
removidas mecanicamente, houve aumento de até 4 vezes na escopolamina presente 24
h ap6s o dano. Este aumento perdura até 48 h apds o dano, voltando aos seus niveis
iniciais apds 96 h. Sugere-se que esta resposta de inducdo pode ser um mecanismo
relacionado com a defesa da planta contra ataque de seus inimigos naturais. Quando a
indugdo foi promovida atraves de jasmonato de metila os resultados mostraram que as

plantas que tiveram uma razdo de indugdo maior, tiveram um crescimento menor. Por



outro lado, as plantas com a razdo de inducdo menor investiram mais no crescimento
vegetativo, aumentando em até 30% sua drea foliar quando comparadas com as
primeiras. Esses dados suportam a hip6tese de que defesas s@o custosas e quando
recursos sdo utilizados para defesa eles s&o retirados de outras atividades da planta

como, por exemplo, crescimento e reproducéo.
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ABSTRACT

Tropanic alkaloid allocation in Brugmansia suaveolens (Solanaceae)

Species of the Brugmansia genus contain tropanic alkaioids that can be used as
chemical defenses against natural enemies. Their selective pressures might modulate the
alkaloid allocation inside the plant. The present work aims at verifying: {1) The allocation of
scopolamine in different plant organs in their diferent phenological stages; (2) The alkaloid
induction mechanisms during herbivory and the processes of mechanical damages; (3)
The possibility that such induction may result in a metabolic cost. The tropanic alkaloids
were isolated by acid-base extraction and quantified by gas chromatografy — flame
ionization detector. In most of the phenophases, young leaves allocate greater quantities of
scopolamine than other parts of the plant. In both, flowering and frutification phenophases,
the scopolamine is more abundant in the flowers and fruit, respectively. These data may
be intepreted according to the theory of optimization of defenses in plants, in which more
valuable organs regarding their fitness at a given phenologiacal stage allocate a greater
quantity of defense substances, hence they are more protected against their natural
enemies (constitutive defense). The induction results showed that the scopolamine
increased four times as much as the original after 24 h, when 50% of the leaf area of 90-
day-old plants were mechanically removed. The scopolamine increase lasted 48 h after
the damage, lowering to its inifial level after 96 h. This suggests that such induction
response may be related to the plant defense against natural enemies. When the induction
was promoted by Methyl Jasmonate, the results showed that the plant that presented a

greater induction ratio had a lower relative growth rate. Conversely, the plants with lower

xviil



induction ratio invested more in vegetative growth, increasing their foliar area as much as
30% as compared with those of the former group. These data corroborate the hypothesis
that the defenses are costly and defense resources are used at the expense of other plant

activities, such as growth and reproduction
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1. INTRODUCAO

Grande parte da superficie do planeta € ocupado por cobertura vegetal, e
evidéncias fosseis indicam que essa condicao tem persistido durante toda a histéria da
vida multicelular na superficie da terra. Com esta simples observacéo, podemos
deduzir que os herbivoros sempre estiveram em nimero pequeno quando comparados
com a quantidade de alimento disponivel na natureza (Hairston et al., 1960) e que,
mesmo sendo uma fonte abundante de alimento, as plantas conseguiram se defender
adequadamente destes herbivoros em potencial evitando assim o seu total consumo
{(Murdoch, 1966). A diversidade de ameagas em potencial conira as plantas é
impressionante. Grandes mamiferos herbivoros podem remover, com uma Unica
mordida, galhos e até plantas inteiras. OQOutros se alimentam apenas de brotos
localizados no alto de pequenas éarvores, enquanto outros se alimentam de plantulas
recem emergidas ou mesmo de sementes localizadas no chdo. Existem herbivoros
especialistas em tecidos maduros, em senescéncia, bem como especialistas em brotos
jovens e tecidos recém formados. Estes herbivoros também podem parasitar o sistema
vascular destas plantas. Ainda podem consumir pélen, sementes, estruturas
reprodutivas, raizes, ou seja, todos e quaisquer tecidos de plantas. Como herbivoros
importantes podemos incluir mamiferos, aves, gastrdpodos, vermes e artropodos.
Dentre estes, 0s insetos herbivoros compSem a maior fracdo de biomassa e
diversidade de vida na terra e sdo também uma das maiores ameacas para as plantas
(Strong et al., 1984). Plantas também s&o atacadas por uma diversidade de
microorganismos tais como virus, bactérias e fungos. Mesmo assim, elas persistemn

dentro de um mundo onde uma enorme diversidade de organismos sobrevive através



da utilizacdo de seus tecidos. Desta forma, plantas que possuem mecanismos ou
caracteristicas que as protegem contra esses ataques, ou melhor dizendo,
caracteristicas gque agem como defesa contra estes herbivoros, tém a chance de serem
melhor representadas em geragbes futuras do gque as que ndo resistem a estes
parasitas. Fica evidente, assim, que caracteristicas que agem como agentes de defesa
contra herbivoros s@c favorecidas pela selecgo natural num ambiente onde estes

inimigos naturais s&0 uma ameaca.

1.1. Defesas quimicas

Segundo Crawley (1983), as plantas protegem-se de herbivoros utilizando
basicamente trés modos de defesa: (1) tornando sua superficie inacessivel através do
desenvolvimento de dureza, espinhos ou tfricomas; (2) atraindo os inimigos naturais de
seus herbivoros, ou (3) impregnando seus tecidos com substancias quimicas que
detém herbivoros ou que sao téxicas efou redutoras de digestibilidade. Abordando
somente esse Ultimo aspecto, uma vasta gama de substancias do metabolismo
secundario, como alcaldides, terpenos e flavondides, podem estar relacionados a
defesa de plantas contra herbivoros. Estas substancias s&o biossinteticamente
derivadas de metabdlitos primarios, porém, com distribuicdo limitada a certos taxa.
Estas substancias do metabolismo secundario, iniciaimente assim chamados devido &
aparente faita de fung@o no metabolismo de vegetais, apresentam importantes funcdes
fisiologicas e ecologicas (Raven, 1976). Segundo Fraenkel (1959), as substancias do
metabolismo secundario apresentam papel adaptativo, agindo como uma defesa
quimica contra os insetos fitdfagos. Além deste papel, outras fungbes podem ser

citadas como, por exemplo, atrativos para polinizadores, defesas quimicas contra



microorganismos, Oou mesmo contra outras plantas, protecdc contra radiacdo
ultravioleta, suporte estrutural, estocagem temporaria de nutrientes, regulacido de
fitohormonios, resisténcia a seca, protegdo das raizes contra ambientes acidos e
redutores e mediadores de interagbes planta-bactérias fixadoras de nitrogénio
(Harborne, 1972; Wallace & Mansel, 1976; Harborne, 1978; Rosenthal & Jansen, 1979;
Hedin, 1983; Rice, 1984; Khan & Harborne, 1990, 1991; Herms & Mattson, 1992; Bruin
et al, 1995, Baldwin, 1998; Kessler & Baldwin, 2001). Em comparagdo aos metabdlitos
primarios, estes metabdlitos sdo freqlentemente acumulados em pequenas
quantidades nas plantas, sendo sintetizados em determinados tipos de células
especializadas e em determinados estégios de desenvolvimento (Salisbury & Ross,
1985). Nenhuma espécie de planta possui 0 mesmo perfil de substancias secundarias,
consequentemente, estas sdo de profunda importancia na selecdo de hospedeiras por
insetos. Essas substancias podem atuar como atraentes, repelentes, estimulantes ou
inibidores da alimentagfio ou oviposicido em insetos fitéfagos (Bernays & Chapman,
1994). As atraentes orientam o inseto em dirego & fonte de estimulo, enquanto as
repelentes causam acéo contréria. As estimulantes desencadeiam a alimentacdo ou a
oviposicdo enquanto os inibidores da alimentagéo retardam essas atividades (Hanson,

1983).

1.2. Defesas quimicas induzidas e constitutivas no contexto da teoria da
otimizacao de defesas em plantas

Do ponto de vista da teoria de otimizacao de defesas em plantas, as defesas

quimicas podem ser divididas em duas categorias, induzida e constitutiva. Esta teoria,

originalmente postulada por McKey (1974) e logo depois rediscutida por Rhoades



(1979), se baseia em trés fatores: (1) toda defesa tem um custo, ou seja, recursos
alocados para a defesa ndo podem ser alocados para outras fungfes simuitaneamente;
(2) o impacto da perda de tecido da planta pelo atague de algum herbivoro depende
das caracteristicas do tecido afetado, uma vez que nem todas as partes da planta tém o
mesmo valor adaptativo dentro de cada fenofase; e (3) algumas partes e tecidos das
plantas tém maior probabilidade de serem atacadas do que outras. Assim sendo, as
substancias de defesa devem ser preferencialmente alocadas para partes ou tecidos
mais valiosos em cada fase de seu desenvolvimento e que tenham grande
probabilidade de serem atacadas por herbivoros especificos.

As defesas induzidas podem estar relacionadas o com aumento do nivel minimo
de defesa ja presente (niveis constitutivos) ou podem iniciar-se diante de um quadro
onde n8do havia substéncias de defesa presentes. O primeiro beneficio da defesa
induzida € que atraves dela, a utilizagio de recursos metabdlicos, ocorre em funcéo de
uma pequena probabilidade de ataque. Assim, a defesa propriamente dita e o custo
relacionado com esta defesa aumentam apenas quando os beneficios desta defesa
resultam em vantagem para a planta. A grande desvantagem da utilizacdo do sistema
de defesa induzida € que existe um periodo de tempo entre o ataque e a resposta de
defesa. Em alguns sistemas o tempo de resposta de defesa quimica é menor que 4 h,
porem em outros, como a de defesas mecéanicas, o tempo pode ser de até varias
semanas levando a planta a correr riscos durante este periodo de espera (Dixon et al.
1994). Assim, mesmo a resposta da defesa induzida sendo em funcdo de um atague
efetivo pontual, a confiabilidade neste tipo de defesa varia de acordo com o tempo da
resposta induzida e a probabilidade de ataque. Populagcbes que possuem uma alta

probabilidade de sofrerem ataque e um longo periodo de resposta induzida, n3o tém



vantagens em lancar méo da defesa induzida, mas sim de uma defesa constitutiva mais
potente. Ja as populagdes que tém uma baixa probabilidade de serem atacadas devem
utilizar a defesa induzida, economizando os custos de uma defesa que, na maioria do
tempo, nao seria utilizada.

Trabalhos de Mattson et al. (1988) e Herms & Mattson (1992) mostraram que
plantas que ja possuem niveis altos de defesas constitutivas tém pequenas vantagens
sobre plantas que possuem defesas induzidas. Nestes casos, os sistemas de defesa
induzida seriam redundantes e proveriam nenhuma ou quase nenhuma vantagem
adicional para as plantas com defesa constitutiva. Plantas com alto nivel de resisténcia
constitutiva normalmente nao possuem mecanismos efetivos de defesa induzida, porém
as evidéncias de uma relagdo inversa de defesa constitutiva x induzida nem sempre s&o
verdadeiras. Em coniferas, o acimulo de monoterpenos através de inducdo é
correlacionado negativamente com niveis constitutivos (Lewinsohn et al., 1991; Raffa,
1991; Lerdau et al, 1994). De forma igual, plantas perenes com altos niveis de
resisténcia constitutiva (muitas espécies de Pinus) tém respostas de inducdo menores,
enquanto que plantas com niveis menores de defesa constitutiva (pinheiros, cicutas e
cedros} utilizam quase que exclusivamente as defesas induzidas (Lewinsohn et al,,
1991; Raffa, 1991). Outro exemplo onde ocorre relagdo inversa na producdo de
substancias secundérias para defesa induzida e constitutiva € na espécie Pastinaca
safiva (Apiaceae). Zangerl & Rutledge (19968) demostraram que as folhas e raizes
dessas plantas s§o bastante induziveis na producao de furanocumarinas, porém estes
o6rgaos séo o0s gque possuem Os menores niveis constitutivos. Ja os frutos destas
plantas tém niveis constitutivos altos, mas ndo sédc induziveis. Em outras plantas,

observagcGes demonstraram que a relagéo entre as defesas constitutivas e induzidas



nac obedecem esse padrio. Folhas de plantas de tremogo (Leguminosae) com niveis
iniciais altos de alcalbides s&o as que possuem maior capacidade de serem induzidas
através de danos mecanicos, quando comparadas com controles nao danificados
(Johnson et al., 1989). Clones de batata que possuem expressdes constitutivas de
defesa também possuem respostas de indugdo a danos mecanicos (Hildmann et al.,
1992). Stock et al. (1993) também descreveram que o0s niveis de resisténcia
constitutiva s&o associados positivamente com o aumento de taninos através de
indug@o mecanica em trés espécies de arbustos africanos. O trabalho de van Dam &
Vrieling (1994) indicou a falta de relacdo entre niveis constitutivos e induzidos de
alcalbides pirrolizidinicos em Cynoglossum officinale (Boraginaceae).

Pode-se presumir, portanto, que o grande beneficio para as plantas na utilizagao
das defesas induzidas € o fato que a planta apenas utiliza os recursos necessarios para
a produgdo das substancias de defesa quando o beneficio da defesa sera efetivamente
utilizado. Desta forma, fica evidente que o custo da defesa é pontual e ocasional
(Haukioja, 1980; Kogan & Paxton, 1983; Tuomi et al., 1991; Zanger! & Bazzaz, 1992).
Estudos que estimam os custos da defesa associados com a inducio de defesa sdo
poucos (p.ex. Smedegaard-Petersen & Stolen, 1981; Baldwin, 1990, 1981) e nem
sempre muito consistentes (Brown, 1998). Mais recentemente, Baldwin & Schmelz
(1984) detectaram que a defesa induzida ndo sofreu alteragdes diante da reducdo da
taxa fotossintética em Nicofiana sylvestris (Solanaceae). QOutros trabalhos
demonstraram que, diante de situacdes de danos mecanicos, a producdo de
furanocoumarinas em FPastinaca sativa (Apiaceae) leva a reducdo do crescimento das

plantas, em fungdo do gasto de energia necessério para a producdo dos metabdlitos de



defesa e n@o propriamente pela reducio da capacidade fotossintética devido ac dano

imposto as folhas (Zanger! et al., 1997).

1.3. Custos da defesa induzida

A hipotese de alocagdo de recursos € baseada na suposicdo de que as defesas
s&0 custosas. Poucos trabalhos quantificaram o custo dessa inducio de defesa.
Redman et al. (2001) utilizaram o acido jasmdnico como indutor de vérias substancias
que também estdo associadas a danos ocasionados por herbivoros e, dessa forma,
puderam quantificar as atividades da polifenol oxidase e peroxidase (enzimas
defensivas) sem ocasionar danos mecanicos, o que incorreria em custos proprios
(gasto energético para cicatrizagdo do local danificado). Esses pesquisadores
compararam a producdc dessas enzimas defensivas nas plantas induzidas e nas
plantas controle, e examinaram as varidveis associadas com 0 sucesso reprodutivo das
plantas de Lycopersicon esculentum (Solanaceae). O trabatho concluiu que ocorreu um
custo significativo para a planta na producdo das enzimas de defesa, pois enquanto
houve um aumento significative das substancias de defesa, houve paralelamente um
decrescimo generalizado na quantidade de frutos, tempo de amadurecimento dos
frutos, nimero de sementes por fruto, total de sementes por planta e sucesso da
germinacgao das sementes nas plantas gue foram induzidas.

Alguns exemplos mostram claramente o beneficio da defesa induzida para a
planta diante de ataque de herbivoros (Fowler & Lawton, 1985; Myers & Bazely, 1991;
Karban, 1993). Todavia, se a teofia de otimizac&o de defesas em plantas esta cometa,
e as defesas tém custos e beneficios, o fator mais importante que governa o grau de

confiabilidade na defesa induzida em plantas € a probabilidade de ataque. Assim,



plantas que tém alta probabilidade de serem atacadas devem ter niveis de substancias
de defesa n&o induziveis altas, ou seja defesas constitutivas, uma vez que o potencial
de economia de custo da defesa induzida poderia ndo compensar o dano na planta
ocasionado pela demora no inicio da indugdo. Plantas que sdo raramente atacadas
deveriam ter nenhum ou guase nenhum tipo de defesa constitutiva e deveriam utilizar

predominantemente ou exclusivamente defesas induzidas (Zanger! & Bazzaz, 1992).

1.4. Alcaldides agindo como substancias de defesa em plantas

Segundo Pelletier et al. (1983), “um alcaidide {termo derivado da palavra érabe
al~quali, denominagao vulgar da planta da qual a soda foi originalmente obtida) é uma
substancia organica ciclica contendo um nitrogénio em um estado de oxidagio negativo
e cuja distribuicao € limitada entre os organismos vivos”. Eles constituem-se num vasto
grupo de metabdlitos com grande diversidade estrutural, representando cerca de 20%
das substancias naturais descritas.

Inimeros trabalhos relatam essas substéancias como tendo funcbes de defesa
contra insetos herbivoros (Ehrlich & Raven, 1964; Fraenkel, 1969; Schoonhoven, 1972:
Miller & Feeny, 1983; Wink, 1983, 1993; Baldwin, 1988a,b,c; Johnson et al., 1989;
Karban & Myers (1988); Kahn & Harborne, 1980, 1991; Hartmann, 1991; Baldwin et al.
1990; Baldwin, 1991; Baldwin & Callahan, 1993; Baldwin & Ohnmeiss, 1993; Van Dam
et al., 1983; Van Dam & Vrieling, 1894; Baldwin et al., 1998; Baldwin & Hamilton, 2000),
porém, em inumeras familias de plantas faltam evidéncias para sustentar essa
afirmacao. Estudos que visam determinar os efeitos dessas substancias em insetos
herbivoros, bem como pesquisas que demonstram a sua toxicidade sdo de importancia

relevante para o entendimento dos processos envolvidos na defesa de plantas contra



insetos herbivoros. As propriedades inseticidas de alcaldides encontrados em plantas
do grupo das Solanaceae sao as mais bem documentadas e o metabolismo e modo de
acdo dessas substancias em insetos sio, talvez, os mais bem entendidos de todas as
substancias inseticidas que ocorrem naturalmente (Miller & Feeny, 1983). Além das
Solanaceae, ja foram determinados em outras familias efeitos inibidores de alimentaco
de alcalbides sobre larvas de lepiddpteros. Estas incluem substancias oriundas da
familia Loganiaceae (estricnina e brucina), Rubiaceae (cafeina e quinina), Rutaceae
(pilocarpina), Apocynaceae (conecina) e Leguminoseae (esparteina) (Buchanan, et al.,

2000).

1.4.1. Alcaldides tropanicos

Os alcaldides tropanicos sdo produzidos por um nimero grande de plantas da
familia Solanaceae, e apresentam em comum a estrutura biciclica, denominada tropano
8-metil-Bazabiciclo[3,2,1]octano. O anel tropano € constituido pelos anéis pirrolidina e
piperidina, podendo, conforme a orientacdo a ou B de um grupamento hidroxila na
posicao C-3, fornecer dois isdmeros geométricos: tropanol (tfropina) e pseudotropanol
(y-tropanol ou pseudotfropina). A esterificacdo do grupo hidroxila com acidos
aromaticos originam os alcaldides tropanicos de maior importancia na medicina
(atropina e, escopolamina) (Figura 1) (Mann, 1987) destacando-se por seu uso no
tratamento de espasmos e cdlicas, no fratamento de envenenamento com
organofosforados e como anestésicos (Bacchi, 1999). As plantas mais importantes
para a produg@o dessas substancias sdo as solanaceas pertencentes aos géneros

Hyoscyamus, Atropa e Duboisia (Croteau et al., 2000).



Muitos estudos vém sendo realizados com o intuito de esclarecer o papel dos
alcaldides tropénicos nestas solandceas (Evans et al.,, 1984; Brachet & Cosson, 1988;
Parr et al., 1990; Griffin, 1992; Houmani et al., 1994), porém poucos trabalhos relatam a
inducdo de alcaldides tropanicos abordando aspectos ecoldgicos. O trabalho de Khan
& Harbome (1990) relata a presenca dos frés principais alcaldides tropanicos
{(hiosciamina, atropina e escopolamina) em diferentes partes de plantas de A.
belladonna e A. acuminata. Esses pesquisadores verificaram que o efeito de dano
mecanico em diferentes partes de plantas de Atropa levava a diferentes respostas
quanto a producdo de alcalides tropéanicos totais, sendo que os tecidos que mais
responderam & inducgdo foram os imediatamente adjacentes agos tecidos danificados.
Esse aumento foi de até 150% maior que o encontrado nas plantas controle. Esses
autores tambeém verificaram que o periodo de 24 h apds o dano mecanico era
suficiente para a planta apresentar a resposta de indugdo. Também verificaram que
danos sucessivos influenciavam o aumento da produgio de alcaldides tropanicos,
havendo efeito somatorio que elevava os teores até 190% maiores que os do controle.
O efeito desse aumento sobre insetos herbivoros nao foi analisado. Os resultados
também mostraram que os caules, quando danificados, tiveram os niveis de alcaldides
tropénicos aumentados, chegando a valores similares aos encontrados nas raizes. Os
mesmos autores demonstraram que o efeito de dano mecanico ou dano ocasionado por
herbivoro generalista (Heliothis virescens — Noctuidae-Heliothinae) respondia de forma
equivalente no que diz respeito a producdo de alcaldides tropanicos. Os seus
resultados mostraram que a quantidade de dano ocasionada era diretamente
proporcional ao nivel de alcaldides tropanicos presente nos tecidos adjacentes aos

danificados e determinaram a quantidade minima de dano mecanico e danc ocasionado
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por inseto herbivorc necessaria para iniciar o processo de indugdo. Dentro da familia
das Solanaceae, ndo ha relatos do efeito da indugio de alcaléides tropanicos (por dano
mecanico ou herbivoria) sobre herbivoros especialistas ou generalistas.

O presente trabalho foi desenvolvido utilizando o género Brugmansia para o estudo
da alocag&o de aicaldides tropanicos. Este género se originou como um subgénero de
Datura (D. suaveolens e D. arborea) , sendo que a principal caracteristica desta divisao,
€ a sua morfologia arbustiva em contraste com a morfologia herbacea das plantas do
género Datura. Outras propriedades fisicas, quimicas e morfoldgicas também podem
ser citadas como caracteristicas de diferenciagdo com o género Datura
(Lockwood,1963). Neste género incluem-se plantas chamadas popularmente de
trombeta, aguadeira, trombeteira, buzina e liric e apresentam vasta dispersdo,
sobretudo pela zona da mata piuvial da encosta atlantica, desde Minas Gerais até o Rio
Grande do Sul. Sua origem vem dos paises andinos e Amazonas ocidental onde vém
sendo usadas como alucinbgenas a milénios pélos povos destas regides (Schultes &

Hofmann, 1993).

2. OBJETIVOS
Foram objetivos deste trabalho verificar a alocagdo de alcaldides tropanicos em B.
suaveolens bem como verificar o efeito da indugdio destes alcaldides, como teste da
teoria de otimizagho de defesas em plantas. Como postula essa teoria, orgaos mais
valiosos em termos de aptiddo dentro de um dado estagio fenoldgico seriam mais
protegidos, alocando maior quantidade de substancias de defesa, seja por processos

de defesa induzida ou constitutiva.
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Para testar essa hipdtese o trabalho foi dividido em vérias etapas com objetivos
especificos.

1. Padronizacdo dos ensaios de acordo com resultados preliminares obtidos
através da:

1.1. Verificagdo da ocorréncia de variacdo quantitativa dos alcaléides
tropanicos em diferentes posicbes dos 6rgaos dentro da mesma planta e em
diferentes locais dentro do mesmo drgao.

1.2. Caracterizacdo quantitativa dos alcalbides tropanicos em diferentes
orgéos das plantas de B. suaveolens (folhas jovens, folhas maduras, caules,
raizes, flores e frutos) em diferentes fenofases (plantulas, vegetativo,
florescimento e frutificacio).

1.3. Verificac&o das mudancas quantitativas dos alcaldides presentes nas
plantas ao longo do dia (ritmo circadiano).

2. Verificar os efeitos da retirada de partes das fothas sobre a produgdo de
alcaldides tropanicos em B. suaveolens, visando determinar se ocorrem ou ndo
alteracbes nas concentragOes dessas substancias na planta durante o periodo que
segue o dano mecanico (respostas de inducio).

3. Verificar 0 efeito de alcaldides tropanicos sobre herbivoros generalistas
através de trés tipos de ensaios:

3.1. Ensaios de dupla escolha, nos guais verificou-se a preferéncia
alimentar de herbivoros generalistas, comparando a alimentac&o dos herbivoros
em plantas controle e em plantas de B. suaveolens contendo escopolamina

como alcalbide tropanico majoritario.
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3.2. Ensaios visando verificar a resisténcia de herbivoros a alcalbides
tropanicos (escopolamina), através da relagéo entre a taxa de consumo relativo e
taxa de crescimento relativo de larvas alimentadas em plantas controle e plantas
de B. suaveolens com diferentes concentra¢des de escopolamina.

3.3. Ensaios visando verificar a taxa de sobrevivéncia de herbivoros
generalistas submetidos a alimentagdo com dietas acrescidas de diferentes
concentragbes de escopolamina.

4. Verificar o efeito da inducdo sobre o crescimento das plantas (custo da
indugdo), através da comparacdo das medidas de area foliar de plantas controle e
plantas submetidas a tratamentos de inducdo através de dano mecanico ou por metil

jasmonato.
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Figura 1. Alcaldides tropanicos mais abundantes em Brugmansia suaveolens
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Organismos

3.1.1. Brugmansia suaveolens

Dezessete individuos de Brugmansia suaveolens (Humb. & Bonpl. ex Wilid.)
Bercht. & J. Presl. (Figura 2) foram coletados na regido da Serra do Japi, Jundiai, Sdo
Paulo, ao longo do riacho que nasce junto a represa do DAE (23°21’S; 46°56'W, 740 m
de altitude). Os individuos foram propagados por estaquia e seus clones utilizados em
todos os ensaios do trabalho. Estacas ienhosas de 10 a 20 cm foram retiradas da parte
intermediaria dos galhos de cada individuo, tiveram as suas folhas retiradas, foram
mergulhadas em égua e mantidas dentro de fitotrons com fotoperiodo de 12 h utilizando
uma combinacéo de lampadas incandescentes e fluorescentes, intensidade luminosa
de 40 pmol/m®.s e temperatura constante de 25+2°C. Apss o enraizamento, as plantas
foram transferidas para vasos plasticos de 5 L contendo terra:areia (2:1), colocadas em
viveiro com sombrite 50% e tratadas com solugdo nutritiva de Hoagland (Gamborg &
Wetter, 1975) por 2 dias; apés esse perfodo foram irrigadas normalmente. Dez plantas
de cada individuo foram transferidas para o campo experimental do CPQBA, UNICAMP
a fim de servirem como um banco de material vegetal de onde poderiam ser extraidas
novas estacas para propagacdo. Excicatas foram depositadas no Herbério do CPQBA,
UNICAMP (n° 197) e Herbario do Departamento de Botanica, Instituto de Biologia,
UNICAMP (UEC 35857). Todo o material coletado para andlises foi desidratado
durante dois dias & temperatura de 50°C. O material desidratado foi triturado,
embalado em vidros herméticos e mantido a -10°C para futura utilizagso.

Dos 17 individuos coletados na Serra do Japi, obteve-se sucesso de propagacdo
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de 10 (individuos 3, 4, 5,7, 8, 10, 11, 12, 13 e 15). Esses 10 individuos se aclimataram
com facilidade & érea do campo experimental do CPQBA e serviram durante todo o
desenvolvimento do trabalho como fonte de estacas para propagacao de clones de
cada gendtipo. N&o ocomreram problemas de pragas e doengas em nenhum dos

individuos estabelecidos no campo experimental.

3.1.2. Outros organismos

3.1.2.1. Spodoptera frugiperda

Em todos os ensaios onde houve a utilizagdo de herbivoros generalistas, foram
utilizadas larvas da mariposa Spodoptera frugiperda {(Smith.) (Noctuidae). O inicio da
criacéo de larvas de S. frugiperda se deu através da aquisicdo de ovos cedidos pelo
Laboratorio de Eniomologia, Departamenic de Zoologia, Institutc de Biologia,
UNICAMP. A criacdo das larvas foi realizada conforme descrito por Ferraz (1991), no

interior de camaras com temperatura constante de 25+1°C e fotoperiodo de 12 h.

3.1.2.2. Ricinus communis

Folhas de Ricinus communis L. (Euphorbiaceae), uma das plantas hospedeiras
de larvas de S. frugiperda , tendo desempenho igual a sua planta hospedeira principal,
Zea mays (Poaceae) (Ferraz, 1991), foram utilizadas como controle nos ensaios de
alimentacao das larvas com dietas naturais. As coletas dessa planta foram realizadas
na regido de Bardo Geraldo, Campinas, sempre momentos antes da utilizacio de suas
folhas. Os cortes foram realizados sempre na inser¢ao dos galhos secundarios com ¢
caule principal. O material coletado foi acondicionado em papel de filtro Gmido e

colocado em sacos plasticos até a sua utilizacio.
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3.2, Anadlises quimicas

3.2.1. Extragao e caracterizagao de alcaléides tropanicos

Partes de plantas secas (= 2,0 g) foram moidas em moinho de faca de bancada e
extraidas por 3 min com 5,0 mL de EtOH em Politron a velocidade intermediaria. Os
extratos etandlicos foram centrifugados a 3.000 rpm por 8 min e 0s sobrenadantes
coletados. O processo acima foi repetido trés vezes a fim de assegurar completa
extrac@o dos alcalbides. Testes preliminares com B. suaveolens mostraram que este
ndmero de extragdes é suficiente. Os frés sobrenadantes etandlicos combinados foram
evaporados em rotavapor a baixa presséo e temperatura de 50°C. O residuo resultante
foi acidificado com 10,0 mL de HC! aquoso 1 N e deixado em descanso por 10 min. A
fase aquosa acida foi extraida trés vezes com 10,0 mL de CHCls. A fase organica, sem
a presenga de alcaldides, foi reunida e descartada. A fase aquosa &cida foi alcalinizada
com NH4OH 25% para pH 13-14, aplicada em coluna de Extrelut (Merck) contendo 15,0
g de Celite 545 e eluida com 100,0 mL de CHCls Testes preliminares com B.
suaveolens mostraram que este volume é suficiente para eluir totalmente os alcaldides.
A solucdo cloroférmica foi tratada com Na SO anidro, filtrada sob gravidade e
evaporada como acima, originando uma fracdo de alcaldides totais presentes como
base livre. Freitas et al. (1996) verificaram que alcaldides tropanicos em B. suaveolens
se encontram somente na forma de bases livres.

Para a caracterizagdo dos alcaldides tropéanicos, os extratos de alcaléides totais
foram redissolvidos em 200ul de MeOH e analisados por cromatografia gasosa-
espectrometria de massas (GC-MS), em um cromatografo Hewlett Packard 5988, com
coluna capilar SA-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 u, Sigma-Aldrich} acoplado diretamente a

um detector de massa seletivo Hewlett Packard 5970. As condices utilizadas foram:
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temperatura de injecdo 250°C; temperatura do programa 150-300°C, 4°C/minutc; razéo
de divisdo 1:100; gas de arraste He 1mL/min; 1,0 pL injetado (metodologia modificada
de Freitas et al., 1996 e Trigo et al., 1996). Os padrbes de fragmentacao obtidos foram
comparados com 0s obtidos por Ethier & Neville (1988) e Freitas et al. (1996).
Escopolamina (Figura 1), um dos alcalbides tropanicos de B. suaveolens (Freitas et al.,
1996), foi escolhida para ser quantificado ao longo de fodos os experimentos. Para
iss0, 0s extratos de alcalbides totais foram redissolvidos em 200 ul de uma solugdo de
2,0 mg/mL de estearato de metila em MeOH (padro interno), preparado pela metilagao
do acido estedrico com diazometano (ver metodologia em Vogel, 1971) e analisados
por cromatografia gasosa-detector de ionizagdo de chamas (GC-FID), em um
cromatdgrafo a gas Hewlett Packard 5988, com coluna capilar SA-5 (30 m x 0,25 mm x
0,25 up, Sigma-Aldrich). As condigbes utilizadas foram as mesmas acima. Os
resultados foram expressos em mg de alcalbides/g de massa seca do material extraido.
Os calculos realizados para quantificar os alcaldides purificados foram baseados
sempre na comparagdo entre estearato de metila e escopolamina, levando-se sempre
em consideragdo um fator de correcdo F, devido a resposta do detector, pelo qual as
areas s&o multiplicadas (Trigo et al., 1993):

_ PM
Cnl2

, sendo:

F: fator de comrecdo para a area integragdo no cromatégrafo de cada substancia
analisada; PM: massa molecular da substancia analisada; C. nimero de carbonos da

substancia analisada.
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3.2.2. Obtengdo de escopolamina padrao para utilizagdo nos ensaios

Em vérios ensaios foi utilizada escopolamina padrdo, adquirida
comercialmente na forma de hidrobrometo de escopolamina. Para a obtencao da
escopolamina na forma de base livre, o hidrobrometo de escopolamina foi tratado
com NHsOH aquoso 5% e extraido trés vezes com CHCIl;. A fase organica foi

tratada com Na,S0O4 anidro, filtrada em gravidade e seca em rotavapor.

3.3. Desenhos experimentais

3.3.1. Alocacgéao de ailcaldides tropanicos dentro de partes da planta

Para se verificar a existéncia de variagdo da concentragdo de escopolamina
dentro de diferentes partes da planta, foram realizados experimentos preliminares

segundo os desenhos experimentais a segui.

3.3.1.1. Em folhas

3.3.1.1.1. Dentro da mesma folha

Dois ensaios foram realizados:

1. No primeiro, foi verificada a distribuicdo de escopolamina dentro de folhas
de B. suaveolens. Discos (7 mm de didmetro) da folha numero 3 (ver Figura 3) de 10
individuos diferentes com 60 dias de idade foram retirados em diferentes locais dentro
da mesma folha, conforme ilustrado na Figura 4. Foram realizadas coletas em quatro
clones de cada individuo. Os discos dos quatro clones foram agrupados de acordo com
o local do qual foram retirados e, apds sua secagem, a concentracdo de escopolamina
foi calculada e os dados foram analisados por ANOVA de um fator com teste a

posteriori de Tukey para comparagdes multiplas (Zar, 1999).

19



2. No segundo ensaio, foi verificada a concentragdo de escopolamina nas
partes distal e proximal das folhas. Plantas com a mesma idade das descritas acima,
foram utilizadas neste ensaio. Foram coletadas as folhas de ndmero 4 (ver Figura 3) de
10 individuos. Estas foram cortadas ao meio transversalmentie e a parte distal e
proximal de cada folha, foram analisadas separadamente (Figura 5). Os resultados
obtidos foram expressos conforme o ensaio anterior. A comparacdo entre a
concentracac de escopolamina nas partes proximais e distais foi realizada através de

teste t pareado (Zar, 1999).

3.3.1.1.2. Folhas em diferentes posi¢oes na planta

A concentragéo de escopolamina foi verificada entre folhas de nimero 3 e 6 do
mesmo individuo (Figura 3) usando uma amostragem de 10 individuos com
aproximadamente 60 dias apés o enraizamento. A comparacdo da concentragdo de

escopolamina foi realizada atraveés de teste t pareado (Zar, 1999).

3.3.1.1.3. Folhas em diferentes estagios de maturacao

Neste ensaio, foram utilizadas plantas com aproximadamente 90 dias de idade,
apresentando em média de 8 a 10 folhas. A concentracdo de escopolamina em folhas
maduras (folhas de numero 5 e 6) e folhas jovens (brotos em emergéncia e a menor
folha jovem gue os acompanha) foi analisada em 10 individuos diferentes (Figura 8).

Os resultados foram comparados pelo teste t pareado (Zar, 1999).
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3.3.1.2. Em flores

3.3.1.2.1. Dentro da mesma flor

A concentracic de escopolamina foi mensurada nas partes distal e proximal de
flores (Figura 7), coletadas de plantas de aproximadamente nove meses, cuitivadas no
campo experimental do CPQBA (Figura 8). Foram coletadas flores de cinco individuos

diferentes. Os resultados foram comparados pelo teste t pareado (Zar, 1999).

3.3.1.3. Em frutos

3.3.1.3.1. Dentro do mesmo fruto

Foram realizados dois ensaios distintos para andlises da concentragdo de
escopolamina nos frutos de B. suaveolens. Plantas em fase de frutificacdo
(aproximadamente 10 meses), cultivadas no campo experimental do CPQBA, foram
utilizadas neste ensaio. Foram coletados trés frutos de cada um de 10 individuos
diferentes (Figura 9). No primeiro ensaio, os frutos verdes foram cortados ao meio e as
partes distais e proximais (Figura 10) secas e extraidas conforme 0 método ja descrito
acima. No segundo, as sementes foram separadas da polpa (Figura 11) e analisadas
separadamente, tanto para as partes distais como proximais. Os resultados foram

comparados pelo teste t pareado (Zar, 1999).

3.3.2. Alocagdo de alcaldides tropanicos entre partes da planta em
diferentes fenofases

Para verificar a alocacao de alcaldides tropanicos nas diferentes fenofases de B.
suaveolens, a concentragdo de escopolamina foi analisada em diferentes partes da

planta, em diferentes fenofases, a saber: (1) estaca enraizada em inicio de brotaco; (2)
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plantas jovens em fase vegetativa; (3) plantas maduras em fase vegetativa; (4) plantas
em floracado e (8) plantas em frutificacao.

Inicialmente, cinco grupos de estacas (referentes a cada fenofase) de cada um
dos dezessete individuos coletados no campo foram transplantados em vasos nas
condigcbes descritas acima. Quando as estacas apresentavam 2 pares de folhas,
coletaram-se brotos, folhas novas, raizes e caules de cada um dos 17 individuos.
Plantas com aproximadamente 3 meses foram consideradas plantas jovens em fase
vegetativa. Nessa fenofase foram coletados brotos, folhas novas, folhas maduras,
raizes e caules. Os outros trés grupos de estacas foram transplantados para o campo
experimental do CPQBA, sendo que brotos, folhas novas, folhas maduras, raizes e
caules foram coletados na fenofase planta madura em fase vegetativa; brotos, folhas
novas, folhas maduras, raizes, caules e flores foram coletadas na fenofase flor; e
brotos, folhas novas, folhas maduras, raizes, caules, flores e frutos foram coletados na
fenofase frutoc. No campo, foram cultivadas duas fileiras de plantas de B. suaveolens ao
redor do cultivo experimental a fim de servir como bordadura, eliminando efeitos que
pudessem ser ocasionados por fatores externos ao ensaio. Os dados de concentracdo
foram transformados em raiz quadrada e analisados estatisticamente através de
ANQVA de dois fatores (estégios fenoldgicos e partes da planta), com comparacdes

muitiplas de Tukey (Zar, 1999).

3.3.3. Variac@o de alcaldides fropanicos ao longo do dia
Para se verificar a flutuacdo diaria de escopolamina presenie em folhas de
plantas de B. suaveolens, foram utilizadas plantas obtidas por estaguia, com

aproximadamente 3 meses de idade. Foram utilizadas 10 plantas de cada um de oito

22



individuos geneticamente diferentes. Estas foram colocadas em fitotrons com
fotoperiodo de 12 h, intensidade iuminosa de aproximadamente 40 pmol/m?s e
temperatura de 25+2°C. Com inicio as 7:00 h as folhas dos 3° e 4° pares foram
coletadas em intervalos de 3 h até atingir as primeiras 24 h. Ap6s este periodo, foram
realizadas colefas 48, 96 e 192 h apds o inicioc do ensaio. Os resultados foram
analisados estatisticamente através do teste ANOVA com comparagdes multiplas de

Tukey (Zar, 1999).

3.3.4. Indugao de alcaloides tropanicos por danos mecéanicos

3.3.4.1. Em folhas maduras

Plantas de B. suaveolens obtidas por estaquia a partir de 10 individuos
geneticamente diferentes foram cultivadas em viveiro até atingirem oito pares de
folhas. As plantas foram transferidas para ambiente controlado com fotoperiodo de 12
h, intensidade tuminosa de aproximadamente 40 umol/m®.s, temperatura de 25+2°C,
umidade relativa de 60 a 70 % e irrigadas uma vez por semana com solugdo nutritiva de
Hoagland. Apos 14 dias o ensaio foi iniciado, sendo que o desenho experimental foi
baseado no trabalho de van Dam et al. (1993). As plantas foram danificadas através da
remocdo de 50% da drea foliar com o uso de tesoura, realizando-se cortes fransversais
nas folhas numero 3, 4, 5, 6 e 7 dos individuos utilizados (Figura 3). As partes distais
das folhas cortadas foram utilizadas como controle para flutuagbes diarias da variagdo
de alcaldides. Como as partes distais das folhas foram usadas como controles, foi
necessario testar se as concentragdes naturais de alcaldides variavam entre as partes
proximais e distais. Esse ensaio prévio foi realizado como descrito no segundo ensaio

do item 3.3.1.1.1. Além deste controle onde foram utilizadas as partes distais das
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folhas como parametro para verificar as flutuagfes diarias dos alcaldides, também foi
realizado o ensaio de flutuacao diaria descrito no item 3.3.3.

No experimento, foram utilizadas 50 plantas, que foram divididas em cinco lotes
de 10 plantas. As plantas correspondentes aos diferentes tempos de induc&o foram
danificadas e coletadas em estafeta (Figura 12). Os tempos de indugdo escolhidos
entre o dano e as coletas foram de 0, 24, 48, 96 ¢ 192 h ap0s do dano inicial das folhas.
No tempo 0, o primeiro grupo de 10 plantas foi danificado através da retirada de 50% da
area foliar. ApoOs 24 h, as partes proximais das plantas danificadas foram coletadas e
denominadas de 124 (referindo-se a indugdo de 24 h). Ao mesmo tempo, as partes
distais de um segundo grupo de plantas foram coletadas e denominadas C24
(referindo-se ao controle do tempo de 24 h). A parte proximal das folhas danificadas
neste horario foram coletadas 48 h apos 0 dano e denominadas 148. Ao mesmo tempo
da coleta das partes proximais de 48 h, foram danificadas mais um grupo de plantas as
quais tiveram 50% de suas folhas retiradas e utilizadas como controle 48 h (C48). Apds
96 h deste Ultimo dano foliar, as partes proximais das folhas foram coletadas e
denominadas 196. Qutro lote de plantas foi danificado e as partes distais denominadas
de C96. Apds 192 h, as folhas proximais danificadas foram coletadas (1192) e outro lote
de plantas teve 50% da sua area foliar retirada para servir de controle do tempo de 192
h (192). As partes distais serviram de controle (comparando CO, C24, C48, C96 e
C192) das flutuacbes diarias e as partes proximais, foram utilizadas para verificar as
variagbes causadas pelos danos (comparando 10, 124, 148, 196 e 1192). As diferentes
folhas de cada individuo (folhas de numero 3, 4, 5, 6, e 7) coletadas em cada tempo
foram misturadas, secas e analisadas como descrito anteriormente. Os resultados

foram expressos em razéo de inducdo (mg de escopolamina por g massa seca da parte
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proximal/mg de escopolamina por g massa seca da parte distal) e analisados
estatisticamente através do teste ANOVA com comparagdes multiplas de Tukey (Zar,

1999).

3.3.4.2. Em folhas maduras visando alteragdes nos brotos apicais

Diante dos resultados obtidos no ensaio visando quantificar a razéo de inducdo
de escopolamina por dano mecanico na prépria folha danificada, foram realizados
ensaios com 0 intuito de verificar se ocorre algum tipo de indugéo que fosse transmitida
para outras partes da planta. Assim, este ensaio teve como objetivo verificar se danos
em folhas maduras desencadeiam algum tipo de alteracg&o relativa a producéo de
escopolamina nas folhas jovens em emergéncia. Foram utilizadas neste ensaio,
plantas de B. suaveolens com 3 meses de idade. O ensaio foi conduzido dentro de
viveirc no Departamento de Zoologia, Instituto de Biologia, UNICAMP. Vinte plantas
obtidas por estaquia foram divididas em dois lotes de 10 plantas cada. No primeiro lote
de plantas as folhas de nimero 4 e 6 (folhas maduras) foram danificadas retirando-se
50 % da sua drea foliar. O material vegetal retirado foi denominado controle O h (Cp). O
segundo lote de 10 plantas teve os seus brotos apicais retirados. Esses foram
denominados brotos O h (Bo). Apés 24 h do inicio do ensaio {retirada de 50% da folha),
as partes proximais das folhas danificadas foram coletadas e chamadas de induzidas
24 h {l4). Ao mesmo tempo, os brotos apicais das plantas danificadas também foram
coletados e chamados de brotos 24 h (B.s). Todas as amostras foram colocadas em
estufa a 50+2°C por 2 dias e exiraidas para escopolamina, como descrito
anteriormente. Os resultados foram expressos através das razdes de inducdo dos

brotos apicais, calculadas através da divisdo dos valores B.4/Bo e 0s valores de razao
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de indugdo das folhas maduras, calculadas pela divisdo 1,4/Co. Os resultados foram

comparados pelo teste t pareado (Zar, 1999).

3.3.4.3. Em flores

Foram utilizadas plantas em estagio de florescimento com aproximadamente 1
ano. Os ensaios foram conduzidos, danificando trés flores de cada um de oito
individuos geneticamente diferentes através da retirada de 50% da sua area. As partes
distais retiradas (Figura 7) foram utilizadas como controle. Ap6s 24 h do dano
mecanico, as partes proximais das flores foram retiradas das plantas e chamadas de
induzidas. As amostras foram colocadas em estufa a 50+2°C por 2 dias e extraidas
para escopolamina, como descrito anteriormente. Os resultados foram comparados pelo

teste t pareado (Zar, 1999).

3.3.4.4. Em frutos

Foram utilizadas neste ensaio plantas em estagio de frﬁtiﬁcagéo, com
aproximadamente 1 ano e 2 meses. Os ensaios foram conduzidos danificando-se dois
frutos de cada um de oito individuos geneticamente diferentes através da retirada de
50% da sua area. As partes distais retiradas {Figura 10) foram chamadas de controle.
Apss 24 h, as partes proximais dos frutos danificadas foram retiradas das plantas e
chamados de induzidos. Todas as amostras foram colocadas em estufa a 50+2°C por 2
dias e extraidas para escopolamina como descrito anteriormente. Qs resultados foram

comparados pelo teste-t pareado (Zar, 1999).
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3.3.5. Efeito da escopolamina em Spodoptera frugiperda

Estes ensaios foram realizados para verificar se a escopolamina, causa efeitos
toxicos ou inibidores de alimentacdo em larvas de S. frugiperda (inseto generalista
comumente utilizado em ensaios desta natureza, p.ex. Hernandez et al, 1999).
Ensaios foram realizados através da relagéo entre as taxas de consumo relativa (TCsR )
e as taxas de crescimento relativo (TCrR) (Blau et al., 1978, Miller & Feeny, 1983), os

quais foram calcuiados como abaixo:
TCsR = (massa inicial de folhas — massa final de folhas)/massa inicial da larva
TCrR = (massa final da larva — massa inicial da larva)/massa inicial da larva
As massas secas iniciais de larvas e folhas foram estimadas através da

regressdo linear da massa seca em funcdo da massa fresca. Os efeitos toxicos e
inibidores de alimentacdo da escopolamina foram observados através da regressdo
linear tendo como varidvel independente o TCsR e como varidvel dependente o TCrR
controle, conforme o método de Blau et al. (1978) (ver também Rausher, 1982). Se a
substancia € toxica, o organismo consome a mesma quantidade de alimento,
diminuindo a sua TCrR em relagdo ao controle. Se a substancia é inibidora de
alimentac@o, o organismo diminui @ TCsR quando comparado com © do controle e,
consequentemente, a TCrRR. Uma ANOVA foi conduzida para testar se as inclinagtes
das retas de regresséo eram significativas. Como a maioria das inclinagdes nao
apresentou diferengas significativas, ndo foi possivel conduzir uma comparacdo das
inciinagbes e interceptos entre as retas através de uma ANCOVA. Portanto, os
resultados de TCsR e TCgR foram analisados separadamente através de ANOVA de
um fator com comparagGes multiplas a posteriori de Tukey (Zar, 1999).

Foram medidos os efeitos de dietas a base de folhas de B. suaveolens contendo
diferentes concentracdes de escopolamina sobre o crescimento e consumo de larvas de
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S. frugiperda. As dietas artificiais foram retiradas 24 h antes do inicio dos ensaios,
periodo no qual as larvas ficaram em jejum. Nos ensaios foram utilizados, como
controle, dietas a base de folhas de Ricinus e, como dietas experimentais, folhas de 5.
suaveolens apresentando diferentes concentragdes de escopolamina. Durante todo o

ensaio (duracao de 24 h) as larvas foram alimentadas com folhas em abundancia.

3.3.5.1. Ricinus communis x Brugmansia suaveolens

Cento e vinte larvas foram pesadas e divididas em quatro lotes de 30 larvas
cada. O primeiro lote foi colocado dentro de frascos contendo folhas de R. communis
previamente pesadas. O segundo, terceiro e quarto lotes foram colocados em frascos
contendo folhas previamente pesadas de B. suaveolens com teores de 0,1, 2,0, e 5,0
mg de escopolamina/g massa seca de folhas, respectivamente. Apds 24 h de
alimentac&o, as folhas e as larvas foram novamente pesadas e as taxas de consumo

relativo (TCsR ) e taxas de crescimento relativo (TCgR) calculadas.

3.3.5.2. Ricinus communis x Brugmansia suaveolens induzidas por danos
mecanicos

Cento e vinte e cinco larvas de S. frugiperda foram pesadas e divididas em cinco
lotes de 25 larvas cada. O primeiro lote de larvas foi colocado dentro de frascos
contendo folhas de R. communis previamente pesadas (controle). O segundo e terceiro
lotes foram pesados e colocados em frascos contendo as partes distais de folhas de
plantas de B. suaveolens (controle da inducio). Estas foram obtidas através da retirada
de 50% da area foliar das folhas de nimero 3, 4, 5 e 6 de plantas com baixos e altos

teores de escopolamina (em média 0,1 e 50 mg de escopolamina/g massa seca de
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folnas respectivamente — gendtipos 4 e 11, respectivamente). Apds 24 h de
alimentagdo, as folhas e as larvas foram novamente pesadas. Concomitantemente, as
partes proximais das folhas danificadas (induzidas) foram colocadas em frascos e
serviram de alimento para o 4° e 5° lotes de larvas. Apds 24 h, as larvas e folhas
proximais comidas foram também pesadas e a TCsR e a TCrR calculadas como ja

descrito no item anterior.

3.3.5.3. Mortalidade de herbivoros generalistas submetidos a diferentes
concentragdes de alcaldides tropanicos

Neste ensaio, foi testado o efeito da escopolamina padrédo sobre ©
desenvolvimento de larvas de S. frugiperda, do periodo larval até o empupamento.
Durante todo o ensaio, as larvas de S. frugiperda foram mantidas em camara controlada
(27+2°C e 12 h de luz). Foi adicionada as dietas, escopolamina nas concentracbes de
0, 0,025, 0,25, 0,5 e 2,5% da massa seca da dieta, concentracdes estas similares as
que ocorem na natureza (ver Resultados & Bacchi, 1999).

Cento e vinte e cinco larvas no 2° instar foram divididas em cinco lotes de 25
farvas cada um. Cada lote foi alimentado ad libidum com dieta acrescida de cada uma
das concentragbes de escopolamina descritas acima. As dietas foram trocadas todos
os dias. Ao mudarem de 3° para 4° instar, as larvas foram colocadas em frascos
individuais para evitar canibalismo e as dietas continuaram a ser trocadas até a
pupacéo. Para cada tratamento foi analisado, o numero de larvas que sobreviveram ate
atingir a fase de pupa, o tempo necessario para atingir essa fase e o peso das pupas.
A primeira variavel foi analisada usando-se o teste de comparagdo muitipla para

propor¢bes. As duas ultimas varidveis foram analisadas estatisticamente através de
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ANOVA de um e dois fatores, respectivamente, usando teste de comparacées multiplas

de Tukey (Zar, 1999).

3.3.6. Indugdo de escopolamina através de jasmonato de metila: Efeito
sobre a alocagdo de recursos para o crescimento das plantas de Brugmansia
suaveolens

A descoberta da utilizagao de sinais enddgenos pelas plantas como ativadores
de respostas induzidas ajudou muitos pesquisadores a utilizarem alguns métodos para
ativar as defesas independentemente do ataque de herbivoros ou mesmo de danos
mecanicos. A utilizagdo de jasmonato de metila (MedJa) com o intuito de aumentar a
sintese de alcalbides tropanicos, pode ser Gtil na determinacgdo do custo envolvido
nesta indugéo, uma vez que estaria levando ao aumento das substancias induziveis
sem a necessidade de remogdo de partes da planta, o gue incorre em gastos
energéticos proprios. Com o objetivo de verificar o impacto da defesa induzida sobre a
alocagio de recursos relacionados com o crescimento da planta diante da produgéo de
metabdlicos de defesa, este ensaio foi realizado comparando-se 0 aumento de area
foliar de plantas submetidas a tratamentos com Melda com plantas controle nao
tratadas. Foram também verificados se os aumentos nas concentracbes de
escopolamina nas plantas tratadas com Mela correspondem aos aumentos obtidos
atraves de danos mecéanicos.

Foram utilizadas plantas de B. suaveolens com 2 meses de idade. O ensaio foi
realizado dentro de ambiente controlado, com fotoperiodo de 12h, intensidade luminosa
de aproximadamente 40 pmoi/m’s e temperatura de 25+2°C. Foram utilizadas 36

plantas divididas em quatro lotes de nove plantas cada. O primeiro lote de plantas foi
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submetido a tratamento com H»>QO servindo como controle. No segundo lote de plantas,
foi aplicado MeJa na concentragéo de 5,0 ug, no terceiro 50 ug e no quarto lote as
folhas foram danificadas através da retirada de 50% da sua érea foliar (as partes das
folhas retiradas foram utilizadas como controle da escopolamina presente no inicio do
ensaio). A aplicagdo foi realizada através de injecdo de 10 mL do Meda (nas
concentracdes citadas acima) no solo perto da base das plantas (5 mL de cada lado da
planta). Apds 12 dias da aplicagdo do MeJa e da realizagéo do dano foliar, as folhas
foram coletadas, secas em estufa a 40°C durante 2 dias, extraidas para escopolamina
analisadas guantitativamente, como j& descrito anteriormente.

Paralelamente, foram medidas as areas foliares totais (cm?) de todas as plantas
submetidas aos tratamentos no tempo 0 h e apds 12 dias, utilizando um medidor de
area foliar Licor Li 3000. O ftratamento controle também foi avaliado. A taxa de
crescimento foliar relativa foi calculada a partir da férmula TCrFR = (&rea ao final do
12°dia — drea inicial)/area inicial. As TCrFRs das plantas submetidas aos tratamentos e
das plantas controle foram comparadas com as concentragdes de escopolamina obtidas
para os mesmaos tratamentos. As TCrRFs e as concentragdes de escopolamina foram
analisadas estatisticamente através do teste ANOVA, com comparagbes mdltipias de

Tukey (Zar, 1999).



Figura 2. Planta adulta de Brugmansia suaveolens com aproximadamente 12 meses

de idade, cultivada no campo experimental do CPQBA — UNICAMP.
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Figura 3. Vista lateral de uma planta de Brugmansia suaveolens proveniente de
estaquia, com aproximadamente 60 dias de idade. Notar as folhas 3 e 6 que foram

utilizadas no ensaio de diferentes posi¢gdes dentro da planta.
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Figura 4. Discos coletados nas folhas de Brugmansia suaveolens no ensaio

microdistribuicio de escopolamina.
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Figura 5. Folhas de Brugmansia suaveolens submetidas ao tratamento de retirada de

50% da sua area foliar, através de corte transversal (P - parte proximal, induzida; D -

parte distal, controle).
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Figura 6. Vista superior de uma planta de Brugmansia suaveolens proveniente de
estaquia com aproximadamente 60 dias de idade. Notar as folhas 5 e 6 que foram
utilizadas como folhas maduras e o broto apical em emergéncia e a primeira folha, que

foram utilizadas como folhas jovens, no ensaio de folhas maduras x folhas jovens.
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Figura 7. Flor de Brugmansia suaveolens danificadas através da retirada de 50% de

sua area, através de corte transversal (P - parte proximal, induzida; D — parte distal,

controle).
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Figura 8. Planta de Brugmansia suaveolens com aproximadamente 9 meses de idade
em fase de florescimento, sendo cultivada no campo experimental do CPQBA -

UNICAMP.
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Figura 9. Plantas de Brugmansia suaveolens em fase de frutificagdo no campo

experimental do CPQBA — UNICAMP.
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Figura 10. Fruto verde cortado ao meio. P - parte proximal - induzida; D - parte distal -

controle.
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Figura 11. Sementes de Brugmansia suaveolens obtidas de frutos maduros.

41



Tem po [[‘J}

RS

igh

Figura 12. Procedimento realizado no ensaio de indugdo mecanica. Plantas foram
danificadas em estafeta. As partes distais retiradas através do dano mecéanico das

folnas em cada tempo (Cn) serviram como controle das partes proximais induzidas do

tempo imediatamente anterior (I,).
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4. RESULTADOS

4.1. Alocacgao de alcaldides tropanicos dentro de partes da planta

4.1.1. Em folhas

Foi observada uma grande variac@o na concentragdo de escopolamina em
folhas na pequena populacdo de B. suaveolens coletada na mata da Serra do Japi. Foi
observado que poucos individuos possuem altas concentracbes de alcaldides
tropanicos totais enquanto muitos possuem concentragbes baixas, levando a uma
fregténcia de distribuigcdo do tipo log-normal (Figura 13).

Ndo foram encontradas diferencas significativas na concentragdc de
escopolamina entre a parte distal (1,71 + 0,16 mg/g, média + erro padrio) e proximal
(1,76 £ 0,15 mglg) das folhas (teste t pareado, t=0,3620; n=10; Puicausai=0.726).
Também ndo foram observadas diferencas significativas nas concentracbes de
escopolamina entre diferentes partes da mesma folha (ANOVA de um fator, Fez =
2,158, p = 0,089, n=7. Ver diferentes partes da foiha na Figura 4). Nao ha diferencas
significativas entre a concentrac@o de escopolamina presente nas folhas de numero 3
(0,87 £ 0,11 mglg) e 6 (0,85 + 0,04 mg/g) (teste t pareado, t=0,948, n=11,
Puicausa=0,365).  Brotos apicais apresentaram concentracbes de escopolamina

significativamente maiores que folhas maduras (Figura 14).

4.1.2. Em flores
A parte distal (1,42 £ 0,10 mg/g) e proximal (1,62 + 0,10 mg/g) das flores
apresentam diferencas significativas na concentragdo de escopolamina sendo que a

parte proximal apresenta em média, 1,08 vezes a concentracBo da parte distal
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teste (i pareado, t=5,7517, n=9, Punitaterar<0,001).

4.1.3. Em frutos

Em frutos verdes, a parte distal ndo difere significativamente da parte proximal
guanto a concentragdo de escopolamina. Esse quadro ndo muda mesmo guando s&o
realizadas analises separadas do conteudo de escopolamina na polpa e nas sementes

(Figura 15).

4.2. Alocagao de alcaldides tropanicos entre partes da planta em diferentes
fenofases

A concentracdo de escopolamina varia de acorde com ¢ 6rgéo analisado bem
como com o estagio fenolégico em que a planta se encontra (Figura 16). Observamos
que no estagio fenolégico de estaca, o caule € o 6rgdo que concentra a maior
quantidade de escopolamina, diferindo dos valores encontrados para raizes e folhas.
Neste estagio, as plantas ainda ndo apresentavam folhas maduras. No estagio
vegetativo, as folhas jovens possuem valores absoluios de conceniracdo de
escopolamina maiores que nos caules, porém estes valores ndo diferem
estatisticamente. A escopolamina presente nestes dois argaos (folhas jovens e caules)
diferem da concentragdo presente nas folhas maduras e raizes. No estagio de
florescimento, as maiores concentragdes de escopolamina sdo encontradas nas flores,
folhas jovens e caule. N&o ocorrem diferencas significativas enire a escopolamina
presente nestes trés Orgdos, porém estes valores diferiram dos valores de
escopolamina presentes nas folhas maduras e raizes. No estagio de frutificacso, a
escopolamina se concentra principalmente nos frutos, diferindo da concentracao
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presente em todos os outros orgdos. Neste estagio, ocomreu um decréscimo da
escopolamina das flores e das folhas jovens, quando comparados com o estagio de

florescimento, porém os valores deniro destes dois 6rgdos ndo diferem. A escopolamina
presente no caule, raizes e folhas maduras neste estagio, foram inferiores as
encontradas nos outros 6érgéos, ndo diferindo entre si. A quantidade de escopolamina
enconirada nas raizes em todos os estagios foi 2 menor de todos os o6rgaos.
Comparando-se os diferentes 6rgdos dentro dos diferentes estagios fenoldgicos,
observamos que sempre as folhas jovens possuem quantidades de escopolamina
superiores as folhas maduras, raizes e caule, porém nos estagios de florescimento e
frutificacdo, as flores e frutos, respectivamente, apresentam concentragbes

estatisticamente superiores as encontradas nos outros orgdos (Apéndice 1).

4.3. Variagao de alcaldides tropéanicos ao longo do dia
Né&o houve flutuacdo diaria significativa na concentracdo de escopolamina nas
plantas de B. suaveolens no decorrer das 192 h nas quais elas foram monitoradas

(ANOVA de um fator, F11.2= 0,324, p = 0,977, n= 12).

4.4. Indugao por danos mecanicos

4.4.1. Em folhas

A razao de inducdo obtida no tempo de 24 h apds o dano inicial é
significativamente maior do que as razfes obtidas nos outros tempos, decaindo até
voltar a aproximadamente 1 em 96 h. O valor da razdo de inducéo obtido no tempo de
48 h é significativamente maior que o encontrado em 0 h, porém, ndo difere dos
valores encontrados para 96 e 192 h (Figura 17). A razado de indugcdo média em brotos
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apicais de individuos de B. suaveolens submetidos a dano mecanico nas suas folhas
maduras (1,09 + 0,09) ¢ significativamente menor do que das proprias folhas maduras
(2,49 = 0,63) (teste t pareado, t = 2,1047, n=10, Punicausa=0,0323). Os brotos apicais

nao parecem apresentar resposta induzida.

4.4.2. Emflores

A concentracdo de escopolamina encontrada 24 horas apds as flores serem
danificadas mecanicamente (169 + 0,24 mg/g) ¢ significativamente maior que a
concentrag&o encontrada nas flores controle (1,12 + 0,23 mg/g; valores corrigidos pelo
fator de 1,08, verificado na diferenca entre as partes proximais e distais das flores)

(teSte t pareado, t=1 ,9352, n:8, Punicauda;'_‘o,m71 )

4.4.3. Em frutos

ApéGs os danos mecanicos ocasionados pela retirada da parte distal dos frutos
(50% da area dos frutos estabelecidos em plantas no campo experimental), as partes
proximais danificadas, incluindo as sementes, necrosaram em 24 h, ocasionando uma

queda brusca de ate 80% da escopolamina (0,36 + 0,08 mg/g) que inicialmente estava

presente nos frutos (2,02 £ 0,22 mg/g ) (teste t pareado, t=7,045, n=8, Punicaucar<0,001 ).

4.4.4. Padroes gerais
Folhas de B. suaveolens induzidas mecanicamente apresentam um padrdo de
resposta induzida que estd diretamente relacionada & concentracio inicial de

escopolamina presente nas folhas. Folhas de plantas que apresentam niveis mais



baixos de escopolamina inicial, apresentam razdo de indugdo maiores enquanto que
folhas com valores altos de escopolamina inicial, apresentam razdo de indugdo
menores (Figura 18). Neste sentido, foi observado que os frutos e brotos apicais,
possuem razéo de indugao significativamente mais baixa que flores e folhas maduras.
As flores, quando comparadas com as folhas maduras, brotos apicais e frutos, possuem
valores iniciais de escopolamina intermediarios, apresentando razdo de inducdo

intermediaria entre as folhas maduras e brotos apicais (Figura 19).

4.5, Efeitos de alcaldides tropanicos em herbivoros generalistas

4.5.1. Relagao entre taxa de consumo relativo (TCsR) e taxa de crescimento
relativo {TCgrR) entre Ricinus communis e Brugmansia suaveolens

Apenas o gendtipc 4 de B. suaveolens apresentou consumo maior que o
controle de R. communis. As taxas de consumo dos gendtipos 10 e 11 de B.
suaveolens ndo diferiram significativamente da taxa encontrada para o controle. Nos
trés gendtipos de B. suaveolens (gendtipo 10 = 0,2 mg escopolaminal/g folha secg;
gendtipo 4 = 2,0 mg escopolaminal/g; gendtipo 11 = 50 mg escopolaminalg) houve
diminuigdo significativa nas taxas de crescimento relativos em relagdo ao controle

(Figuras 20-23).

4.5.2. Relagao entre taxa de consumo relativo {TCsR) e taxa de crescimento
relativo {TCrR) entre Ricinus communis e Brugmansia suaveolens induzidas por
danos mecanicos

Para todas as plantas de B. suaveolens, houve aumento significativo das taxas
de consumo pelas larvas de S. frugiperda quando comparadas com os controles de R.
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communis. As taxas de crescimento relativo das larvas de S. frugiperda que se
alimentaram com folhas de B. suaveolens 4 proximal (controle da indugio), 4 distal
{(induzido) e 11 proximal (controle da indugéo) diminuiram significativamente em relacéo
aos controles de R. communis. Desta forma, nas plantas de B. suaveolens 4, nédo
ocorreram diferengas significativas entre as taxas de crescimento das larvas
alimentadas com folhas de plantas antes e depois dos danos foliares. As taxas de
consumo também n&o diferiram entre si. Nas plantas de B. suaveolens 11, ocorreram
diferencas sighificativas entre o crescimento das larvas alimentadas com folhas antes e

depois dos danos (Figuras 24-26).

4.5.3. Desempenho de herbivoros generalistas submetidos a diferentes
concentragoes de alcaldides tropanicos

Larvas mantidas em dietas controle ou acrescidas de escopolamina 0,05
sobreviveram em média 96%, conseguindo se desenvolver até a fase de pupa.
Concentragdes de 0,25 mg/g de dieta seca, levaram a morte de 16% das larvas antes
de conseguirem atingir a fase de pupa. Nas concentragdes de 0,5 ¢ 2,5 mg/g dieta
seca, as larvas ndo conseguem sobreviver até a fase de pupa em 46% e 68% dos
casos, respectivamente. (Figura 27). \Verificou-se que houve uma diferenca
significativa do tempo médio para o desenvolvimento das larvas entre o controle e todos
os outros tratamentos. O tempo para o controle foi em média de 15 dias enquanto que
para os tratamentos de 0,05 e 0,25% foi de 19 e 21 dias, respectivamente, diferindo
significativamente entre si. As larvas tratadas com escopolamina 05 e 2,5%
demoraram até 24 dias para empupar, diferindo significativamente de todos os outros
tratamentos (Figura 28). N&o houve diferencas significativas entre a massa média das
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pupas alimentadas em todos os tratamentos. Verificou-se diferencas entre a massa de
pupas de sexos diferentes, sendo que as fémeas sempre apresentaram massas

maiores (Figura 29).

4.6. Inducdo de escopolamina através da aplicagdo de jamonato de metila:
Efeito da indugao sobre o crescimento vegetativo das plantas

Ha razdo de indugdo nas folhas das plantas fratadas com MeJa 50 pg/ml,
diferindo significativamente dos outros tratamentos. Esse aumento foi, em média, de
até quatro vezes a escopolamina produzida pelas folhas das plantas controle. Nao
houve diferencas significativas entre a razao de indugéo encontrada nas folhas controle,
no tratamento de Meda 5,0 ug/m! e o tratamento com dano mecanico apés 10 dias da
retirada de 50% das suas folhas.

As plantas controle e as plantas tratadas com Meda 5,0 ug/ml tiveram um
aumento de area foliar seis vezes maior do que as plantas tratadas com MeJda 50 ug/mi
diferindo significativamente. Ao compararmos a producdo de escopolamina com o
aumento de area foliar total das plantas durante os 10 dias de tratamento, podemos
observar que as plantas que produziram mais escopolamina tiveram uma taxa de
crescimento relativo menor que as plantas controle e as tratadas com Melda 5,0 ug/ml

ou as danificadas mecanicamente (Figura 30).
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Frequéncia

1,0 1,5 20 3,0 4.0 5,0 6,0
Concentragaoc {mg/g)

Figura 13. Distribuicio de freqiéncia da concentragdo de escopolamina em folhas de
uma amostra aleatoria de 17 individuos de uma populacdo Brugmansia suaveolens

coletada na Serra do Japi, Jundiai, SP.
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Figura 14. Concentracdo média (+ efro padrdo) de escopolamina em brotos apicais e
folhas maduras (5% e 62 folhas) de plantas de Brugmansia suaveolens (teste t para
amostras independentes com variancias desiguais, t=8,073, Pycaudar<0,001). Os

numeros dentro das barras representam o n amostral.
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Erro 1,815 ]| 12 ]| 0,151 |

Figura 15. Concentracdo média (+ erro padrdo) de escopolamina em diferentes partes

de frutos verdes de Brugmansia suaveolens e sua respectiva ANOVA de um fator.
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Fonte SQ GL| OM F P
Entre estagios fenoldgicos 8,048 3 ]2683 69455 | <0,001
Entre partes da planta 8985 | 5 {1797 | 46,523 | <0,001
Estégios fenologicos x partes daplanta | 18,591 | 15 | 1,239 | 32,088 | <0,001
Erro 7,416 | 192 0,039

Figura 16. Conceniracdo média (+ erro padrio) de escopolamina dentro de cada

orgéos em cada estagio fenolégico e sua respectiva ANOVA de dois fatores (com
dados transformados em raiz quadrada da concentragio). Ver Apéndice 1 para teste a
posteriori de Tukey.
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Figura 17. Razao de inducdo média (+ erro padrao) em diferentes tempos apés o inicio
do dano mecanico e sua respectiva ANOVA de um fator. Letras diferentes representam

diferengas significativas (teste de Tukey, o = 0,05).

representam o n amostral.
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Figura 18. Razdo de inducdo em fungédo da concentragio inicial de escopolamina em

folhas de Brugmansia suaveolens.

55



3,5 -
3 -
Folha madura {n=10)
2,5 - >
o
ki
-E 2- Flor (n=8)
= ! i
k-]
5 1,5 -
3
e Broto apical (h=10)
1- t '
0,5 -
Fruto (n=8}
% prormmmamm e
0 - , : , : : ;
i) 0,5 1 1,5 2 25 3

Concentracie incial {mg/g)

Figura 19. Razdo de indugio média (+ erro padréo) em fungdo da concentracao inicial
média de escopolamina (+ erro padréo) em diferentes partes de plantas de Brugmansia

suaveglens.
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Figura 20. Taxas de consumo relativo {TCsR) e taxas de crescimento relativo (TCrR)
meédias [+erro padrdo (n amostral dentro das barras de TCsR)] em larvas de Spodoptera
frugiperda submetidas a diferentes tratamentos e suas respectivas ANOVAS de um

fator. Letras diferentes representam diferencas significativas (teste de Tukey, a = 0,05).

ANOVA (TCsR)
Fonte SQ GL QM F P
Entre indicesdeconsumo 21,196 3 7,085 22,492 <0,001
Erro 27015 86 0314

ANOVA (TCrR)
Fonte SQ GL oM F P
Entre indices de crescimento 1,093 3 0,364 6,996 <0,001
Erro 4,479 86 0,052
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Figura 21. Taxas de consumo relativo em fungdo de taxas de crescimento relativo em
larvas de 4° estadio de Spodoptera frugiperda alimentadas por 24 h em folhas de
Ricinus communis (controle - e) e folhas de Brugmansia suaveolens gendtipo 10 (0,1

mg escopolaminalg - o).
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Figura 22. Taxas de consumo relativo em fungéo de taxas de crescimento relativo em
larvas de 4° estadio de Spodopfera frugiperda alimentadas por 24 h em folhas de
Ricinus communis (controle - ») e folhas de Brugmansia suaveolens gendtipo 4 (2,0 mg

escopolaminalg - o).
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Figura 23. Taxas de consumo relativo em fungao de taxas de crescimento relativo em
larvas de 4° estadio de Spodopfera frugiperda alimentadas por 24 h em folhas de
Ricinus communis {controle - e) e folhas de Brugmansia suaveolens genétipo 11 (5,0mg

escopolaminalg - o).
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Figura 24. Taxas de consumo relativo {(TCsR) e taxas de crescimento relativo (TCrR)
médias [terro padrdo (n amostral deniro das barras de TCsR)] em larvas de Spodopfera
frugiperda submetidas a diferentes tratamentos, e suas respectivas ANOVAS de um

fator. Letras diferentes representam diferencas significativas (teste de Tukey, o = 0,05).

ANOVA (TCsR)
Fonte SQ GLi QM F P
Entre indices de consumo | 19,555 | 4 | 4,889 | 17,580 | <0,001
Erro 34,482 (1241 0,278

ANOVA (TCrR)
Fonte SQ GL! QM F P
Entre indicesde consumo | 3,126 | 4 | 0,781 | 25726 | <0,001
Ermo 3,767 1124 0,030
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Figura 25. Taxas de consumo relativo em funcéo de taxas de crescimento relativo em
larvas de 4° estadio de Spodoptera frugiperda alimentadas por 24 h em folhas de
Ricinus cormmunis (controle - ) e folhas de Brugmansia suaveolens gendtipo 4 (2,0 mg

escopolamina /g) antes (o) e depois de 24 h do dano foliar {A).
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Figura 26. Taxas de consumo relativo em fungdo de taxas de crescimento relativo em
larvas de 4° estadio de Spodoptera frugiperda alimentadas por 24 h em folhas de

Ricinus communis (controle - «) e folhas de Brugmansia suaveolens gendtipc 11 (5,0

mg escopolamina/g) antes {C) e depois de 24 h do dano foliar (A).
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Figura 27. Percentagem de sobrevivéncia de larvas de Spodoptera frugiperda em

dietas com diferentes concentragbes de escopolamina (em % de massa seca da dieta).

Letras diferentes

representam diferengas significativas na sobrevivéncia final

(comparagio mdltipla de proporgdes, x=40,873, gi=4, P<0,001).
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Figura 28. Tempo de desenvolvimento médio para pupa¢ao em dias (+ erro padr&o), e
a respectiva ANOVA de um fator, em larvas de Spodoptera frugiperda se alimentado de
dieta artificial com diferentes concentracdes de escopolamina. Os ndmeros dentro das
barras representam o n amostral Letras diferentes representam diferencas

significativas (teste de Tukey, « = 0,05).
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ANOVA (Razéo de Inducio)

Fonte SQ GL QM F P
Entre tratamentos | 421,380 | 4 | 105,348 | 13.036 | <0,001
Erro 323,245 | 40 8,081

ANOVA (Taxa de Crescimento Foliar Relativa)

Fonte SQ GL QM F P
Entre tratamentos 3267,966| 2 |1633,983| 9,142 | 0,001
Erro 4289,601| 24 | 178,733

Figura 30. Concentracdo média (+ ero padrdo) de escopolamina e taxas de
crescimento foliar relativas médias (+ erro padrao) obtidos em ensaios utilizando folhas
de plantas de Brugmansia suaveolens controle, tratadas com Metil Jasmonato (Meda) e
danificadas mecanicamente, e sua respectiva ANOVA. Para cada variavel: letras

diferentes representam diferencas significativas (teste de Tukey, « = 0,05).
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5.  DISCUSSAO

§.1. Alocagao de alcaldides tropanicos dentro de B. suaveolens

A presenca da escopolamina em cada 6rgdo durante as fenofases do ciclo de
vida de B. suaveolens, esta relacionada com o valor desses érgaos em cada
fenofase. Vérios ensaios preliminares foram realizados para que pudéssemos ter
uma vis&o geral de como B, suaveolens aloca a escopolamina durante o seu ciclo de
vida, dando embasamento suficiente para realizar ensaios futuros de inducdo e de
herbivoria. Nos resultados dos ensaios preliminares para B. suaveolens mostraram
que ndo houve diferenca significativa entre o contetido de escopolamina da parte
distal e proximal das folhas. Da mesma maneira, os resultados obtidos nos ensaios
onde se analisou a variacéo da escopolamina ao longo do dia (24 h) mostraram que
nao ocorreram flutuacbes dos seus niveis. A andlise das diferencas nos niveis de
escopolamina em diferentes folhas dentro da mesma planta de B. suaveolens,
indicaram que n&o havia diferencas dos niveis de escopolamina dentre as folhas
maduras, porém as folhas jovens (brotos) sempre possuiam niveis significativamente
mais altos, e as folhas senescentes possuiam niveis muito baixos. Desta forma, as
folhas utilizadas nos ensaios sempre foram as folhas situadas entre as de nimero 3
e 6, evitando assim qualquer diferenca ocasionada por idade ou diferentes locais na
planta.

Os resultados dos ensaios de microdistribuicio de escopolamina em folhas de
B. suaveolens, mostraram que também nac haviam diferencas significativas nos
niveis dessa substéncia em diferentes posigdes dentro das folhas. Esses resuftados
s&o contrarios aos obtidos por Zanger! & Rutledge (1996), nos quais foram dosadas

as concentragbes de furanocumarinas em discos de folhas provenientes de
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diferentes posicbes em plantas de Pastinaca sativa L. e foram encontradas
diferencas significativas no contetido dessas substancias. No caso de B. suaveolens
pudemos utilizar nos ensaios qualquer parte das folhas, sem alteragdo nos
resultados devido a essas diferencas.

Os resuitados obtidos por van Dam et al. (1993), utilizando a técnica de
indug@o em estafeta, mostraram que houve a necessidade de efetuar corregbes nos
valores de indugéo obtidos, devido a diferencas encontradas nas concentractes de
alcaldides nas partes proximais e distais das folhas das trés espécies de plantas por
eles estudadas, uma vez que foram utilizadas as partes distais removidas das folhas
para promover 0 dano mecanico, como controle dos tempos de indugéo seguintes.
Esses autores também relataram diferencas entre as partes distais ao fongo do
ensaio, fator que os levou a necessidade de novamente corrigir os dados de inducéo
obtidos, a fim de expressar apenas o aumento ocasionado pela inducio e evitar
erros ocasionados por flutuagbes naturais dos niveis de metabdlitos. Diante dos
resultados preliminares, vimos que a técnica de Van Dam, et al. (1993) poderia ser
utilizada para B. suaveolens, sem necessidade de realizar corregbes, uma vez que
nao ocomreram alteragbes nos niveis de escopolamina entre locais diferentes na
mesma fotha, entre folhas maduras em diferentes posigées dentro da planta e
durante o ciclo circadiano em folhas na mesma posicéo na planta. Estes fatores eram
de extrema importéncia para que pudessem ser comparadas as folhas controle
(distais) com as induzidas (proximais), sem perigo de haver alteracbes dos
resultados devido a diferengas que néo fossem as ocasionadas pelos danos
mecanicos.

Os ultimos ensaios preliminares foram realizados com flores e frutos. Nas

analises dos niveis de escopolamina em diferentes posicdes dentro do mesmo fruto
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ou flor, ou frutos e flores em diferentes posicdes dentro da mesma planta, foram
constatadas diferencas significativas apenas entre as partes proximais e distais das
flores. Essas diferencas, levaram & necessidade de efetuar correcdes nos valores
obtidos de indug@o em flores, utilizando-se o fator de 1,08 sobre as flores controle.
Nos frutos néo ocorreu variagdo. Provavelmente as concentracbes mais elevadas de
escopolamina nas partes proximais das flores esteja relacionada com a protecdo
destas contra predadores, uma vez que a parte reprodutora feminina se encontra na

parte proximal.

5.2. Indugao de alcal6ides tropanicos como estratégia de defesa

A escassez de trabalhos relacionados com a elucidacdo de mecanismos de
defesa envolvendo alcaldides tropanicos nos levou a necessidade de realizar uma
série de ensaios visando determinar como estes alcaldides se distribuem nas
diferentes partes das plantas de B. suaveolens, sempre tendo uma vis3o do valor
adaptativo da planta ao seu ambiente. Uma maneira de se medir a importancia de
uma certa parte da planta seria remové-la e observar a resposta da planta na sua
auséncia (McKey, 1979; Krishik & Denno, 1983). Porém, este método acarreta
inumeras dificuldades no que diz respeito a metodologia usada para comparacéo
entre a resposta da planta diante da auséncia do érgdo em cada caso.

Diante do acompanhamento da distribuicdo da escopolamina durante as
diferentes fases fenoldgicas do ciclo de vida da B. suaveolens, pbde-se demonstrar
que durante a fase vegetativa da planta, os locais onde os alcaldides tropanicos
(especialmente a escopolamina) apareciam em quantidades maiores eram nas folhas
jovens seguidas em menor quantidade, no caule. Nas outras fases fenoldgicas, esta

distribuigdo foi mudando em fungdo da importancia dos orgéos envolvidos em cada
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fase, sendo sempre mantidos os niveis nas folhas jovens. Na fase de florescimento,
as flores foram os 6rgéos que possuem maior concentragdo enquanto que na fase de
frutificacao, foram os frutos. Dentro das flores, foi visto que as partes proximais
possuem concentragdes mais elevadas que as distais, provavelmente devido a
importancia desta regi@o dentro da flor, para a reproducdo. As folhas maduras
sempre apresentaram niveis menores de escopolamina que as jovens. Os estudos
de Raupp & Denno (1984), demonstraram que as folhas jovens s&o0 mais suscetiveis
aos herbivoros do que as folhas mais maduras. Estas folhas maduras, uma vez que
estao fotossinteticamente operando em niveis maximos, teriam quantidades
elevadas de nitrogénio e agua, recursos estes importantes para o crescimento dos
herbivoros, sendo assim mais procuradas. No caso de B. suaveolens, a presenca de
niveis altos de escopolamina nas folhas jovens e de altos niveis de inducdo nas
folnas maduras, provavelmente estdo relacionados com diferentes tipos de defesa,
caracteristicas estas que estariam relacionadas a resposta da planta diante de
ataques de herbivoros em freqiéncias distintas para cada parte da planta.
Claramente, todas as partes das plantas contribuem para a sua adaptacio ao
meio ambiente, porém, pode-se dizer que a perda de certa parte em particular, pode
levar a consegiiéncias mais ou menos importantes do que outra parte. Da mesma
forma, a perda de certo 6rgic pode ter um efeito mais severo na adaptacao se
removido em um estagio especifico de desenvolvimento do que outro 6rgéo (Mooney
& Gulman, 1982). Normalmente, partes vegetativas perdidas sdo mais facilmente
repostas do que partes reprodutivas. Em muitos casos, como por exemplo em
plantas monocarpicas, a perda de frutos pode representar danos irreparaveis,
levando ao desperdicio de toda a energia gasta na sua formacdo, diante das

atividades de desenvolvimento do 6rgdo reprodutivo. Sementes e frutos tém grandes
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probabilidades de serem atacados por herbivoros, pois possuem nutrientes de forma
concentrada e s&o compostos de complexos de proteinas e carbohidratos bastante
atrativos para herbivoros que os consumam. No estudo com B. suaveolens, os
niveis de escopolamina encontrados foram altos nos frutos e sementes,
provaveimente em decorréncia de respostas da planta no sentido de se defender
desse tipo de ataque.

Em B. suaveolens, o nivel de escopolamina nos ensaios de indugdo mecanica
de folhas maduras aumentou 3,5 vezes, apds 24 h de indugéo (0,5 mg/g de folha
seca), quando comparade com o nivel do controle (0,15 mg/g folha seca). Quando
comparamos esses resuitados, com os obtidos para folhas jovens sem tratamentos
de induco, podemos observar que estas possuem nivel cinco vezes maior que as
folnas maduras induzidas, sugerindo a importancia da escopolamina, em
concentragbes altas, nos brotos e folhas jovens (provavelmente funcionando como
defesa constitutiva). O mesmo ocorre com os teores de escopolamina encontrada
nas flores (1,35 mg/g flor seca) e nos frutos (1,96 mg/g fruto seco). Esses
resultados, e a ndo indugdo de folhas jovens, corroboram os resultados obtidos por
Zangerl (1990), que constatou a inducdo de furanocumarinas em folhas maduras
danificadas mecanicamente, e o trabatho de Nitao & Zangerl (1987), que nao
detectou indugdo nas flores e frutos que j& possuiam quantidades elevadas de
furanocumarinas (niveis constitutivos). As razdes de inducdo obtidas no trabalho,
apoiam essa teoria, uma vez que estas, sdo inversamente proporcionais acs niveis

iniciais de escopolamina presentes nos 6rgéos analisados.
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5.3. Indugado por Melda

Baseado nos frabalhos de Baldwin, (1998), Zanger! et al. (1997), Baldwin &
Callahan (1993) e Zabetakis et al. (1999), os ensaios de indugio de escopolamina
atraves da aplicagdo de MeJa 50 ug revelaram que as plantas de B. suaveolens
diminuiram significativamente o seu crescimento por um periodo de 10 dias logo
apos a inducgdo, quando comparadas com plantas controle nao tratadas. Esses
resultados corroboram os resultados obtidos por Zabetakis et al. (1999), que
observaram aumento significativo de até duas vezes na concentragioc de alcaldides
tropénicos em cultura de raizes de Dafura stramonium L. (Solanaceae) tratadas com
Meda. O aumento observado em B. suaveolens foi bastante superior, chegando a
quatro vezes o valor inicial encontrado. Claramente, pode-se verificar que ocorreu
significativa queda no crescimento das plantas tratadas (tiveram seis vezes menos
acréscimo na area foliar que as controle) provavelmente devido ao investimento que
a planta realizou na produgio ou translocacdo da escopolamina no tratamento de
indugdo. Baldwin & Hamilfon (2000) verificaram que em Nicotiana sylvestris L.
(Solanaceae) ocorreu a mesma redugdo no crescimento, acompanhada de uma
reducio no processo reprodutive e na habilidade das plantas competirem por NOs.
Verificou-se que o sistema de produgdo ou translocacio de metabdlitos leva a um
gasto energético que reduz, no caso de B. suaveolens, o gasto de energia para o
crescimento vegetativo, por exemplo. Redman et al. (2001) obtiveram resultados
semelhantes com Lycopersicon esculentum L. (Solanaceae). Neste trabalho, através
da aplicacdo de MelJa, induziu-se a atividade de duas enzimas envolvidas em
processos de defesa através da aplicagdo do Mela e observou-se uma queda
significativa no crescimento, nimero e tamanho de frutos, tempo de amadurecimento

e decréscimo do ndmero de sementes produzidas pelas plantas tratadas. Concluiu-
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se que a defesa induzida impés um custo significativo para a planta. De grande
importancia é verificar que as plantas de B. suaveolens que sofreram o tratamento
com dano mecanico foram analisadas 10 dias apds o inicio da inducdo. Nos ensaios
verificamos que 0 maximo de indug&o ocorre 24 h apés o danc mecanico e os niveis
voltam ao normal 96 h apds o inicio. Sendo assim, era de se esperar que, apés 10
dias, os niveis de escopolamina j& estivessem equivalentes ao do controle, fato este
que foi verificado.

Todos os ensaios discutidos até 0 momento indicaram que, em B. suaveolens,
ocorrem Os processos de inducdo mecanica, indugdo pela aplicagdo de Meda, e que
a indugdo acarreta custos que podem levar a diminuigdes nos processos do
metabolismo primario da planta. Testes realizados utilizando herbivoros generalistas
(Spodoptera frugiperda) esclareceram, em parte, se esta inducdo estd realmente
relacionada com a defesa. Testes de inibigdo de alimentacdo utilizando dietas
acrescidas de escopolamina ou dietas a base de folhas de B. suaveolens para a
alimentacéo de larvas de S. frugiperda, revelaram claramente a preferéncia das
larvas pelas dietas controle (dietas sem escopolamina ou folhas de Ricinus )-

O efeito inibidor de alimentagdo da escopolamina, testado através de ensaios
onde esta foi incorporada as dietas especificas, foi marcante em dosagens
superiores a 0,5 mg/g de dieta seca. Os resultados se assemelham com os obtidos
nos trabalhos de Hernandez et al. (1999), no qual observou-se redugdo drastica da
alimentacao de larvas de S. frugiperda em dietas acrescidas de extratos de folhas de
Vitex trifolia L. (Verbenaceae), e ao trabalho de Hosozawa et al. (1974) no qual se
observou o mesmo efeito sobre larvas de Spodoptera fitura alimentadas com extratos
de sementes. Também foram observadas taxas de mortalidade altas quando 0s

extratos de Vifex ultrapassavam 1,0 mg/g de dieta seca. Observamos que os efeitos
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da escopolamina sobre as larvas de S. frugiperda s&o dose dependentes, uma vez
que a taxa de mortalidade das larvas foi aumentando proporcionalmente em relagéo
ao aumento da sua concentragdo. A escopolamina oferecida as larvas em
concentragdes intermediarias (0,25 e 0,5 mg/g de dieta seca) estdo na faixa da
concentragédo encontrada em diversos 6rgdos das plantas de B. suaveolens na
natureza. A concentracdo mais elevada (2,5 mg/g de folha seca) corresponde
aproximadamente a valores encontrados em folhas jovens, flores, frutos € em folhas
maduras induzidas e pode estar relacionada com o processo de defesa da planta,
uma vez que diminui a chance de sobrevivéncia das larvas que as consumiram.

Os testes de consumo e crescimento relativo de larvas de S. frugiperda
alimentadas com folhas de B. suaveolens foram fundamentais para elucidar davidas
relativas aos efeitos téxico e repelente da escopolamina entre B. suaveolens e S.
frugiperda. Os ensaios demonstraram que os efeitos estdo intimamente associados
a concentracdo de escopolamina encontrada nas folhas das plantas de B.
suaveolens. As trés concentragbes de escopolamina encontradas nas folhas das
trés plantas de B. suaveolens, levaram as larvas a reagirem de forma diferente. As
folhas dos trés gendtipos (4, 10 e 11) contendo respectivamente 2,0, 0,2 e 5.0 mg/g
de folha seca de escopolamina levaram a um aumento das taxas de consumo, porém
levaram as larvas a perder peso, indicando o efeito txico dessa substancia. Esse
efeito téxico ficou mais evidente quando as larvas foram alimentadas com folhas de
B. suaveolens submetidas ao processo de inducdo mecanica. As larvas submetidas
a esse tratamento apresentaram os efeitos toxicos mais evidentes, chegando a

perder até 0,3 mg de massa por cada mg de folha consumida.
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5.4. Custos da indugao

Em geral, aceita-se que as defesas das plantas contra herbivoros deveriam
ocorrer, na maioria dos casos, em plantas com crescimento lento. 1sso porque estas
plantas teriam menos condigbes de reagir através do crescimento, compensando a
perda de tecido ocorrida apds os ataques de herbivoros. Em contraposiciio, Herms
& Mattson (1992) descreveram que plantas com crescimento rapido teriam respostas
induzidas de resisténcia muito mais fortes. Segundo esses pesquisadores, esses
tipos de respostas podem estar relacionadas com varios fatores, entre eles:

1. A grande maioria dos mecanismos que levam a resisténcia induzida sdo
associados com 0 processo de crescimento. Muitos dos metabdlitos secundarios
envolvidos na resisténcia de plantas a herbivoros sdo sintetizados em proporcdes
maiores em plantas com crescimento rapido. Desta forma, poderia-se dizer que
plantas com crescimento lento néo teriam os mecanismos adequados para utilizar a
resisténcia induzida.

2. Mudancas metabdlicas que levam a resultados positivos quanto a
resisténcia diante de ataque de herbivoros provavelmente dependem da velocidade
da resposta induzida. Plantas com crescimento lento ndo teriam condigbes de ativar
seu metabolismo a tempo de se defender do ataque.

A selec3o natural para plantas com crescimento rapido resulta em espécies
que sdo altamente competitivas em capturar luz e outros recursos, porém,
geralmente possuem sistemas de defesa bastante pobres (Bryant et al., 1983; Coley
et al, 1985). Em resposta ac ataque contra herbivoros, essas plantas alocam
recursos para o crescimento e ndo para se defender constitutivamente. Quando
atacadas, essas plantas tém habilidade para crescer rapidamente (Louda et al.,

1990) ou para responder ao ataque através da resisténcia induzida (Coley, 1987).
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Esses argumentos levam a crer que ocorre competicdo por recursos que a planta
pode alocar entre o processe de crescimento e o de defesa (Coley et al., 1985; van
der Meijden et al, 1988; Herms & Mattson, 1992). Porém, a defesa induzida
representa uma alternativa menos custosa para estas plantas de crescimento répido,
as quais estariam sob forte pressao para alocar recursos para o0 crescimento. A
grande esséncia deste argumento é que a resisténcia induzida levaria a planta a
economizar 0s custos relacionados a defesa quando esta nao € necessaria, no lugar
de gastar recursos para o crescimento em ambientes onde ha grande recompensa
para 0 crescimento rapido. Brugmansia suaveolens pode ser considerada uma
planta de crescimento rapido na fase vegetativa e responde de acordo com a teoria
de Herms & Mattson (1992) guando submetida a danos foliares, aumentando os
niveis de escopolamina no local adjacente ao dano. Ao atingir uma fase de
florescimento e frutificacdo, as respostas induzidas parecem ndo exercer um papel
t8o importante como o papel das defesas constitutivas encontradas nas fothas jovens
(brotos), flores e frutos.

A distribuicdo de escopolamina encontrada em B. suaveolens estd muito
proxima do que prediz a teoria da defesa 6tima postulada por McKey (1574) e
Rhoades (1979) e nos parece estar relacionada a dois tipos de defesa: (1). a defesa
induzida quando ccorrem danos nas folhas maduras; (2). A defesa através de niveis
constitutivos de alcaldides nos drgéos mais importantes em cada fenofase da planta.
Os resultados também demonstraram que nos 6rgd@os nos quais a quantidade de
escopolamina se apresenta em niveis mais altos (constitutivos), ndo ocorre uma
indugao significativa diante de danos mecénicos, concordando também com a teoria

da defesa otima, uma vez gque ndo ha necessidade de gastar energia para a
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producéo de substancias de defesa, uma vez que os niveis constitutivos ja estdo
estabelecidos.

Alguns trabalhos demonstraram mecanismos de defesa de plantas contra
herbivoros mediados por inibidores de proteinases (Ryan, 1979; Nelson et al., 1983;
Hilder et al., 1987). Esses autores, detectaram a presenca destes compostos em
mais de 40 espécies representando 20 familias. O processo mediado por um fator
indutor, que & liberado no sistema vascular das plantas atacadas, leva essa
substancia até o local do ataque inibindc o predador por seus efeitos
antialimentantes. Provavelmente, em B. suaveolens, os mecanismos de defesa
induzida e ou de defesa constitutiva funcionam através deste modelo. Os 6rgaos que
necessitam de defesas instantaneas, possuindo niveis constitutivos de defesa,
possuem acumulo de substancias de defesa devido aos genes se expressarem
continuamente. Na defesa induzida, ocorrem sinais (por exemplo, perda de massa
foliar por herbivoria) para que sejam liberadas substancias que levem esses genes a
se expressarem. Os resultados obtidos demonstraram, claramente, que ocorre um
aumento significativo de escopolamina 24 h ap6s folhas maduras de plantas de B.
suaveolens serem submetidas a danos mecanicos. Fsse aumento, aliado ao efeito
toxico e repelente observado nos ensaios especificos utilizando escopolamina
(discutidos adiante), pode ser interpretadoc como um processo de inducio e,
provavelmente, estd relacionado com mecanismos adaptativos da planta em
resposta & quantidade e tipo de herbivoria que ela sofre em seu ambiente natural,
Resultados semelhantes foram obtidos por Khan & Harborne (1990, 1991), através
da inducdo de folhas de Afropa acuminata L. (Solanaceae) por danos mecanicos e

por herbivoria. van Dam et al. (1993) e van Dam & Vrieling (1994) também obtiveram
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inducdo apds 24 h, quando folhas de Cynoglossum officinale L. (Boraginaceae)
foram submetidas a tratamentos de dano mecénico.

Também observou-se a presenca de concentragbes altas de escopolamina
nos érgdos mais importantes em cada fenofase da planta. Pressupondc que as
defesas sdo custosas e cada tipo de resposta a diferentes tipos de danos estéo
relacionados com a maneira das plantas otimizarem o balango custo-beneficio
(Karban & Myers, 1989), podemos inferir alguns fatores. De acordo com o trabalho
de van der Meijden et al., (1888) e van der Meijden, (1990), as estratégias de defesa
das plantas estéo relacionadas diretamente com a probabilidade destas serem
atacadas. Defesas constitutivas estariam relacionadas com plantas que possuem
alto risco de serem atacadas por insetos generalistas, enquanto que as defesas
induzidas seriam mais vantajosas para plantas que sofrem baixo risco de ataque e
pressbes ocasionadas por ataques imprevisiveis de herbivoros. No caso de plantas
gue s&o atacadas principalmente por herbivoros especialistas {aqueles que ja se
adaptaram as defesas quimicas da planta hospedeira), 0 aumento da producdo de
substancias de defesa provavelmente nédo levaria a diminuicdo do ataque e, nestes
casos, uma rebrota rapida e eficiente poderia ser o mecanismo gque levaria a um
Maior Sucesso.

Os resultados demonstram, claramente, que a escopolamina tem influéncia
negativa sobre herbivoros e a sua presenca nas folhas de B. suaveolens esta
relacionada com a defesa da planta contra esses herbivoros. A sua presenga em
altas concentragfes nos érgaos reprodutivos e nos brotos (meristemas) e a indugéo
nas folhas maduras provavelmente representam uma forma de defesa, conferindo &

planta importantes caracteristicas de respostas aos ataques de inimigos naturais.
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6. CONCLUSAO

Nossos resultades demonstraram que, em folhas de B. suaveolens, somente
ocorrem diferencas no contetido de escopolamina entre as jovens e as maduras. Nos
outros 6rgéos (caule, raizes, flores e frutos), os niveis acompanham a importancia do
orgéo em relacdo a fenofase estudada. Esses dados podem ser interpretados
segundo a teoria de ofimizagdo de defesas em plantas, pela qual érgdos mais
valiosos em termos de aptiddo dentro de um dado estagio fenolégico alocariam
maior quantidade de substancias de defesa e, portanto, seriam mais protegidos
contra inimigos naturais.

Os resultados de indugéo mostraram que, quando 50% da area foliar de folhas
de plantas de 90 dias de idade foram removidas mecanicamente, houve aumento de
até quatro vezes na escopolamina presente 24 h apos o dano. Este aumento
perdura até 48 h apbs o dano, voltando aos seus niveis iniciais apoés 96 h. Sugere-
se gue esta resposta de indugio pode ser um mecanismo relacionado com a defesa
da planta contra ataque de seus inimigos naturais.

Quando esta indugo foi promovida através de jasmonato de metila, os
resultados mostraram que as plantas que tiveram uma razdo de indugdo maior
tiveram um crescimento menor, e as plantas com uma razao de inducdo menor
investiram mais no crescimento vegetativo, aumentando em até 30% sua area foliar
quando comparadas com as primeiras. Esses dados suportam a hipotese de que
defesas sd0 custosas e quando recursos sdo utilizados para defesa eles sdo
retirados de outras atividades da planta como por exemplo, crescimento e

reprodugao.
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O consumo de folhas, contendo diferentes concentracdes de escopolamina,
por larvas de S. frugiperda, mostrou-se txico, uma vez que diante do seu consumo,
podem ocofrer perdas consideraveis de massa, dificultando a sua reprodugéo,
levando ao atraso da pupacdo e, em certos casos, ocasionando a mortalidade das
larvas.

Até o momento, somente ocorreram relatos da influéncia de danos mecanicos
sobre a producgo de alcaldides tropénicos, ndo sendo esclarecidos a sua influéncia
sobre inimigos naturais. E sabido pela literatura (Kahn & Harborne, 1991) que os
efeitos de danos artificiais e naturais nem sempre podem ser comparados entre si.
Pode-se sempre presumir que substancias guimicas que nao foram medidas podem
estar mudando como resposta aos danos realizados. Este trabalho foi o primeiro a
relatar o efeito de um alcaldide tropanico sobre inimigos naturais de plantas. O
trabalho se iniciou de forma a obter base de informac&o preliminar suficiente para
saber quais os alcaldides tropanicos estavam presentes nas plantas de B.
suaveolens. Diante dos resultados nos quais a escopolamina sempre aparecia como
alcalbide principal (em quantidade), foram realizados ensaios para verificar a sua
distribuicdo natural nas plantas durante o seu ciclo de vida. Apos essas informagdes
preliminares, pudemos realizar 0os ensaios de inducdo que, sempre acompanhados
de controles rigorosos, nos levaram a resultados quanto a elevacédo da concentragao
da escopolamina diante de danos mecanicos. Os ensaios com herbivoros
generalistas completaram um ciclo onde pode ser demonstrado que a escopolamina
produzida por B. suaveolens teve influéncia sobre as larvas de S. frugiperda,
levando-as, em certos casos, até a morte. Esses resultados nos levam a concluir que

a escopolamina age como agente de defesa contra este herbivoro generalista.
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