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Resumo

Neste trabalho empregamos a técnica de espectrasdopoacustica no
infravermelho médio por transformada de Fourier§HATIR) para analise de compostos
biolégicos como a ferrugem da soja e formigas. maarizacdo da ferrugem asiatica foi
realizada por meio da analise dos modos vibragomableculares associadas a
composi¢cdo quimica de folhas de soja sadias etanfas com o fungo da ferrugem
asiatica,P. phachyrhizi Foram coletados varios espectros das folhas atmapdo o seu
crescimento e a evolugao do fungo a fim de monitaltaracbes que o fungo provoca na
folha. A técnica de microscopia eletrbnica de \dura (MEV) foi empregada para
confirmar e verificar visualmente, de forma compgaecom o0s espectros de FTIR, a
evolucéo do fung®. phachyrhizinas folhas de soja. Os resultados alcancados arenstr
que h&d um aumento inicial no conteddo de lipidimcoreacdo da planta de tentar
compensar suas reservas energéticas consumidasipgto Em um estagio mais evoluido
da doenca, foi observado também um aumento no (cbmige ésteres da superficie foliar
que esta relacionado a reacao quimica da plantaianuma barreira quimica por meio do
aumento da quantidade de cera cuticular. Esta méSenéca, também foi utilizada na
caracterizagao de hidrocarbonetos cuticulares elonaéns de formigas, 0s quais servem
para a distincdo entre castas. A distincdo enti@nizs de formigas oriundas de biomas
pode ser observada, indicando a influéncia do maioral na composicédo quimica do seu
exoesqueleto. As formigas que vivem em colbnias,qaais se situam em regides
climaticas proximas, se comportam similarmentasjéegides que se distinguem muito em
condicfes climaticas também mostram estas separdp8egrupos de formigas estudados.
Estes resultados mostram que a técnica de PAS-&lldRa a analise multivariada pode

ser uma ferramenta importante para o estudo dadaxia.
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Abstract

In this work employ the technique of photoacouspectroscopy in the infrared by
Fourier transform (FTIR-PAS) for analysis of biolcgj compounds such as soybean rust
and the ants. The characterization of the Asiart wss performed by analysis of
molecular vibrational modes from the chemical cosifpan of soybean leaves of healthy
and infected with the Asian rust fungu3, phachyrhizi Several spectra were collected
from leaves following their growth and developmehthe fungus to monitor the changes
that cause the fungus in the leaf. The techniquscahning electron microscopy (SEM)
was used to confirm and verify visually, in compan with the spectra of FTIR, the
development of the fungu®. phachyrhizin the soybean leaves. The results showed that
there is an initial increase in lipid content oétplant as a reaction to try to offset their
energy reserves consumed by the fungus. In a nivanaed stage of disease was also
observed an increase in the content of esters efidaf surface that is related to the
chemical reaction of the plant to create a chemteatier by increasing the amount of
cuticular wax. This same technique was also usethéncharacterization of cuticular
hydrocarbons in abdomens of ants, which serve sbnduish between the varieties. The
distinguished from colonies of ants biomes can bgeoved, indicating the influence of
environment on the chemical composition of its owgkeleton. Ants live in colonies,
which are located in climatic regions similar, tHeshave similarly, since the regions that
differ greatly in climatic conditions also show teeparations of the groups of ants studied.
These results show that the PAS-FTIR technique ledugith multivariate analysis may

be an important tool for the study of taxonomy.
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Objetivos

O objetivo do presente trabalho € acompanhar aig@olda ferrugem que aparece
na soja, conhecida como ferrugem asiatica, caysglddungoPhakopsora pachyrhizem
diferentes estagios de crescimento da planta,zandio a técnica de espectroscopia
fotoacustica no infravermelho meédio por Transformmade Fourier (PAS-FTIR),
acompanhada pela analise de microscopia eletr@l@ozarredura (MEV) e também pela
analise de funcdo discriminante multivariada. Espee também com este, obter
informacdes sobre as mudancas na composicao qudlascéolhas causadas pela acdo do
fungo por meio dos espectros de PAS-FTIR em fundd®e diferentes estdgios de
desenvolvimento da planta. Utilizamos a técnica R&S-FTIR também para a
caracterizacdo e diferenciacdo de hidrocarbonetisutares presentes na superficie
abdominal de formigas, em conjunto com a técnicanddise de funcao discriminante. Por
meio da diferengca na concentragdo destes compostazilares esperou-se realizar a
distingcao de colonias oriundas de diferentes bidmnasileiros.

Xiii



Capitulo 1

Introducao

A técnica de espectroscopia fotoacustica no infragtho médio por transformada
de Fourier (PAS-FTIR) é uma medida direta da radiagbsorvida pela amostra. As
vantagens apresentadas pela técnica sdo muitcessssites para sua aplicacdo em
materiais de grande fragilidade, como materiaidobioos. Devido a intensidade de
radiacdo ser baixa ndo provoca a destruicdo da ayedém de, poder ser empregada para
medida de amostras com dimensdes reduzidas. Alé&saslearacteristicas, a varredura
espectral ndo emprega métodos oOpticos dispersavaditencdo dos espectros pode ser
realizada em poucos minutos, dessa forma, um gragdero de amostras podem ser
analisadas. E uma técnica de grande sensibilidadef@bilidade, e é aplicada na anélise
de diversos materiais biologicos. Esta técnicaij&impregada com sucesso na analise do
fungo Aspergillus flavus*? que ataca o milho, na diferenciacdo de microosyaos
constituintes da superficie da ma@é foi também empregada em nosso grupo para
distingdo de castas de insetos socfaisa distingéo entre as variedades convencionais e
transgénicas de sofd e também na deteccdo da ferrugem asiatica naasfalb soja
infectadas com o fungdhakopsora pachyrhiZi.

Uma vez que esta técnica ja tenha mostrado suaqulidade para andlise de
materiais bioldgicos, empregamos a mesma parasanddi soja parasitada pela ferrugem
asiatica e na analise de formigas oriundas deediifes biomas brasileiros.

A soja(Glycine Max Merr.)é uma cultura de grande valor econémico para ¢odo
Brasil, principalmente para o nosso estado, e ¥&aa as doencas que ocorrem, causando
enormes percas e prejuizos significativos paraodytor. Com isso, uma dessas doencas
merece atencdo especial, a ferrugem asiética, @jueefcebida nas safras brasileiras a
partir do ano de 2001, e hoje em dia, ja aparesequase todos os estados produtores de
soja. Essa é uma doenca que tem causado grandes pers lavouras de soja de todo o
Brasil, chegando a percas de até 100% dependendivelade infestacdo desta doenca. A
ferrugem da soja € uma doenca que se espalha eodegrapidez e a dificuldade de um
diagndstico precoce faz com que a presenca do fsejgopercebida somente quando este

ja esta na fase de esporulacéo, que ocorre quanaicédias comecam a se formar. Dessa



forma o emprego da técnica de espectroscopia PARB-pdde auxiliar no entendimento
das altera¢des quimicas que ocorrem na soja quuandsitadas pelo fungo.

Neste trabalho a utilizacdo da técnica PAS-FTIR/iiseprimeiramente, para a
determinacado de grupos funcionais presentes niaasfale soja sadias e infectadas com o
fungo da ferrugem asiéatica,Rhakopsora pachyrhizbem como, a diferenciacdo entre as
mesmas. Na primeira etapa do trabalho foram rekizas medidas PAS-FTIR e de MEV,
nas folhas de soja da variedade BRS 133 e BRS Risd&lias e infectadas com a
ferrugem asiatica, referentes ao primeiro plantiogdepois realizadas as medidas nas
amostras da variedade BRS 245 RR do segundo pléntioas técnicas como microscopia
eletrénica de varredura (MEV), microscopia Opticarélise de funcdo discriminante
também foram empregadas, juntamente com a técnecaPAS-FTIR) a fim de
complementar a analise realizada.

A técnica PAS-FTIR também foi utilizada na difer@géo de colbnias de formigas
da espécieEctatomma brunneumAs formigas estdo classificadas no grupo de asset
sociais, vivem em sociedade e cada uma tem suaduwgpecifica dentro da sua colbnia.
Estes insetos sociais possuem hidrocarbonetosulaugs que variam de acordo com a
colénia e com a fisiologia de cada individuo. E pwio destes hidrocarbonetos que o
reconhecimento dos membros da mesma espécie, emim@nto do ninho, e membros da
mesma casta, é percebido. A percepcdo € feita par ele uma pequena distancia ou por
meio do contato.

O trabalho esta dividido em 5 capitulos, a pasgstd introducéao.

No capitulo 2 é apresentada a revisdo de literasgado comentado sobre, a
espectroscopia no infravermelho, bem como, os aqeptos utlizados e o
funcionamento dos mesmos para a obtencédo de dadosep desta. Também é dito sobre
a soja, a ferrugem da soja e os insetos socia@lutindo o conceito da analise de funcao
discriminante.

No capitulo 3 é descrito o procedimento experimeetlizado para a obtengéo das
amostras e realizacdo das medidas de PAS-FTIR, MBENalise discriminante para a soja
e para as formigas.

O capitulo 4 apresenta os resultados experiment#idos destas medidas, por
meio das técnicas de PAS-FTIR, MEV e da analisgidinante.

No capitulo 5 € apresentada a conclusdo geral deatmlho quanto a

caracterizacdo das amostras por meio da técnicabsercdo molecular, bem como a

2



resposta quimica das amostras de soja infectadasime a respostas dos abdomens de
formigas de diferentes colbénias e funcbes. Tambéstencapitulo é apresentada a

eficiéncia das técnicas utilizadas.



2. Revisao de Literatura

2.1. Espectroscopia Optica na regiao espectral dafiavermelho médio.

A espectroscopia Optica realizada na regidao espedtr infravermelho médio
compreende a faixa espectral de 4000 a 400'&H. Esta regido é sensivel as vibracdes e
rotacBes de grupos quimicos moleculares e, seriln,as capaz de identificar e distinguir
radicais moleculares e os tipos de ligac6es qusreoaolvidas em determinada amostra,
sendo este, 0 aspecto mais vantajoso dessa t&¢nica

A espectroscopia Optica infravermelha de absorg&syp muitas vantagens como
técnica de andlise quimica. E uma técnica universafirios materiais como, solidos,
liquidos, gases, po e polimeros podem ser analisdd® modo geral, para analise de
muitos materiais, a técnica de espectroscopiavefmaelha € relativamente rapida, de facil
manuseio, possui alta sensibilidade e boa resalucao

A radiacdo na regido do infravermelho (IR) quandteragida com moléculas
organicas, provoca alteracées nos modos vibragaeitacionais destas moléculas. Com
isso, a frequéncia absorvida pela amostra é exatamadreqiéncia de vibracdo molecular
responsavel pela absorcdo, ou seja, é transforreadanergia vibraciondf®. Uma
transicéo infravermelha € permitida e passiva ecgéb quando a interacdo da radiacéo IR
causa, uma variacdo no seu momento de dipbldessa forma algumas moléculas
denominadas como sendo diatbmicas homonuclearegas&aem espectro infravermelho

devido a sua simetria, como @,®, ou Ch "8,

2.1.1. Modos vibracionais das moléculas

Uma molécula pode absorver energia provenientena fonte de radiacad?.
Isso ocorre quando a energia dos fotons é a megena @nergia vibracional da molécula.
Quando um feixe de fétons com uma intensidagar(tide em uma molécula que
apresenta a mesma energia de vibracdo do feixa,matécula da amostra absorvera um
foton. Assim, a intensidade (I) dos fétons que s@m absorvidos pela amostra sera menor

do que a intensidade incidente, Figura 2.1.



—> Amostra

Figura 2.1 - Absorcéo de fétons pela amostrg,X1l).

As posicdes dos atomos que compde uma moléculaauifixas e podem variar de
acordo com as vibragdes e rotagdes que ocorrenoléeua, quando a frequéncia incidida
corresponde & freqiiéncia de vibracédo da mé&8nistas vibracdes moleculares podem ser
de estiramento ou de deformacfes angulares. Ad&R@rmostra um exemplo de vibracédo
de estiramento cuja variacdo periddica da distantg@atdmica entre os atomos causa um

movimento ritmico ao longo do eixo da ligacdo, goee ser simétricas ou assimétricas
[8,9,12]

Vibragées de Estiramento

N\ N\

Simétrico Asgsimeétrico

Figura 2.2 —llustracéo das vibracdes de Estiramento do tip@8ioo e Assimétrico.

As vibracdes de deformacdo angular, Figura 2.3actamizam-se pela variacao
ritmada do angulo entre duas ligacdes, sem quesiggmorelativa dos atomos se altere.
Estas vibracdes de deformacdo angular podem sgrade tipos: tesoura, balancgo, torgao
e sacudid&**4



Vibracoex de Deformacao Angular

2 o 2N

Balango no plano Terourano plano

Agitacao tora do plano Tor¢ao fora do plano

Figura 2.3 —llustrag&o das vibrages de DeformagBes Angularéipd Balanco, Tesoura, Agitagéo e
Torcéo.

2.2. Deteccéo por meio do efeito fotoacustico.

O efeito fotoacustico em sélidos foi observado pgaianeira vez em 1880 por
Alexandre Graham Bell, em seus estudos sobre cofare 6ptico ou “photofone”. Ele
percebeu que incidindo luz solar modulada em umd®dlentro de uma célula, gerava no
ar a sua volta sons audiveis que podiam ser aogulifis e captados a partir de um tudo
ligado & referida célul&>'® Em 1881, Bell apresentou sua descoberta a Assacia
Americana para o Desenvolvimento da Ciéncia, ngsiisges termos: “a natureza dos
raios que produzem efeitos sonoros em substandE®mtes depende da natureza das
substancias que sao expostas a radiacédo, e qoas& em cada caso devido aos raios
do espectro que sao absorvidos pelo corpo”. Segsndanterpretacdo, a intensidade do
sinal fotoacustico dependia da quantidade de Ispralila pelo material na célula, isto é,
dependia do coeficiente de absor¢cao do material.

Desde a descoberta do efeito fotoacustico muit@sfms avancos alcancados na
area da espectroscopia Optica. Na seqiéncia dowadgenento da PAS, Busse e
Bullemer obtiveram, em 1978, pela primeira vez,speetro de absorcdo infravermelho
meédio para o vapor de metanol. Eles utilizaram sgpeetrofotdmetro infravermelho por
transformada de Fourier comercial e uma célula lirgdo gasosa ajustada com um
microfone. Seus resultados foram confrontados cembtidos pela espectroscopia 6ptica

convencional de transmissdo dando uma boa conaad@&ntre os métodos. Por este
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motivo, muitos o consideram pioneiro na espectioscpor deteccdo fotoacustica PAS
[17].

ApoOs estes, muitos outros trabalhos foram publisagim periédicos de grande
prestigio internacional. Até 2002, pouco mais de &digos haviam sido publicados sobre
as diversas aplicacdes da PAS em diferentes miateéiidos, liquidos e gasosos.

A aplicacdo dessa técnica se estende desde o wdenfisica, passando também
pela Quimica, Biologia, Medicina e Engenharia. Istwque esta técnica possui algumas
vantagens sobre a espectroscopia Optica convehciftnansmissdo, reflexdo e
espalhamento). Uma destas vantagens é que a P& medida direta da absor¢do (mede
apenas a radiacdo absorvida que relaxa na forroalolg, de forma que as por¢des de luz
transmitida, refletida ou espalhada n&o interferems medidas. E uma técnica ndo
destrutivel, visto que a amostra ndo fica situadéarproxima da fonte, ndo provoca
aguecimento da amostra analisada.

Assim, a PAS pode ser aplicada ao estudo de matedpacos, pouco
absorvedores, géis, na forma de pé ou amorfossgaenateriais onde a espectroscopia
Optica convencional ndo € adequada.

O efeito fotoacustico € geracao de um sinal aaistausado pela absor¢do de uma
radiacdo modulada dentro de uma célula fechada astanpor um microfone, conforme

llustrado na Figura 2.4.

Luz modulada

!
!
l @ Microfone

Figura 2.4 —Esquema de uma célula fotoacustica.

A radiacdo incidente, com determinada modulacd@bsorvida pela amostra,
provocando a vibracdo das moléculas, as quais rmita sinal térmico em forma de

calor. Este calor gerado ira se propagar por meimeio gasoso que envolve a amostra, na



mesma modulacdo da radiacdo incidente. Esta varidgdressdo sera captada por um
microfone situado dentro da camara fotoacustieasformando o sinal acustico captado
em sinais elétricos. A intensidade do sinal captseld proporcional as ondas térmicas
geradas pelo material e consequentemente a abstagaaliacdo incidente na amostra. O
gads que preenche a célula fotoacustica também gdesdia papel importante na
sensibilidade da deteccdo o qual pode ser héliatmgénio!”.

2.3. Espectroscopia Fotoacustica no infravermelhamm Transformada de

Fourier

A espectroscopia fotoacustica no infravermelho ¢ansformada de Fourier (no
inglés Fourier Transform Infrared Spectrometer Photoacaust PAS- FTIR) € uma
ferramenta poderosa para analise de diferentes tdpomateriais, podendo ser usada na
analise de solidos e liquid8s*® .Esta técnica ja foi empregada em analise semekhant
como a infec¢do do milhos causada pelo um fukgpergillus flavus?, na diferenciagéo
de microorganismos constituintes da superficie deant e também no Grupo de
Espectroscopia Optica e Fototérmica GEOF-UEMS s#ingBio entre espécies de soja
transgénicas e convenciondise na deteccdo da ferrugem asiatica nas folhas jde so

infectadas com o fung®hakopsora pachyrhizi'.

2.4. Espectrofotdmetros infravermelhos

Existem varios tipos de espectrofotbmetros usadms wbter o espectro de
absorcéo éptica no infravermelfb A maioria dos instrumentos na época de 1980 @ra d
tipo dispersivo, baseados nas redes de difrdt3o Foi somente depois, que estes
espectrofotdmetros foram substituidos pelos equepaéms com transformadas de Fourier,
devido & sua velocidade e conveniénia Estes espectrofotdmetros sdo denominados
Espectrofotdmetros no Infravermelho por Transformate Fourier (FTIR)®. Os
componentes basicos destes equipamentos sao feribweetro de Michelson, a fonte e o

detector.



O interferdbmetro de Michelson é a configuracdo agptinais comum usada para
experimentos de interferometria. Este instrumemto ifiventado por Albert Abrahan
Michelson com a intencé&o de provar a existéncianém luminifero éter. Contudo, seus
resultados, somados a de outros cientistas da épmoa Morley e Miler, somente
serviram para provar a invariancia da velocidadkizi@ reafirmar a teoria da relatividade.
Apesar de nao ter contribuido para seu propdésittainou seja, de provar a existéncia do
meio luminifero éter, este instrumento se mostrastdnte versatil para medidas que
envolvem grande precisao.

O interferdbmetro de Michelson é um interferdbmetm divisdo de amplitude e
constituido de um divisor de feixe (espelho sem#parente), um espelho plano mével e

de um espelho plano fixd'?, ilustrado na Figura 2.5.

Espelho Mavel
E2

.zfzz$

[

d,

¥ Divisor de Feixe

/
/
] Espelho Fixo
Fonte > < >
i:} / d, A E1

]
Detector
Figura 2.5 —Interferdmetro de Michelson.

O feixe de radiacdo é propagado em direcdo aoodides feixe, que transmite 50%
da radiacdo em direcdo a um espelho fixo (E1) leteebs outros 50% em direcdo ao
espelho mével (E2). As distancias € & dos bracos do interferémetro podem variar
devido ao espelho movel E2, de maneira que, iss@opa a variacdo no caminho optico
10121 s feixes s&o refletidos pelos espelhos E1 e fefenam novamente em direcéo ao
divisor de feixe onde sdo novamente recombinados)adndo um padrao de interferéncia.
Quando a diferenca entre os caminhos O6pticos @b percorridos pelos feixes forem

distintas, sera observado um padrédo de interfeaéquee € capturado pelo detector. O



padrdo de interferéncia observado depende da g@me caminho optico percorrido pelo
laser e pela fonte de luz.

Para o emprego do interferdmetro de Michelson peasizacdo da espectroscopia
Optica infravermelha, é utilizada uma fonte deaedo capaz de interagir com o material o
qual se deseja analisar. A intensidade, ap0s amtdnacdo dos feixes medida pelo
detector é proporcional a média no tempo do quadidadCampo elétrico, dada por:

1(x) = <E(x,t)2>T (2.1)

com, E(x,t) = Acogdkx- vt +d)

Sendo:d constante de fase da onda; A = amplitude reainda;oAe'” = amplitude

2p

complexa;k :T ev =2p.f.

Como a intensidade percorre a distangie d, referente aos dois bragos, assim, é
dada pela soma dos campos:

1) = ([E,(xt) + B, (x )], (2.2)
1(0) = (B, (%) + E,(x1)* + 2E1(x,t).E2(x,t)>T (2.3)

como, |, :<E1(x,t)2>T, l, :<E2(x,t)2>T eIy, = 2(E (% 1).E(x.1).

podemos escrever:

[(x)=1,+1,+1, (2.4)

Resolvendo as equacoes, teremos:

2
I, = % (2.5)
2
=2 (2.6)
l2 = ALA coskx- kx+a - ) (2.7)
Escrevendd;,em termos dé; e Ay:
I, =211, coskx- k,x+da, - d,) (2.8)
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Substituindo a equacéao (1.8), (1.6) e (1.5) em)(1ednos a intensidade total:

| =1,+1,+2/1.1,cosg (2.9)
comgqg =kx- k,x+d, - d,
A radiacao incidente no interferometro de Michelsiave ter intensidade, lesta

intensidade pode ser escrita em termos de campweléomo sendo:
1(x) = <E( x,t) E( x,t)> (2.10)
T
sendo * o complexo conjugado.

Podemos também escrever o campo elétrico em fudgafweqiéncia, por uma

funcdo do campo em fungéo da posicéo espacial, csegue:
+¥
E(x,t)= +B(n)e®™*)dn (2.11)
-¥

sendo que,/B(n7) representa a amplitude da freqiiéncia da componente
s :V € a direcao de propagacéo.

C

O feixe de saida do interferdbmetro tem como caninieo resultante, a soma das
componentes provenientes dos dois espelhos:

E(x,t)+E(x,t+r)
2 2

com? sendo a diferenga no tempo de propagacao doseioesf

Esaida( Xt ) =

(2.12)

Por meio do campo elétrico de saida do interferfamgiodemos considerar a

intensidade de saida:

e E(x,t)+ E(x,t+¢) . E(x,t)+ E(xt+¢t) (2.13)
2 2 2 2
.
L
Sabendo que o valor médio de uma funcao é dado( p@r)}T == f(t)dt, com
Vs
f(t) uma funcéo qualquer. Aplicando na equacéao (2fitay,
. v E(xt) .E(x,t)+ E(xt) .E(x,t+z‘)+
ISaida:_ _ 2 * 2_, 2_, *2 . dt (214)
T B(xt+t) E(xt), E(ut+r) E(xt+f)

2 2 2 2
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Os termos

E(;'t) .E(X’t) e E(xt+7) .E( Xt+1) se tornam iguais no limite

2 2

guando T>¥ . Resolvendo a integral para esses termos teremos:

1/2 . * — *
l, | +1 E(xt) E(x,t+z‘)+E(x,t+t) E(x,t)dt

_O . .
4 7 2 2 2 2

Substituindo a equacéo (2.11) na equacao (2.189gmos expressar a intensidade

o

+

(2.15)

l Saida

|
— |

de saida também em termos da frequéncia:

me- 20 (rt+xs ) /B(/? )ezn'(n(tﬂ )+xs )
| 1/2 +¥ ) +
Saida 2 T \/Tﬂ)e 20 (n(t+t y+xs ) ,B(/? )EZﬂ(ers)

dmdt  (2.16)

Vo +¥
| = Iy + 1 1 B(ﬂ) [e-2,0i(/1+xs) AL+ )35 ) 4 o 2A((t+t xS ) eZ,a'(ons)}jmt
Saida — 2 T T/ . 4
(2.17)
Sabendo que o produto das exponenciais correspora@onencial da soma dos
expoentes, temos:
.
_lp 1 7 “*Bn)

ISaida__ p—
2 T, 4

[ez""" +g A ]dndt (2.18)

Reescrevendo a equacao na forma real:

/2 +
B(7 )[cos(me‘ )+ cos(- 2ont \drut (2.19)

I

ISalda__o+_
2 T

V¥

Como a funcao cosseno € uma funcao par, podemaxyeger e resolver a equacao

para que esta fique na forma:

12
| saida = L B(n ) ——>cos(2pnt drdt (2.20)
2 T
Vo
_lo " B()
| Saida = > + ——=cos(2pnt Ydn (2.21)

-y

Com B(n) representando agora a densidade espectral dgdadieidente.
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, o ~ I ~ N
A fim de simplificar a expressdo chamarem@¢f ) =1, - ?O entdo a equacao

(2.21) resulta em:

C(t)= N @cos(z,om‘ Xn (2.22)

-¥

A densidade espectral é obtida por meio da aplicdgdTransformada de Fourier

(TF) inversa do cosseno na funcao (2.22). Saberws@ara uma funcax):
+¥ )
f(x)= ¢ ™'t (2.23)
-¥
tal que:(-L<x<L)
Pode-se obter a funcip multiplicando a equacédo (2.23) per' ™™/ e somar
para todos os valores possiveisxde

1t
c.=— f(xe'(™Ldx
n 2|__L( )<

Analogamente, pode-se obtB(/7 ) da equacao (2.22) como sendo:

B(r7)= 2+¥C(f )cos(2pr' t Xt (2.24)

¥

A intensidade de radiacdo de saida do interferamétrobtida em funcéo da
diferenca no tempo de propagacdo da radiagdo, peio mdos dois bracos do
interferémetro. Esta funcao da intensidade € chardadnterferograma.

Os detectores mais comuns sensiveis para estaggpegtral sdo os de sulfatos de
triglicina, que operam a temperatura ambiente syma respostas rapidas, 0s outros sao
os de telureto de caddmio e mercurio, operam & texya do nitrogénio liquidd?.

As fontes de infravermelho sdo constituidas dedssliinertes que sofrem um
aquecimento entre 1000 e 1800°C. Geralmente, éstdss podem ser de Nerst, um
filamento que a fabricado a partir de adesivosxdeéodde zircénio, torio e cério, ou fontes
de Globar, uma barra de carbeto de silfttd.

Quando a fonte usada € policromatica, teremos gueeteeréncia € a soma de

todas as ondas senoidais para as freqUéncias pmomceEntes, formando um

interferograma, Figura 2.6.
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Figura 2.6 —Um interferograma tipico. Fonté?.

O interferograma fundamental possui um sinal irdgm®ximo a posi¢cdo onde a
diferenca no caminho para os dois feixes é zeresg&ctro classico que mostra a energia
com uma funcao da frequiéncia é obtido do interfenmg@ pela Transformada de Fourier
(21 Assim, para obter o espectro infravermelho, pirameente, um espectro de referéncia
(background) é obtido, Figura 2.7.

20

Background

15 |

10 &

Sinal Fotoacustico (Unid. Arb.)

0 1 1 1
4000 3000 2000 1000

Nuamero de onda (cm™)

Figura 2.7 —Espectro de um Background tipico.

Colocando a amostra entre o detector e o interfei@mnela absorvera alguns
comprimentos de onda, reduzindo as intensidadesspmmdentes. Com a divisédo destes
dois espectros, o espectro de absor¢do da amasttdaobtido, Figura 2.8.
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Figura 2.8 —Espectro de uma folha de soja.

Desta forma, nota-se que o interferometro de Msdrelpode ser utilizado em
diversas aplicacbes Opticas, assim, destacamosaiGacdo na espectroscopia Optica

infravermelha por transformada de Fourier.

2.4.1. Transmitancia e Absorbancia

O espectro de vibracdo molecular € composto de sére de bandas. As
intensidades destas bandas podem ser represestadasmos da transmitancia (T) ou da
absorbancia (A},

A absorbancia é obtida pela lei de Lambert-Beer mstitui a relacdo entre
transmitancia, espessura da amostra e concenttdasidespécies que absorvem. Assim, a
intensidade transmitida pode ser escrita da segtontna:

Nesta equacado, o0 termqps representa a secao de choque de absorcdo, N a
concentracao da espécie absorvedora na amostm@ g W.comprimento.
A transmitancia € a relacao entre a luz incidigpgla luz transmitida (l) por certa
amostra, e 0 seu maximo pode ser 100%, é dad¥pdr
T=1l (2.28)
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Caso determinada amostra ndo absorva luz, o vaotrahsmitancia sera 1,
conseglientemente, se uma amostra absorve luz&la t@lor da transmitancia menor do

que 112,

2.5. Vantagens do espectrometro de FTIR

Os espectrofotdbmetros infravermelhos com transfdewade Fourier possuem
inUmeras vantagens, quando comparados com osnresitas dispersivos.

S&o compostos de tal modo que, a Unica parte conmanto é o espelho moével,
resultando em menor desgaste com alta confiabdidad medidas. Estas medidas, por sua
vez, sdo realizadas em tempos relativamente pegwemo certa continuidade, por iSso um
grande nlimero de amostras podem ser meffitt&d

O sinal do interferograma possui a vantagem deeftelgu seja, € multiplexado, e o
detector capta todas as frequéncias simultaneam&sgén, uma Unica varredura, mesmo
em velocidade baixa, dura cerca de alguns segundmsiece a mesma sensibilidade em
relacdo sinal/ruido. Quanto maior o numero de damas maior a relagcdo sinal/ruido, por
isso, com a adicdo de varios espectros o ruidondimpodendo entdo visualizar até
aqueles sinais mais fracos, que poderiam ser ertosfe"*?.

Os sistemas FTIR nédo utilizam fendas, assim possuammaior abertura éptica
guando comparados aos sistemas dispersivos. Rmrte&®s maior entrada de energia
(vantagem de Jacquinot) e consequentemente maisibgielade. Como ndo héa fendas a
resolucdo é a mesma para todo o conjunto de araosedidas®**,

A freqiéncia é modulada pelo espectrdmetro, pa, issta livre da radiacéo
espuria. A amostra fica localizada antes do detextdepois do interferémetro, assim a
radiacdo emitida pela amostra ndo € modulada &gmior ndo é detectada nenhuma banda
de emissdo. Provoca menor aguecimento ha amastjagja mesma fica afastada da fonte
81213 Além disso, como os dados sofrem uma conversatbgina para digital, os
gréaficos obtidos sdo de facil manipula¢gb

Com todas estas caracteristicas fica claro questsumentos de FTIR sdo bastante
versateis e possuem varias vantagens quando caioparaos espectrofotdmetros

dispersivos por varredura.
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2.6. Analise discriminante

Os métodos estatisticos podem ser relacionadosregsuma variavel aleatoria ou
considerando varias variaveis relacionadas simedtarente, de maneira que todas
possuem a mesma importan&id. A natureza ndo pode ser descrita por um ndmero
pequeno de variaveis, assim, os fendmenos nangaessitam ser tratados sob uma visao
multivariada.

A Andlise de Funcao Discriminante ou Andlise dei&aeis Candnicas pode ser
utilizada para dar uma indicacdo da possivel separantre os materiais analisados. A
distribuicdo multivariada é especificada por umovete médias, que contém os valores
médios para todas as variaveis consideradas, e matdz de covariancias, as quais
medem o quanto todos os pares de variaveis edtiioreados'®. Esta analise é aplicada,
gquando em relacdo a um individuo sobre o qual randido feitas diversas mensuracoes, €
necessario decidir a qual de dois, ou mais possivapos, 0 mesmo pertence. A idéia basica é
substituir o conjunto original das diversas mengiea por um unico valor “Di”, definido
como uma combinacédo linear delas. Um dos métodtizadbs para o calculo das funcdes
discriminantes € o da regressao linear, onde awardependente consiste na diferenca entre
as médias multivariadas de dois grupos e as vasitndependentes as variaveis e covariancias
das variancias em estudo.

Para testar a significancia da funcdo encontradasefa, verificar se os dois grupos
considerados pertencem a uma Unica populacdo duassdistintas populagdes, calcula-se a
distancia entre as duas médias multivariadas.

A diferenciacdo entre grupos é testada calculandistancia entre as duas médias
multivariadas de grupos que pertencem a uma mesmaggaoEsta medida de distancia é
conhecida como "distancia generalizada de Mahalghob é usada para ser testada pela
distribuicio “F” com “p’graus de liberdad€®. Quando utilizamos “distancia’ a
comparacdo de um objeto com ele mesmo sempre dasah & 0™ Este método de
representacao de diferencas entre grupos leva eta qoalquer correlagéo que exista entre as
variaveis usadas e é também independente das asidadnedida com que as variaveis estdo
expressas.

Quando ha varias variaveis e varias amostras gaemscomparadas, utilizamos o

teste que utiliza a estatistica lambda de Wik's, éudada por:

L= Wi/
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Com W o determinante da matriz das somas de quadrados pratiutos
cruzados da amostra €T € o determinante da matriz das somas totais déragas e
produtos cruzados.

A eficiéncia no método de varias variaveis, utdi@aa no processo de
“discriminacao” dos grupos definidos é calculadaadir da estatistica Wilk’s lambda. O
estimador Wilk's lambda varia entre 0 e 1, sende galores préximos a zero ocorrem
quando os grupos séo facilmente diferenciados esfrpor outro lado, se o valor de
Wilk's lambda for préximo de um os grupos sdo mustibrepostos, ou seja, ndo sao
diferenciaveis por meio das variaveis utilizadfds O valor de Wilk’'s lambda pode ser
convertido a um valor de F padréo.

Complementarmente a esta estatistica também podéilszada € o traco de Pillai.

Esta pode ser escrita em funcdo dos autovalonedpse

V::o%”i)

Com ; representando os autovalores.
Valores grandes para esta estatistica fornecenemsia de que as amostras sdo de

populacdes com vetores médias diferefités

2.7. Microscopia Eletronica de Varredura

A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) ou SESEM — Scanning Electron
Microscopy), consiste em um padrdo de rastreanmmrtoum feixe de elétrons focalizado

o qual varre a superficie de uma amostra solidprgi2.9.

Feixe incidente de
elétrons

Superficie da
Amosira u

[ -/ Fonte de elétrons secundarios

L_, Fonte de elétrons retroespalhados

C) Fonte de raios-X caracteristicos

Figura 2.9 —Esquema da varredura amostra pelo feixe.
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Durante o processo, 0s elétrons espalhados ou esfralhados da superficie do
material sdo detectados por meio de um detect@lateons. O sinal é entdo coletado e
armazenado em um computador, no qual é convertidoineagem da superficie da

amostra, Figura 2.10.

Fonte de elétrons

Anodo

Colunaem
alto vacuo

Condensadoras

Bobinas de
varredura

Objetiva
Camara em

alto ou baixo
vacuo

Amostra

Bombas de
vacuo

Figura 2.10 —Esquema de um equipamento de MEV.

Amostras com menor condutividade elétrica sao whifiseis de serem analisadas,
pois a carga elétrica acumulada na superficie dgeda feixe eletrénico, faz com que os
elétrons sejam desviados da posicao focal, causandefeito de lente e assim distorcendo
a imagem. A solucdo empregada para evitar estelegmnabé o depdsito de um filme
condutor sobre a superficie ndo condutora a sedad, de forma a evitar o acumulo de
cargas na superficie da amostra. Para as supsrbicte se deseja obter um bom contraste
das imagens, € utilizada a evaporacéo de um fieneudo fino produzido por bombardeio
ou evaporagdo em vacuo. A escolha de um metal comw € devido a sua excelente
condutividade elétrica, podendo drenar rapidamardarga elétrica superficial da amostra
analisada e evitando o desvio dos elétrons reppalesdos. Para amostras bioldgicas, um
procedimento similar € empregado, envolvendo tambémprego da deposicdo de um
filme condutor®?°.

O uso desta técnica é apenas 0 primeiro passo tndoedas propriedades da
superficie de um sélido, auxiliando no conhecimetaanorfologia, topografia do material

verificado e coletando diversas informacfes midraasais.
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2.8. Soja (Glycine Max Merr.)

Trazida dos Estados Unidos, a soja (Glycine MaxrNehegou ao Brasil em 1882,
no estado da Bahia. O primeiro cultivo foi no estdé Rio Grande do Sul, no municipio
de Santa Rosa, em 1914. A cultura se desenvolwdeitpenente devido as semelhancas
climaticas do ecossistema de origem (sul dos EUd9smateriais genéticos existentes no
Pais, com as condi¢des climaticas predominantesinemo sul do Brasif.

A soja é uma cultura de grande importancia ecomdra@ Brasil, entretanto, sdo
varias as doengas que podem ocorrer, as quaighnseu desenvolvimento prejudicando
a economia no seu investimento A soja atualmenteadas principais fontes de renda de
alguns estados brasileiros como Parana e Mato Gowssul??.

A presenca de doencas nas lavouras de soja, @imepte a causada pela
ferrugem asidtica, vem causando preocupacdo nasuldgres, devido a facilidade e
rapidez da disseminacdo do fungo, e da auséndialtieares resistente ou tolerante a esta

doenca.

2.8.1. Ferrugem Asiética

A ferrugem da soja é uma doenca flngica causaddyas espécies de fungo um é
o Phakopsora meibomiague provoca a ferrugem americana, a qual € uneciesmenos
agressiva que foi confundida, no inicio da décas@@ com a variedade asiatica. O outro
causador da ferrugem é o funBbakopsora pachyrhizagente da ferrugem asiatica, uma
espécie que provoca perdas enormes nas lavoutaside® pais®>?°. Para saber qual a
diferenca entre as duas espécies de fungo é felistincdo por meio da morfologia dos
telidsporos e da andlise do DN

A primeira divulgacdo do causador da doenca daRbgkopsora pachyrhifoi
em 1902 no Japéo, sendo que em 1914 esta doerreaepam VAarios outros paises como
epidemid®’ 8. Por volta de 1990 a doenca foi descoberta na#friausando perdas entre
60 a 80%, atualmente, a ferrugem da sBjagachyrhiZi é tratada como sendo a principal
doenca que afeta areas tropicais e subtrod?ébis

Foram observadas perdas de até 40% em culturaapdo;Jde 10% a 50%, no sul
da China; 10% a 40% na Tailandia e de 23% a 90%awmwan. Perdas quase totais podem
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ocorrer em determinadas areas, na maioria des$sssp8. No hemisfério ocidental, a
ferrugem da soja foi primeiramente reportada en6 I8y Brasil e na Colémbia, a qual foi

291 No Brasil,

identificada no primeiro momento na soja tipo perd@licine wighti)
anteriormente a 1992, a ferrugem da soja foi catilam com a espécie asiatica
Phakopsora pachyrhizie tinha como base estudos que consideravam apesas
hospedeiros, fato que levou muitos pesquisadoresnaeterem um engano, o qual foi
solucionado mais tarde, identificado assim o fuRbakopsora meibomiae”.

Foi identificada como epidemia, pela primeira vea,continente Americano, em
marco de 2001, aparecendo no Paraguai e posteritgméando a surgir no Brasil, em
maio de 2001%°3Y, Os primeiros estados que apresentaram foco dacadderam, Rio
Grande do Sul, Parana, S&o Paulo, Mato Grosso Id®I&to Grosso e Goid¥.

A ferrugem do tipo asiatica foi detectada em maie@001 na localidade de Pirap6
(Itapud), Paragudf™, ocorrendo disseminacdo no Paraguai e no Pararfinalodessa
safra. Na regido do Chapadao do Sul-MS, a ferrugsidatica foi observada pela primeira
vez na safra de 2001/2002, mas € possivel quereage estivesse ocorrendo bem antes
disso e que, pela semelhanca na sintomatologidpssnfundida com aquelas que fazem
parte do complexo de doencas de final de ciclo @a. SSegundo alguns autores, a
semelhanca, no aspecto visual, de lavouras afefatamancha parda e ferrugem e o uso
de fungicidas para controle das doencas de finaticle, podem ter feito com que a
ferrugem nao fosse identificada em muitas lavoaregides, na safra 2001/20822,

Fungos causadores de ferrugens necessitam do leaspego para sobreviver e se
multiplicar. O fungo pode habitar outras 95 espede plantas alternativas que também
podem ser hospedeiras, além da 56ja

As técnicas moleculares tém se mostrado bastaitenéés para auxiliar no
diagndstico mais rapido do que a analise de DNAgaica de PAS-FTIR é uma
ferramenta poderosa para analise molecular deedtfes tipos de materiais e foi utilizada
neste trabalho e em outras andlises que foranzadak no diagndstico da contaminacao
de fungos na superficie do milHg!, na contaminacao de diferentes microorganismos na
superficie da ma(ﬁ], também na deteccdo da ferrugem asiatica nassfalleasoja
infectadas com o fung®hakopsora pachyrhit'.

Os primeiros sintomas da ferrugem asiatica podemcaeefundidos com outras
doencas que também aparecem na soja, por issocessidade de se estudar novos

métodos que apresentam um diagndstico mais rapadgue o acompanhamento em
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campo. Informacdes prévias da aparéncia da doeadanp ser Uteis na reducdo de
infestacdes da ferrugeff’.

Os sintomas da ferrugem asiatica podem aparecerqeahquer estagio de
desenvolvimento da planta, sendo que o fungo apaptcipalmente, nas folhas mais
baixas da planta, dificultando assim um diagndgtiezoce’2°!

Inicialmente, aparece na parte inferior da folhatps muito pequenos com uma
coloracdo mais escura que a coloracao naturallda, fas vezes, com um tom esverdeado
e/ou acinzentado, com pequenas lesdes foliareeeqgabem o0 nome de urédias. As urédias
adquirem cor castanho-clara a castanho-estlirAs urédias, as quais podem chegar a um
tamanho entre 2 a 5 mm de diamétfh se rompem e comecam a liberar os uredésporos,
inicialmente de coloracdo hialina (cristalina), ggeacumulam ao redor dos poros e podem
ser carregados pelo verit®*!

A Figura 2.11 exemplifica algumas das folhas comaoas usadas em nosso
estudo. Podem-se observar as urédias que aparegeniolhas de soja, ilustrando o
amarelecimento das folhas vistos na face supeajoz (b), e as urédias na cor castanho na

face superior (c).

(a)
Figura 2.11 —Sintomas da ferrugem asiatica nas folhas de smj& (b) sao fotos da parte superior e (c)
infeccdo do fungo na parte inferior das folhas.

(b) (©)

Com o avanco da ferrugem da soja ocorre o amaratanpeecoce das folhas e a
gueda prematura, impedindo que a planta terminew ciclo natural por completo,
causando reducdo no enchimento dos grdos, redugdnidero de grdos e vagens, e
conseqiientemente perda da qualidade e do rendifi&ntem alguns casos, dependendo
da época do aparecimento da doenga, pode ocomdséta a queda das vagens,
provocando perdas totais das lavouras.

No Brasil ja foram detectadas perdas de até 70%®ndprealizadas comparacoes

em areas tratadas e néo tratadas com fundiélda
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A disseminacao do fungo é rpida e facil, poderawrer principalmente por meio
do vento, dessa forma, ndo ha medidas de contanée g dispersdo dos ureddsporos. Por
isso pode atingir grandes distancias em pouco té?f'lf%

Estudos realizados por meio da técnica de micragceletronica de varredura
(MEV) mostraram que a penetragdo do fungo poderecdireto na superficie epidermal
com a formacéo, logo em seguida, de tubos germogtalguns estudos apresentaram que
algumas variedades, as quais possuem uma menotidasen de cera nas folhas
apresentaram uma maior porcentagem de ureddsporagressorios formados. Esta
barreira formada pela camada de cera impede a ¢dordo filme de dgua na superficie da
folha dificultando assim, a germinacéo e a pendtalp fungo na epiderme da folfia.

O processo de infeccdo depende da disponibilidadégda livre na superficie da
folha e umidade entre 75-80%, sendo necessario inonm seis horas de molhamento
foliar %! A faixa de temperatura favoravel a infeccdo dugfué de 15 e 28 °C, como

mostrado em alguns trabaltgs.

2.8.2. Ciclo e morfologia da Planta de Soja

Folha trifoliolada [ Foliolos
|

= Ponto de crescimento

Folha unifoliolada

Gemas axilares
Cotilédones

.Superficie do solo

Hipocdtilo

Nodulos

Raizes laterais }\ Raiz pivotante ramificada

Figura 2.22 -llustracao de uma planta de soja e seus componentes

O crescimento, desenvolvimento e o rendimento d&ureusoja resultam da

interacdo entre o potencial genético de um detexairtipo de cultivar com o ambiente
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que ele estd submetido. HA uma interacdo entrandaptie soja e o ambiente, de maneira
que, quando ocorrem mudangcas no ambiente, tambémept no desenvolvimento da
planta. Os cultivares de soja sao classificadostguao seu habito de crescimento (forma
e estrutura morfologica) e pelo tempo de duracadides temperatura, necessarios para
iniciar o desenvolvimento. O tempo especifico dead@io entre os estadios de
desenvolvimento podem variar de acordo com osadtifes tipos de variedades existentes,
clima, regides de cultivo, datas (épocas) e padiéesemeadura, mas principalmente pela
temperatura. Assim, a duracdo de tempo entre esedies estadios sera variavel conforme
as variacoes de temperatura. Deficiéncias de nigse de umidade e outras condi¢des
estressantes a planta podem prolongar o tempo rde&tuentre os estadios vegetativos,
porém, encurtam o tempo entre as fases reprodiifias

O desenvolvimento da planta € dividido em duasstasegetativa (V) e reprodutiva
(R). A fase vegetativa é nomeada numericamente coém&/2, V3, até Vn, com excecao
dos dois primeiros estadios que sao designados &En@mergéncia) e VC (estagio de
cotilédone). O ultimo estagio vegetativo é designadmo Vn, onde “n” representa o
namero do ultimo no vegetativo formado pelo cultiva

A fase reprodutiva apresenta oito estagios, c@psesentacdes numéricas sdo R1
(inicio do florescimento), R2 (florescimento), RBi¢io da formacdo de vagens), R4
(formacdo de vagens), R5 (inicio do enchimento smentes), R6 (enchimento das
sementes), R7 (inicio da maturacdo) e R8 (maturpaleaa)*?.

As folhas sdo 6rgaos de suma importancia paraaasagl, e desempenha a fungéo
de troca gasosa entre ela e o meio, processo h@ gespiracao libera gas carbbnico e de
vapor de &gua, e quando ocorre o processo invecsmmado de fotossinte§&*¥. Na
presenca da luz solar as plantas absorvem energizaearte dessa energia € convertida
em energia armazenada na forma de compostos cogamiemo proteinas e acucares. A
outra parte é convertida em calor ou reemifitla

As primeiras folhas que surgem quando uma semegtrrginada é denominada
cotilédone, 6rgdo onde ficam armazenadas as resedvdimbo fica sobre um pequeno

eixo desenvolvido, o peciolo, o qual prende a falb@auld*®.
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Vasos
condutores

Cuticula cerosa

Epiderme

Figura 2.33 —Estrutura externa da folha. Foni&.

As camadas externas de células que revestem oismgaprimario da planta sédo
denominadas epiderme superior e infeffdr Essa camada restringe a perda de agua sob a
forma de vapor (transpiracdo), tem funcdo de pé&ate¢az trocas gasosas e realiza o
metabolismo. Normalmente, a epiderme é revestidapa pelicula denominada cuticula,
cuja espessura pode ser variavel e pode contes, @sajuais reduzem a permeabilidade
das paredes das célufds*® Na epiderme também podemos encontrar tricomdssjpé
que podem ser de diversas formas e tamafiflos
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Superior
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\_\j'
Figura 2.44 —Morfologia interna da folha e suas camadas. Féfite:

Na epiderme ha também a elementos que auxiliamespiracdo da planta
chamados de estdmatos conforme mostrado na Figla 2stes elementos consistem de
duas células guarda que se destacam e tem formeatmmg] ou de grao de feijdo, que
possuem hilos voltados um para o outro e entreéelesnada uma abertura, onde ocorrem

as trocas gasosas entre a planta e o meio emgra {i°!
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Figura 2.55 —Representacéo do estbmato da folha de soja, eanfrosital. Foto de microscopia eletrénica
de varredura com uma ampliacdo de 5000X.

2.9. Hidrocarbonetos cuticulares das formigas.

As formigas da espéci&ctatomma Brunneunsdo formigas predadoras e que
possuem um ferrdo bem desenvolvido para a domindadcsuas presd¥’. Em geral,
estas formigas vivem em coldnias, formando assing sociedade muito bem organizada,
da forma que cada individuo tem sua funcao espadifentro da col6nia onde habitam. Os
principais componentes envolvidos no processo dentecimento intra-colonial pelos
individuos de seus parceiros s&o os hidrocarbometirulared*®. Em muitas espécies de
insetos sociais, 0s hidrocarbonetos cuticularesddétos variam de acordo com a colbnia e
com a fisiologia de cada individud®>Y. Estes compostos fornecem uma espécie de
assinatura quimica de cada individuo que é recilnpelos membros da colohia>".

Os hidrocarbonetos cuticulares estdo agrupados olasse de compostos volateis
conhecidos como “feroménios de superficie”. Esarsrhdnios sdo importantes para os
insetos sociais, porque eles permitem o reconhetordos membros da mesma espécie,
além do reconhecimento dos ninhos, e até mesmonliecem os membros de diferentes
castas. Geralmente, os feromdnios aparecem abssrpiela superficie do corpo e séo
percebidos por outros insetos, por meio de umartiss muito pequena ou podem ser
detectados pelo contato direfd. Em suma, estes compostos quimicos formam uma
identidade quimica ou “impresséo digital” espeoigpara cada casta. Devido a esta
identificacdo quimica, os hidrocarbonetos que egtésentes na cuticula formam o grupo
de compostos quimicos que possuem importancia foed@l para a sinalizagéo intra e
inter-colonial das formiga$®. Esses hidrocarbonetos também possuem a funcdo de

proteger a cuticula e o animal como um todo, ppalohente da desidratagﬁcri além de
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regular a permeabilidade cuticul&". Pode-se dizer também que eles sdo excelentes
marcadores de insetos, porque sdo permanentesndamibes na cuticula dos insetos e,
podem ser analisados até mesmo, em individuos stoftto

De um modo geral, os hidrocarbonetos estao reladmscom a identificacdo dos
papéis e o comportamento dos individuos dentraada colbnia, ou seja, a qual casta eles
pertencem, qual a sua funcéo na coldnia e outspeseas comportament&i5>*.

Trabalhos recentes, desenvolvidos no Grupo de Hsgeopia Optica e
Fototérmica - GEOF da Universidade Estadual de Matmsso do Sul demonstraram a
diferenciagdo entre castas e o sexo de formigagsgécieEctatomma vizottol, e
também fizeram a diferenciacdo entre duas espéeidermigas Ectatomma vizottoi e
Ectatomma brunneumjtilizando a técnica de FTIR-PAS juntamente conéaenica de
analise discriminante multivariada (MANOV;&)B]. Outros trabalhos também utilizaram a
concentracdo e a variagcdo dos hidrocarbonetos galiatingdo entre espécies, sexo ou
funcdes dos insetos sociais dentro das coldnias. Esta diferenca na concentracdo de
hidrocarbonetos também foi verificada em espéceeseaspas, mostrando que a variacao
no perfil de hidrocarbonetos foi suficientementetdfopara discriminar individuos de
acordo com as caracteristicas de sua colthia

Neste trabalho, empregamos a técnica de espeqiiasdotoacustica no
infravermelho médio (FTIR-PAS), para diagnosticaditerenca entre a concentracdo
destes hidrocarbonetos nos diferentes grupos dadgas, bem como, a diferenca entre as
colénias. Esse método foi utilizado devido a fdeille de manuseio e preparo das
amostras, além de possuir alta sensibilidade eiatnlifade nos resultados fornecidos.
Outros métodos, como a cromatografia gasosa a@glach a espectrometria de massa,
apresentam também alta confiabilidade, entretad#o,métodos que exigem um preparo
maior das amostras, e pelo fato da técnica de PRB-possibilitar medidas de varias
amostras em pouco intervalo de tempo com a mesetsao das outras técnicas, ela foi

utilizada neste trabalho.
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Capitulo 3

Materiais e Métodos

3.1. Plantio dos vasos de soja

Foram realizados dois plantios distintos cuja meitagla empregada no plantio e o
tratamento dos vasos serdo descritos a seguir.

No primeiro plantio, as sementes de soja foramadeg com o inoculante
Rhizomax (gel), um inoculante liquido para soja goetém bactériaBradyrhizobium as
guais servem para fixar nitrogénio nas raizes datalfornecendo assim, a quantidade
ideal de nutrientes que a planta necessita patntdsom desenvolvimento. As sementes
foram plantadas em 60 vasos de plastico de aprol@mante 4,7 L com terra adubada, na
formulacdo 0-20-20 (0% de nitrogénio, 20% de fasfa 20% de potassio) com
micronutrientes. Metade dos vasos foram plantado® sementes transgénicas da
variedade BRS 245 RR e 30 vasos com sementes anonais da variedade BRS 133. Da
variedade transgénica, 15 vasos foram submetidgdiéacdo do fungicidémpact Duo
(da Cheminova Brasil Ltda) para prevenir a infeitacgla ferrugem da soja, e os 15
restantes nao tiveram aplicacdes do fungicida pgwa ficassem propositalmente
susceptiveis a infestacdo da ferrugem. O mesmoegiroento descrito também foi
seguido para os vasos de soja da variedade coowahciA Figura 3.1 resume o

procedimento experimental seguido.

Aplicagdode
Inseticidase
Acaricidas

60 vasos de
soja

30 30
Trangénicos Convencionais
BRS 245 RR BRS 133

15¢/ 15s/ 15¢/ 15s/
fungicida fungicida fungicida fungicida

Figura 3.1 -Histograma ilustrando a diviséo dos vasos com essapilicacéo do fungicida.
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Para prevenir a infestacdo de pragas, como insedoaros, foram feitas aplicacfes
de inseticidas e acaricidas, Endosulfan 350 EC M4 em todos os vasos. Estas
aplicacbes foram realizadas 25 dias ap6s a gerdonatgs sementes. O fungicida
destinado a prevencdo da ferrugem da soja foi agwicc3 dias apds o plantio das
sementes, somente no conjunto de plantas que fesanihidas a ndo terem a infestacao
da doencga.

Os vasos foram mantidos em uma casa de vegetae#éa abpor isso, a infestacao
das plantas com o fungo da ferrugem da soja ocdedarma natural. Na época do plantio
a temperatura maxima nos meses de Janeiro, Feverdlarco ficaram em torno de 28 a
32 °C e a temperatura minima entre 18 e 22 °C,wwoenumidade relativa do ar menor que
75%. Temperaturas altas, justamente na faixa meade&y juntamente com uma alta
umidade do ar, contribuem significativamente com d@spersdao do fungo e
consequentemente, uma maior infestacdo da doenca.

No segundo plantio, apenas a variedade BRS 2450RBlédntada e as sementes
foram tratadas com o fungicida Derosal Plus e umeulante a base dgradyrhizobium
As sementes foram semeadas em terra adubada caymaldcao 0-20-20 (0% de
nitrogénio, 20% de fésforo e 20% de potassio), esos de plastico de 3 litros e também
foram separadas como sadias e infectadas. A adulfagdealizada em duas parcelas,
metade no preparo dos vasos e plantio e a out@dm@0 dias apds a data de semeadura.
Esta segunda parte da adubacéo foi diluida em Agmaculacdo do fungo nas plantas foi

realizada 28 dias apos o plantio.

3.2. Metodologia das medidas de Microscopia Eletréce de Varredura
(MEV) para as folhas de soja

Os experimentos de MEV foram realizados no Ingtitle Fisica de Sao Carlos -
IFSC-USP em um microscoépio eletrénico de varredl@aZEISS modelo DSM 960. A
realizacdo desses experimentos foi feita na pangatida folna e com as amostras secas,
também foi depositada uma camada fina de ouromasteas, a fim de tornar as amostras
de folhas condutoras e possibilitar um bom corgraat imagens.

Outras medidas também foram realizadas em um noipos eletrénico de

varredura na Universidade Federal de Mato Gross8uloe- UFMS, em microscopio da

29



marca JEOL do modelo 6380-LV, seguindo o0 mesmoggliotento de preparagédo descrito
acima. As folhas foram fixadas em suporte de lagamdo fita dupla-face de carbono, que

€ uma fita condutora de eletricidade.

3.3. Preparacao das amostras de soja para as medsdde FTIR-PAS

O experimento de PAS-FTIR foi realizado nas follassoja, sadias e infectadas
com o fungoP.pachyrhizi em diferentes estagios de crescimento da pldPdaa a
preparacdo das medidas de PAS-FTIR, as folhas feeras em uma estufa a vacuo
durante 48 horas. Esse procedimento foi necespari® que toda a agua das amostras
fosse removida a fim de evitar a interferéncia ddef sinal do vapor de agua nos
espectros.

A obtencao dos espectros foi realizada em um egpetltmetro fotoacustico de
absorcdo optica no infravermelho por TransformadaFdurier (FTIR-PAS) Thermo
Nicolet Nexus 670, em atmosfera de ar seco. Osriexpetos foram realizados com uma
velocidade de varredura de 0,1581 cm/s e resolded® cni. Cada espectro analisado
consistiu de uma média de 128 varreduras realizapdama cada amostra. A célula
fotoacustica foi purgada com gas Hélio com a fadwde de maximizar o sinal fotoacustico,
além de, remover o GG vapor de bD do seu interiol). Um espectro de referéncia de
corpo negro (background) obtido de uma amostra @adooo foi coletado para a
normalizacdo da intensidade espectral. Logo apépectros de absorcado Optica no
infravermelho médio (regido entre 4000 e 400'tforam realizados para as folhas de soja
da variedade BRS 245 RBRS 133 e V-max, sadias e infectadas. Para a de&teogma
pequena parte da area central das folhas foi emtarpara o preenchimento da célula
fotoacustica, em circulos de diametro de 5 mm. A®siras foram dispostas no para
introducdo na camara fotoacustica de modo quexe fi¢ radiacdo IR incidisse na parte
inferior da folha. A regido dorsal da folha foi egda para realizagdo das medidas devido
a ocorréncia da ferrugem asiatica iniciar sua taf@®0 nesta regido. Os dados foram
processados com o Software Omnic fornecido pelprirdabricante do equipamento. Os
graficos foram gerados e processados com auxiligprdgramas gréaficos. Devido a
intensidade de o sinal fotoacustico ser em unidad@grarias, os graficos gerados apos a
plotagem foram normalizados a partir do valor deate cada espectro. A partir de todos
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os espectros foi feita a média referente a cadzgtacdlas folhas e essa média serviu para a
diminuicdo de erros experimentais, que poderiaerfietir na analise da amostra.

A andlise das amostras realizou-se com o acomparttarda evolu¢do do fungo
P. pachyrhizino tecido epitelial das folhas. Assim, a respagtamica das amostras foi
acompanhada desde o estagio inicial até a formaed&o urédias e a liberacdo dos
ureddsporos.

3.4. Coletas das formigas

As formigas foram coletadas de varias coléniasinatas de ninhos subterraneos. A
técnica de FTIR-PAS foi aplicada diretamente nobabeh dos individuos, onde os

hidrocarbonetos cuticulares sdo mais concentrddos

3.4.1. Preparacdo dos abdomens de formigas da espé&ctatomma
Brunneum para as medidas de FTIR-PAS

O experimento de PAS-FTIR foi realizado nos abdasmam formigas da espécie
Ectatomma Brunneuntm total de 103 formigas pertencentes a estacgspébrunneum
de seis regides brasileiras foram coletadas e @snabns foram coletados, apos terem sido
anestesiados e as formigas mortas.

Para a preparacao das medidas de PAS-FTIR, os abdoforam secos em uma
estufa a vacuo durante 48 horas. Esse procedinfmmecessario para que toda a agua das
amostras fosse removida a fim de evitar a intemf@eédo forte sinal do vapor de agua nos
espectros.

A obtencdo dos espectros foi realizada em um egetlimetro fotoacustico de
absorcdo optica no infravermelho por TransformadaFdurier (FTIR-PAS) Thermo
Nicolet Nexus 670 em atmosfera de ar seco. Os impetos foram realizados com uma
velocidade de varredura de 0,1581 cm/s e resoldgd cn. Uma média de 64
varreduras foi realizada para a coleta do espédeticada amostra. A célula fotoacustica foi
purgada com gas Hélio para maximizar o sinal faistco, além de, remover o G@
vapor de HO do seu interiof!). O espectro de fundo “background” foi coletadoapar
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normalizagcdo da intensidade espectral. Logo amseseprocedimentos os espectros de
absorcado éptica no infravermelho médio (regidoeedB00 e 400 ct foram coletados.
Cada abddémen foi colocado individualmente dentrocdlula fotoacustica, para uma
melhor resolucédo, os abdomens foram postos noacdntcadinho, para que a incidéncia
do feixe infravermelho atingisse a regiao centcahddémen.

A analise das amostras foi efetuada com o acompaanita da espécie de formigas
Ectatomma Brunneuntkigura 3.2, de diferentes regides. Assim, a regpqafmica das
amostras foi acompanhada e a analise e observacgondentracdo de hidrocarbonetos

cuticulares nos abdomens das formigas foram re&za

Figura 3.2 —Formiga da espédléctatomma Brunneunfronte:*
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Capitulo 4

Resultados e Discussoes

Conforme descrito no Capitulo 3, analisaremos painrda técnica de PAS-FTIR a
ferrugem da soja. Apresentaremos a seguir os aggtque foram obtidos por meio da
aplicacdo desta técnica nas folhas cultivadas deéedades transgénicas BRS 245 RR e
convencionais BRS 133. Esta técnica aplicada emsanamalise revela algumas
caracteristicas quimicas presentes principalmeateuticula da folha, que é a area foliar
onde possui primeira interacdo com o feixe de g@diaincidente e, sendo assim, 0s
resultados que foram obtidos, assim como toda disandealizada, é referente
principalmente a superficie foliar. Serdo discwtidambém os resultados obtidos com a
diferenciacdo de castas de formigas das espé&mtgomma brunneune Camponotus

rangeri.

4.1. Resultados da soja: Analise dos picos referemo primeiro plantio

4.1.1. Variedade BRS 133

Os espectros infravermelhos podem ser divididostrés regides espectrais: dos
grupos funcionais de 4000 a 1300%megi&o de “impresséo digital de cada composte”, d

1300 a 900 cfh e compostos aromaticos, heteroaromaticos e algug®m®00 a 500 cm
[]

Pode-se observar que os espectros sao similares sintindicando uma boa
reprodutibilidade da técnica. A banda larga queremea entre 3700 a 2200 ¢m
corresponde a regido de absorcdo do Qresente nas folhas. Nesta mesma regido
espectral, na faixa de 3100 a 2700'cppdemos observar a presenca das bandas oriundas
da vibracdo do tipo estiramento de ligagcdes do @pb Estas bandas s&do muito comuns
em praticamente todos 0os compostos biologicos, lwage de sua composicdo quimica €
formada por hidrocarbonetos e agua. A regido 869 a 500 ci compreende a faixa
conhecida na espectroscopia IR como sendo a regidampressao digital” do material
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devido a sensibilidade a especificidade da comfosigiimica do material. Sendo assim,
nossa analise serd concentrada principalmente reegéo.

A Figura 4.1 mostra os espectros obtidos para Hemdode soja sadias dessa
variedade, que foram tratadas e usadas como padraoidentificar as alteracbes nas
folhas infectadas. Pode-se observar a similarieatie si dos espectros, entretanto, devido
a composicao quimica da folha ser um “coquetel’udea infinidade de compostos
quimicos diferentes, realizamos a média das ansosteafolhas ndo infectadas para
identificar o padrdo médio espectral das supedidas folhas e assim, diminuir o erro
experimental. Esta média foi realizada em cadaaetipcrescimento da planta, ou seja,
para o primeiro trifélio foram retirados 21 espesirpara o segundo foram feitos 15
espectros, o terceiro continha 10 espectros e aaytrifdlio foram 11 espectros. Estas

médias sdo mostradas na Figura 4.1.

BRS 133 - Tratada
25

T T T T T T T T T T T T T T
—— 1 Trifolio 3
I — 2 Trifolio ]1

— 3 Trifolio
20 |-— 4 Trifolio

Sinal Fotoacustico (Unid. Arb.)

0 / 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 4.1 -Espectros referentes a variedade de soja BRS a@@l&rcom o fungicida.

Cada amostragem descrita, na Figura 4.1, correspmen determinado estagio de
desenvolvimento da ferrugem da soja. Pode-se ddosgue existe um comportamento
similar das bandas analisadas para todos os estdgievolucdo da planta, havendo uma
pequena oscilacdo para as amostragens, princip@nmas bandas compreendidas na
regido espectral entre 1700 e 1500'ciue é a regido das amidas, e na regido de 1300 a
1000 cn, que é a regido dos ésteres. Devido a estas ¥asiag estudo da influéncia da
ferrugem asiatica na folha foi realizado periodieate, comparando cada estagio das
folhas contaminadas com as folhas sadias.
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A Figura 4.2, a seguir, mostra os espectros obtidssolhas de soja infectadas que
nao tiveram a aplicagdo do fungicida e que mamifast a doenca da ferrugem. Do
primeiro ao quarto trifélio foram realizados 21, 19 e 14 espectros, respectivamente. Da
mesma forma que os espectros das folhas sadiasédms das amostras de folhas
infectadas foram feitas para identificar o padraddim de comportamento apresentado
pelas folhas infectadas.

BRS 133 - Nao Tratada

25 T T T T T T T T T T T

; T ;
— 1 Trifolio
I — 2 Trifolio
— 3 Trifolio

20 | —— 4 Trifolio 11 ﬁ i

Sinal Fotoacustica (Unid. Arb.)

0
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 4.2-Espectros referentes a variedade de soja BRS I88atdda com o fungicida.

As amostras que tiveram a aplicacdo de fungicidesaptaram uma maior variacao
dos picos 1065 (éster) e 1597 taminas), ja nas amostras sem a aplicacdo docidagi
este pico apresentou uma variagdo menos intenseioaia das medidas.

Realizamos nesta secdo procedimento de subtracioesjpectros das folhas
infectadas pelas sadias. E somente a partir déstarta, € que foi possivel a andlise e
interpretacdo dos picos de forma clara
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Figura 4.3 -Espectros referentes as dif(gr)engas entre os asfdia variedade BRS 133.

A Figura 4.3 (a) representa dois graficos, quecrefeam os espectros do segundo
trifélio da Variedade BRS 133 sadias e infectadam o fungoP. pachyrhizi A partir do
grafico da diferenca entre os espectros da sogteda e sadia pode-se notar que houve
uma variacdo na regido em torno de 1500 a 1706, cue compreende a regido dos
amidos, de forma que ocorreu um aumento deste cagimpoolecular na folha de soja
infectada. A Figura 4.3 (b) apresenta os espec#tiasivos ao terceiro trifélio e mostra o
aumento na regido de 1100 a 1000'crdos ésteres e dos &cidos acéticos. Varios
componentes bioldgicos como gorduras, essénciasas,contém ligacdes de ésteres. Este
aumento do contetdo de amido e de ésteres, 0s @g@aiscompostos comumente
encontrados em ceras ou na cuticula de folhascandima reacdo da planta frente a
infestacdo. Assim, a planta tende a aumentar aupémdde amidos para compensar a
retirada de aclcares pelo fungo e aumentar o espesso da cuticula foliar, de forma a

criar uma barreira na tentativa de impedir a pagét do fungo nas folhas. A Figura 4.3
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(c) relaciona os espectros do quarto trifélio, meosue houve um aumento na regiao dos
amidos, se comportando similarmente aos espeatrpsiheiro trifélio, e uma reducéo na
guantidade de cera da folha ocasionada pelo aurdantdestacao do fungo.

A diferenca, entre os espectros das folhas deisfgetadas e sadias, confirmou a
variacdo na regido das bandas de amidas (165) eraminas (1597 ci) presentes nas
folhas de soja. O aumento nesta regiao foi mai§rimohos espectros referente ao segundo
e quarto trifélio, este aumento pode estar reladora absorcao, dos aclcares e nutrientes
das folhas, pelo fungo.

Apés esta andlise uma interpretacdo mais detalpada ser realizada com o
auxilio da Tabela 4.1, mostrada a seguir.

Tabela 4.1 -Alguns picos comuns que sdo encontradas nos espéctravermelhos das folhas de
i [7.9]
soja‘’”.

Picos Numero de Grupo Funcional Modo de Vibracao
Onda (cm?)
1 3356 O-H ou N-H — Amidas Estiramento
2 2916 Ch — Alcanos Estiramento Assimétrico
2 2850 Ch — Alcanos Estiramento Simeétrico
3 1732 C=0 — Ester Estiramento
4 1651 C=0-Amidall, Il e lll Estiramento
5 1597 NH - Amina | Tesoura
6 1508 C-N(CH)2 - Amida lll Estiramento
7 1423 O-H In plane - Acidos carboxilicos Deformacéao
8 1373 C-CH — Alcanos Deformacao Simétrica
(modo dobravel)
9 1319 C-N - Amina |, Il Estiramento
10 1238 C-C-O — Acetato Estiramento
(sais e ésteres do acido acético)
11 1161 C-C-O — Ester Estiramento
12 1107 O-C-C - Ester Aromatico Estiramento
13 1065 O-C-C — Ester Estiramento

Os principais picos que representam o espectrofnavermelho da folha de soja
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(1) 3356 cm: banda larga com formato de sino entre 3200-3666, com pico
central em 3356 cil) nessa regido ocorreu uma pequena variacdo oquevsea absorcao
dos grupos N-H.

(2) 2916 e 2850 cift dois picos intensos devidos aos estiramentosnésscos e
simétricos de ligagbes C-H, ocorreram leves reduigfzeintensidade destes picos. Esses
dois picos apareceram para ressaltar a diminuigamutetdo lipidico.

(3) 1732 cm": pico referente ao estiramento de C=O de éstarrashi que
corresponde ao grupo funcional dos aldeffos

(4) 1651 cm': A banda de amida | é geralmente mais intensacanda de amida
Il. No estado sélido geralmente as duas bandastsegdem. Em muitos casos a banda de
amida Il se sobrepde a banda de estiramento dgfibga=0. Ela é devida principalmente
a deformacdo angular da ligacdo N-H, associadssti@mento da ligacao C(O)-Ri. E
nessa regiao de absorcdo que ocorre a variacaotdna e da glicose da folha.

Em todos os tipos de amidas (I, Il, Ill), os especio infravermelho apresentam
uma banda referente ao estiramento da ligacdo @Qu®,é conhecida como banda de
amida 1%,

(5) 1597 cm: Banda de aminas aromaéticas referentes & absdmadH,, regido
dos acucares, com vibracao do tipo tesoura.

(6) 1508 cm": Regido da amida Ill, C-N(C$b, com vibracdo do modo de
estiramento.

(7) 1423 cn: Absorcéo do O-H no plano, as duas amostrasdfiatango tratada
tiveram o comportamento parecido, aumento da idade deste pico, durante o
crescimento da folha, sendo que, as amostras asatagram um aumento maior. Essa é a
regido dos acidos carboxilicos com vibracédo no nidanco.

(8) 1373 cm": esse pico refere-se & vibracdo de deformacdolangimétrica
(“modo dobravel”) de C-CK dos alcanos, geralmente, se sobrepbe a de def@omac
angular simétrica de GHque ocorre em 1480-1440 ¢m

(9) 1319 cm: referente ao grupo das aminas | e Il, com vibwaga modo
estiramento da absorcdo de C-N. As aminas arorsaticaorvem em numeros de ondas
entre 1360-1250 cih

(10) 1238 cni: pico referente ao estiramento da ligagdo C-C-© aprresponde
aos sais e ésteres do acido acético, a variacde @&s0 € devido a mudanca da

concentracao do éster, essa variacdo pode acoptladormacao deste composto durante
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o metabolismo do fung8). As duas amostras de folhas de soja tiveram aumeet
intensidade nesta regido no decorrer do crescintenfdanta e desenvolvimento do fungo
da ferrugem.

As absorcdes de estiramento de ligacdes C-N deaamafifaticas geralmente
apresentam intensidades de fraca a média e ocareemegido de 1240 a 1030 ¢m
Geralmente os espectros de aminas terciarias apmesetrés bandas nessa regido,
enquanto nos de aminas secundarias se observambdndas e, nas aminas primarias
aparecem apenas uma bafitia

(11) 1161 cm™: ocorrem absorcdes da ligacdo de estiramento @=QCdos
ésteres, 0s dois tratamentos tiveram decréscinmsamegiao no decorrer do crescimento da
planta.

(12) 1107 cm*: estiramento dos ésteres aromaticos que apreaentaducao.

(13) 1065 cni: esta regido representa o pico de maior intensiddd
carboidrato, este pico encontra-se na regiao dpréssao digital” no infravermelho.

As diferencas apresentadas na Figura 4.3 podemmastradas simultaneamente
para que seja observada em uma escala temporalotizc@ da ferrugem na soja. A
Figura 4.4 mostra o grafico de contorno da difesesigtre 0s espectros no tempo. Pode-se
notar que a maior variagdo ocorreu nas Ultimasafoltoletadas, ou seja, do 3° para o 4°
trifélio e na regido entre 1600 a 2500 tmepresentados pelo aumento da intensidade das
cores, sendo que, quanto mais vermelho, mais mignieé foi este pico em relacdo ao
desenvolvimento da planta, e a regido menos inteegeesentada pela cor azul, se refere a
pouca ou nenhuma variagao do pico em questao.

E na regido em torno de 1600 true ocorre absorgdes das bandas referentes a
concentracdo de amido, os quais podem ser traasjpsrna forma de agl]callés},. Nota-
se também que ocorre uma relacéo entre os compusiesulares da folha, a medida que
a concentracdo de amido aumenta (em torno de 1BOO-¢m') a regido dos ésteres
(1300-1000 crt) diminui.
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BRS 133
Diferenca = Nao tratada - tratada (infectada-sadia)
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Figura 4.4 —Grafico de cores feito com a diferenca entre ass#nias tratadacs e ndo tratadas da variedade de
soja BRS 133, em diferentes estagios de crescinaenptanta.

4.1.2. Variedade BRS 245 RR

Apresentaremos a seguir a andlise realizada nadealé BRS 245 RR, tratada e
nao-tratada com o fungicida Impact Duo da mesmmdogue realizada na secéo 4.1.1
anterior.

A Figura 4.5 mostra os espectros obtidos das folleasoja nédo infectadas que
tiveram a aplicacdo do fungicida. Do primeiro a@r trifélio foram realizados 12, 11,
12 e 12 espectros, respectivamente. As médiassdespectros foram colocadas na Figura
4.5,
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Figura 4.5 -Espectros referentes a variedade de soja BRS 24&Rifla com o fungicida.
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A 4.6 mostra os espectros das folhas de soja adastque nao tiveram a aplicagéo

do fungicida. Do primeiro ao quarto trifélio forarealizados 12, 11, 12 e 12 espectros,

respectivamente. As médias dos espectros das folfeatadas sdo mostradas na Figura

4.6, a seqguir.
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Figura 4.6 - Espectros referentes a variedade de soja BRS 24%RRatada com o fungicida.
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Os graficos das Figuras 4.5 e 4.6 mostraram que, relacdo a andlise

infravermelha, as amostras desta variedade tramsgéapresentaram 0 mesmo

comportamento da variedade de soja convencionghi€@s selecionados sdo 0s mesmos,

e estdo apresentados na Tabela 4.1, como foiamseviormente.
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Na regido dos acucares (5), da Figura 4.5 e 4de-pe notar que as amostras ndo
tratadas tiveram uma significante reducdo da cdrexgio dos acuUcares no decorrer do
desenvolvimento das plantas de soja em relacamastas ndo tratadas

Na Figura 4.7, pode ser observado um resultaddasigd mostrado na Figura 4.3
indicando um aumento na regido do amido, que psi@de elacionado na resposta quimica

de protecdo da folha em relacdo ao fungo pachyrhizi, conforme j& discutido
anteriormente.
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Figura 4.7 -Espectros referentes as diferencas entre os asfdk variedade BRS 245 RR.

Analisando a Figura 4.7, nota-se que 0s picos €Rtivos aos estiramentos
assimeétricos e simétricos de ligacdes C-H, tambémodistraram reducdes da intensidade.
A banda de amida | (4), regido de absorcdo da ipmta folha, teve uma reducédo em

relacdo ao 1° trifélio, confirmando a perda de gire que pode ter sido consumida pelo
crescimento do fungB. pachyrhizi
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O pico referente ao estiramento da ligacdo C-C4) fdve uma diminuicdo da sua
concentracdo devido a mudanca da concentracdotel per causa da formacgédo deste
composto durante o metabolismo do fungo. As duasstas de folhas de soja
apresentaram esta reducdo no decorrer do crescimamianta.

Os picos (11) e (12) que representam absor¢degalziidb de C-C-O dos ésteres,
gue diminuiram suas intensidades em relacdo aepanrifélio nos dois tratamentos.

Outra reducao significativa que se tornou apareme ambos 0s tratamentos
ocorreu no pico (13) regido dos carboidratos, ofisguservem na reposicdo e
armazenamento de energia para a planta.

O espectro de contorno da Figura 4.8 mostra a edolda diferenca do espectro no
tempo. Pode-se observar que ndo houve uma difeté@ocaignificativa desse espectro
guando comparado ao da Figura 4.4, o que nos leeatender que as variedades
transgénicas sdo menos suscetiveis as doenca® @&s gariedades de soja convencionais.
Ainda assim, houve uma pequena variacdo na regig@miidos em torno de 1500 ¢ra
dos ésteres, na regido de 1060'coonforme observado. Mesmo sendo mais resistente a
doencas, a variedade de soja transgénica nao ataténénte protegida contra o fungo

causador da ferrugem.

BRS 245 RR
Diferenca = Nao Tratada - Tratada (infectada-sadia)
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Figura 4.8 - Gréfico de cores feito com a diferenca entre asstramtratadas e ndo tratadas da

variedade de soja BRS 245 RR, em diferentes estégiarescimento da planta.
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4.2. Resultados da soja: Analise PAS-FTIR dos picoeeferente ao

segundo plantio

4.2.1. Variedade BRS 245 RR

A Figura 4.9 mostra os espectros de PAS-FTIR dHsdode soja da variedade
BRS 245 RR, a qual é uma variedade de soja do tti@osgénica. Cada espectro
corresponde a média de espectros de infravermebimos para varias folhas sadias, em

cada coleta, seguindo o0 mesmo procedimento deserisecao 4.1.1.

Variedade BRS 245 RR - Sadias
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—— 5 Amostragem _|

6 Amostragem
— 7 Amostragem |
— 8 Amostragem

Sinal Fotoacustico (Unid. Arb.)

R R R 1
4000 3000 2000 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 4.9 -Espectros de PAS-FTIR referentes a variedade desadja BRS 245 RR.
A Figura 4.10 mostra o espectro das folhas de smpaminadas com a ferrugem

asiatica. Pode-se observar que existe grande guhaitke da forma do espectro mostrado

aos da Figura 4.9 e aos da segéo 4.1.
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Variedade BRS 245 RR - Infectada
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Figura 4.10 -Espectros de PAS-FTIR referentes a variedade desadja BRS 245 RR.

Observa-se nestes espectros um ligeiro alarganmentegiao referente ao amido
(1500 a 1750 cil), quando comparado com a mesma regido espectfaigdea 4.9. As
intensidades das bandas nos picos 4, 5, 12 e I8seaspam uma diferenca quando
comparadas com os espectros das folhas sadias,mesina regiao.

Realizamos nesta secdo o mesmo procedimento deaciibtdos espectros das
folhas infectadas pelas sadias, ja feitos na ségialevido a grande semelhanca entre os
espectros das folhas de soja sadias e infectadas.

A partir da andlise da Figura 4.11 (a), nota-se lgu@ima variacdo na regido dos
amidos, indicando que ocorreu um aumento deste @astmpnolecular na folha de soja
infectada, como um tipo de reacdo da planta eng&elao fungo, repetindo os resultados
identificados na secéo 4.1. A Figura 4.11 (b) mosma diminui¢do na regido de 1100 a
1000 cnt, dos ésteres e dos &cidos acéticos, relacionadgsaatidade de cera na
superficie da folha de soja, seguindo 0 mesmo cdapento observado no primeiro
plantio.

A Figura 4.11 (c) mostra uma forte reducdo na messgiio dos ésteres. Como
nessa regido aparecem principalmente, absorcéédodavs ésteres (em formas de ceras
cuticulares), com a entrada do fungo por meio dadeacelular, essa reducéao indica que
houve um rompimento da regido cuticular, fazendo goe a planta ficasse desprotegida

A partir desta coleta, o fungo da ferrugem ja padiaobservado visualmente por meio de
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uma lupa de laboratério, confirmando o inicio déestacdo do fungo nesse estagio de

desenvolvimento.

1 Amostragem - Folhas de soja BRS 245
T T T T 30

T T
—— Média (Infectada)
—— Média (Sadia)

20

Sinal Fotoacustico (Unid. Arb.)

/ \w\\/”\*'\ Pl
: i 7Y
_1 |-Diferenca = Infectada-Sadia
2r L L L L ]

.
(@)

2 Amostragem - Folhas de Soja BRS 245 RR

T T 30

—— Média (Sadia) |
—— Média (Infectada)

20

10

Sinal Fotoacustico (Unid. Arb.)

3 Amostragem - Folhas de soja BRS 245 RR
T T

[—— Media (Sadia) '
Média (Infectada)

L L 0

Sinal Fotoacustico (Unid. Arb.)

(©

4 Amostragem - Folhas de soja BRS 245 RR
T T

[ — Média (Sadia)
[ —— Média (infectada)

Diferenga = Infectada-Sadia
o ML\/ 1

Atk 4

Sinal Fotoacustico (Unid. Arb.)

2tk 4
L L L L L

L L
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

(d)
Figura 4.11 -Espectros referentes as diferencas entre 1 edlidsifda variedade BRS 245 RR.
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Figura 4.12 -Espectros referentes as diferencas entre 5 ed8dsifda variedade BRS 245 RR.

Estes espectros foram retirados das mesmas follea®mm realizadas as medidas
de MEV, descritas na sec¢éao 3.2.

Nos gréficos da Figura 4.12 (a) pode ser obsereadomento da regido espectral
de 1000 a 1300 crindicando o aumento do contelido de ésteres afeitias, os quais,

como ja mencionado, sdo0 compostos quimicos commmsegas, assim, COmo as ceras
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cuticulares das plantas tém a funcdo de formar baneeira quimica essencial para sua
protecdo. Uma vez que as plantas podem desengaeassos de quimicos que podem
inibir a proliferacdo de fungos e bactérias, emt@mumento de ésteres ou da cera cuticular
pode representar um mecanismo quimico de defesa glenta tenha acionado para sua
protecao.

No sétimo e oitavo trifélios da planta obtivemosespectros mostrados na Figura
4.12 (g) e (h). Nesta etapa, o desenvolvimentoudgd ja se encontrava em seu nivel de
infestacdo bastante avancado, e por isso, exis@ gmnande variacdo na regiao dos
aclcares que estao sendo retirados da superfi@e pelo fungo, por meio dos tubos
germinativos, estes serdo discutidos na se¢ad4c8mo a absorgdo é feita na superficie
da folha, compreende-se que o feixe de radiac@osesido direcionado sobre estes tubos.
Como o os nutrientes da folha sdo captados pelgofypor meio destes tubos os quais
formam uma rede, subentende-se que essa mediégspande aos amidos e nutrientes que
o fungo esta retirando da folha e que estdo nodantdos tubos germinativos.

A diferenca, entre os espectros das folhas deisfgetadas e sadias, confirmou a
variacdo na regido das bandas de amidas (165) eraminas (1597 c) presentes nas
folhas de soja. O aumento nesta regido foi notido® espectros das Figuras 4.11 e 4.12,
como visto anteriormente, este aumento pode seidaleyv absor¢do, dos acUcares e
nutrientes das folhas, pelo fungo.

Pelo grafico de contornos mostrado na Figura 4pd8ge-se notar que ocorreram
alteracBes em quase todos os estagios de desengotei das folhas coletadas.

A mesma relagdo prevista anteriormente foi obsertathbém de uma forma mais
perceptivel neste grafico, ou seja, com o aumerdocdncentracdo de amido, a

concentracao dos ésteres diminui.
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Figura 4.13 —Gréfico de cores plotado com a diferenca entrarastias sadias e infectadas, da variedade
de soja BRS 245 RR, em diferentes estagios deicresto da planta.

Complementarmente a estes resultados, realizami®ta o espectro do proprio

fungo, Figura 4.14, que foi extraido pela agitagas folhas sobre uma superficie branca.

Fungo da soja P. pachyrhizi
50 T T T T T T

Sinal Fotoacustico (Unid. Arb.)

0
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Figura 4.14 —Espectro do fung®. pachyrhiziextraido de folhas contaminadas.

Pode-se notar que o espectro apresentado € c@és@oterdo espectro de
hidrocarbonetos das proteinas, como por exemplgyesatina a qual € comum de ser
encontrada em pélos, unhas, e outros materiaigicaggaque contenham amidas terciarias,

neste caso, a proteina em questdo deve-se provauelra composicdo quimica da parte
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externa do fungo. E importante notar que o espatdrdolha contaminada ndo confere
simplesmente com a adi¢cdo do sinal fotoacustictoltla sadia mais o espectro do fungo,
indicando assim que o espectro da folha contamigagdeoduto da infeccdo provocada
pelo fungo e, portanto, indicando reacfes metad®ia presenca do parasita.

Com a diminui¢do da escala dos graficos apresesntaad-igura 4.15, as variacdes
que ocorreram nos estagios de desenvolvimento éug@m do fungo, podem ser
notoriamente visualizadas. A variedade BRS 133 dmgiro plantio, Figura 4.15 (a),
apresentou uma pequena mudanca na regido de 180G, quando comparada com o
segundo plantio, ja a variedade BRS 245 RR do prinpdantio, Figura 4.15 (b), foi a que
mostrou a menor alteracao nesta regido, sendcegtesprimeiro plantio foi tratado com o
fungicida e, por isso, a variedade transgénicaufio®enos susceptivel a infestacdo do
fungo. A variedade BRS 245 RR referente ao seguntaatio, Figura 4.15 (c), que foi
plantada em ambiente controlado e ndo teve apbodedungicida, apresentou uma maior
diferenciag@o em relagéo as intensidades dos picos.
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Figura 4.15 —Diferenca entre as amostras sadias e infectadasriédade de soja BRS 133 (a) e BRS 245
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4.3. Discussdo das medidas de Microscopia Eletréaiode Varredura
(MEV).

As medidas de MEV tiveram com objetivo acompanhavaucao da ferrugem da
soja, por meio de uma técnica visual ja conheciala este estudo, de forma que os
mesmos estigios da evolucdo da doenca possam ampathados pela técnica de
Espectroscopia Optica Fotoacustica Infravermelha @oansformada de Fourier
(Photoacoustic Spectroscopy by Fourier Transforfiratad — PAS-FTIR).

O uso da técnica de microscopia eletrénica de darae(MEV) permitiu verificar a
morfologia e a estrutura das folhas de soja comséareia e presenca do fungo causador da
doenca da ferrugem da soja. Esta técnica mostemancente a evolucdo do fungo
Pachyrhizina superficie inferior das folhas de soja desgeraeira até a Ultima coleta. As
amostras da variedade BRS 245 RR que tiveram ageimsaobtidas pela técnica de MEV
sdo correspondentes ao segundo plantio, cuja erdlliR ja foi discutida na secao 4.2.

As Figuras a seguir mostram diferentes imagens B¥ Bm diferentes ampliagdes
e locais da superficie das folhas sadias, desdhsatautilizadas como controle. Pode-se
observar que as imagens revelam um aspecto enrdgasigperficie foliar devido a prévia

secagem a vacuo para realizacao das medidas de.FT-I

{ 1T . VoY
Figura 4.16 -Foto de MEV da folha de soja sem a presenca dafEngachyrhizi Esta foto teve uma
ampliacdo de 500X e a planta estava com idade déag4
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Pode-se observar que, na Figura 4.16 no meio dgemaa folha ndo foi
totalmente desidratada de modo que as células psdenbservadas de uma maneira mais
arredondada. Nesta interpretacao, essa desidratagaafetou a analise e interpretacdo dos
resultados obtidos, dessa forma, pode-se obseneaas|imagens das Figuras 4.16 a 4.19
mostram claramente que néo existe nenhuma infesti;&ungoP. Pachyrhizinas folhas

de soja submetidas a analise, usadas como controle.

Figura 4.17 -Folha de soja sem a presenca do fuRgpachyrhizi Esta foto teve uma ampliacdo de 2000X
e a planta estava com idade de 52 dias.

Figura 4.18 -Folha de SOja sem a presenga do fuﬁgpachyrhm Esta foto teve uma ampllagao de 500X e
a planta estava com idade de 66 dias.
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O que aparece nas fotos, na epiderme, é a presenpélos que podem ser de
diversas formas e tamanhos, os quais apareceniquaas-4.18 e 4.19.

Figura 4.19 -Folha de soja sem a presenca do fuRgpachyrhizi Esta foto teve uma ampliacdo de 500X e
a planta estava com idade de 82 dias.

Nas Figuras 4.20 a, a seguir, mostram as imagemdElé das folhas de soja da
variedade BRS 245 RR contaminadas com fuRgdPachyrhizique foram cultivadas
seguindo o procedimento descrito na se¢ao 3.2.

Figura 4.20 -Folha de soja infectada com o furi@opachyrhizi Esta foto teve uma ampliacdo de 500X e a
planta estava com idade de 44 dias.
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Pode-se observar que a clara identificacdo visaal Wédias ocorre a partir da
quarta coleta das folhas, Figura 4.21 onde € vimadd a formacao do fungo.

Figura 4.21- Folha de soja infectada com o furi@opachyrhizi Esta foto teve uma ampliacdo de 500X e a
planta estava com idade de 55 dias.

Figura 4.22 —Folha de soja infectada com o furl@opachyrhizi Esta foto teve uma ampliacao de 500X e a
planta estava com idade de 58 dias.
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Figura 4.23 —Folha de soja infectada com o furlgopachyrhizi Esta foto teve uma ampliacéo de 1000X e a
planta estava com idade de 58 dias.

Figura 4.24 -Folha de soja infectada com o furl@opachyrhizi Esta foto teve uma ampliacdo de 500X e a
planta estava com idade de 66 dias.

A partir da sexta coleta, Figura 4.24, as folhdsdradas ja apresentaram sinais de

infestacdo e formacéao de hifas na superficie dessamo
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Figura 4.25 -Folha de soja infectada com o furi@opachyrhizi Esta foto teve uma ampliacdo de 500X e a
planta estava com idade de 66 dias.

Figura 4.26 -Folha de soja infectada com o furl@opachyrhizi Esta foto teve uma ampliacdo de 200X e a
planta estava com idade de 82 dias.
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Figura 4.27 -Folha de soja infectada com o furi@opachyrhizi Esta foto teve uma ampliacdo de 500X e a
planta estava com idade de 82 dias.

A presenca dos tubos germinativos (hifas) que seead a superficie das folhas
pode ser observada a partir da Figuras 4.24, edtes servem para facilitar a penetracéo
do fungo nos tecidos do hospedeiro e desempenhgadunmportante no seu
desenvolvimento sendo por meio destes, que os $ualgsorvem agua e os nutrientes da
folha. A presenca de hifas e uredésporos tambéamfarerificadas em outros traballbs
4].

Outras imagens de MEV foram realizadas no InstitlgoFisica de Séo Carlos -
IFSC-USP em um microscopio eletronico de varredardEISS modelo DSM 960.

A Figura 4.28ilustra amostras de ureddsporo® dpachyrhizicom ampliagdes de
até 3000X, mostrando a morfologia do fungo. Notapse esta comecando a formacéo dos
tubos germinativos, na amostra com aumento de 3089Xuais servem para a retirada de

nutrientes e alimentacgéo do fungo

Figura 4.28 -Fotosde MEYV realizadas nas amostras de soja infectawtasodungoP. pachyrhizicom
ampliacdo de 500X, 1000X e 3000X, respectivamente.
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4.4. Microscopia Optica

Um Estéreo Microscopio, acoplado a camera digitah sistema de captacdo de
imagem, foi utilizado para estudar a microestrutieia folhas de soja, pois, conhecendo
um pouco da estrutura morfolégica da folha, a aadlia técnica de PAS-FTIR se torna
mais facil para o entendimento quando analisadquotamente com outra técnica. A
analise microscoOpica também possibilita um maigeraimento no que acontece com a
estrutura da folha, quando o agente causador decdo#a ferrugem da soja ataca as
lavouras de soja.

As Figuras a seguir (4.29 a 4.31), ilustram asd®ltle soja que n&o apresentam a
presenca do fung®. pachyrhizi As fotos correspondem as folhas com 66 dias de

semeadura.

Figura 4.29- Fotos de folhas sem a presenga do fungo da ferragética. Ampliagao de 1,0x10.

Figura 4.30- Fotos de folhas sem a presenca do fungo dagfmuasiatica. Ampliacdo de 2,5x10.
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Figura 4.31 -Fotos de folhas sem a presenga do fungo da ferragética. Ampliagao de 5,0x10.

Por meio da comparagcdo com outras folhas que apaesedo fungo, nota-se a
grande diferenca entre as folhas sadias (Figu&® & 4.30) e infectadas (Figuras 4.32 a
81).

As Figuras 4.32 a 4.34 mostraram fotos das folleasogh infectadas com o fungo
da ferrugem da soja, que foram tiradas com o aus#éi um microscopio 6ptico. Na folha
infectada, pode-se ver que o fungo esta no iniei@sporulacdo, sendo que as urédias
(pequenas lesbes em formas de bolhas transparesté@®) comecando a aparecer. Nas

figuras, as folhas foram retiradas das plantasegteerzam com 58 dias de cultivo.

Figura 4.32 -Folhas com a presenca do fungo da ferrugem asiétiopliacdo de 1,0x10.

Figura 4.33 -Folhas com a presenca do fungo da ferrugem asiétiopliacéo de 2,5 x10.
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Figura 4.34 -Folhas com a presenca do fungo da ferrugem asi&tiopliacéo de 5,0 x10.

Nas fotos apresentadas nas Figuras 4.35 a 4.3B)pdagao gradativa de uma
mesma regido permite uma melhor observacao dadmaago contaminando a folha de
soja. Com o auxilio do microscépio, podem-se vigaalas lesdes o que o fungo da
ferrugem da soja causa na estrutura da folha quamdesma é parasitada por ele. Nota-se
uma coloracdo no tom marrom avermelhado que é reeate onde o fungo esta
localizado na. Nestas figuras, as folhas foranraddis das plantas que estavam com 66

dias de cultivo.

Figura 4.35 -Folhas com a presenca do fungo da ferrugem asiétiopliacéo de 0,8x10.

Figura 4.36 -Folhas com a presenca do fungo da ferrugem asiétiopliacao del,25x10.
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Figura 4.37 -Folhas com a presenca do fungo da ferrugem asi&tiopliacdo de?,5x10.

Figura 4.38 -Folhas com a presenca do fungo da ferrugem asiétiopliacdo de5,0 x10.

Por meio da microscopia eletronica de varredureeqsed observar claramente a
infestacdo do fungo da ferrugem em diferentes estéte evolucdo. Entretanto as analises
por observacdo de imagens de MEV ou de microscopteca somente permitem a
identificacdo clara da infestacdo do fungo quanslop@stulas ou urédias j4 estdo se
rompendo. Isso indica que a doenca ja se encomtraum estigio avancado de
desenvolvimento. J& a técnica de PAS-FTIR permiteajobservacao, logo nos primeiros
estagios de contaminacéo, das altera¢des quinroasgadas pelo fungo da ferrugem, ou
seja, € capaz de identificar prematuramente o sstiesacucares sofrido pela planta.
Ademais, a técnica de PAS-FTIR permite que sejasembdas as alteracbes tanto no

nivel de acucares quanto de ésteres, reveland@aedeas da planta frente a infestacao.
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4.5. Andlise dos abdomens de formigas da espécigdiamma Brunneum.

Foram coletados varios espectros dos abdomengmefsEctatomma brunneum
de diferentes castas e localidades, de modo acasrde que a distincdo entre castas seria
percebida pela técnica de PAS-FTIR, conforme jé@ritesanteriormente.

A Figura 4.39 mostra a média dos espectros comelgmdes para todas as castas
das formigas. Nota-se que ha diferenca entre osceg, mas que 0os numeros de onda
dos picos correspondentes deslocam apenas em tdamiosensidade, tornando dificil a
separacao de castas apenas visualmente. Estaasidatdo observada mostra que ocorre

uma diferenciacdo entre estes membros em relacdooateido de hidrocarbonetos
cuticulares.

Espécies de formigas - Ectatomma Brunneum

10 -

Rio Claro
—— Pirassununga  []

Pantanal
— Itabuna/Ba
—— Braganca/Pi
Dourados

Sinal Fotoacustico (Unid. Arb.)

0 Y s s s
4000 3000 2000 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 4.39 -Espectros referentes aos abdomens de formigapéeiefctatomma Brunneum coletadas de
diferentes localidades.

Foram analisados 17 picos, que aparecem nos especs abdomens de formigas
da espéci€&ctatomma brunneunos quais correspondem as absorc¢des dos hidroeadso
cuticulares das formigas de localidades diferentes.

A posicado dos principais picos em funcédo da freqi@éde oscilacdo dos grupos
funcionais moleculares, identificados nos espectt®sPAS-FTIR da Figura 4.39, esta

listada na Tabela 4.2 a seguir.
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Tabela 4.2 -Alguns picos comuns que séo encontradas nos espéttravermelhos dos abdomens

de formigasEctatomma brunneufh®.

9]

Picos Numero de

Grupo Funcional

Modo Vibracional

Onda (cm)

1 895 C-H - Alquenos Deformacéo fora do plano

2 953 C-H — Alquenos Deformacéo fora do plano

3 1030 C-O-C — Eter Estiramento Assimétrico

4 1076 O-C-C - Ester Saturado Estiramento

5 1115 O-C-C - Ester Aromatico Estiramento

6 1157 C-N - Amina Il Saturada Estiramento

7 1242 C-C-O - Ester Saturado (Acetato) Estiramento

8 1377 C-CH — Alcanos Deformacao Simétrica
Modo dobréavel

9 1454 C-CH — Alcanos Tesoura

10 1550 N-H - Amida I Deformagéo no plano

11 1651 C=0-Amidal, Il e lll Estiramento

12 2854 -C-H (CH) Estiramento Simétrico

13 2874 -C-H (CH) Estiramento Simétrico

14 2931 -C-H (CH) Estiramento Assimétrico

15 2962 -C-H (CH) Estiramento Assimétrico

16 3093 =C-H Estiramento

17 3294 C-H Estiramento

Os principais picos que representam o espectrafrevermelho dos abdomens das

formigas sé&o:

plano.

(1)

(2)

895 cni": absorcdo dos alquenos, com vibracdes de defoomfacd do

953 cm™: mostra as ligacdes de deformacéo fora do plas@ttpienos, que

ocorrem geralmente na regido de 1000-650.cm

Os alquenos sdo compostos que estdo presentegsedoraamadurecimento das

frutas, como as formigas se alimentam do sulcoyzido pela decomposi¢édo das mesmas,

a presenca destes grupos funcionais nos abdomédasiidgas € claramente explicada.

©)

1030 cm™: a banda de estiramento assimétrico do éter (Q-@ealmente

é intensa da regigo de 1300 e 1000'cRodem ser formados pela sintese organica.
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(4) 1076 cm'": para todos os ésteres saturados, esta vibragéiecapentre 1100
e 1030 crit.

(5) 1115 cm“ banda de baixa intensidade dos ésteres aromafossteres estio
relacionados as gorduras animais, ceras cuticueatambém a alguns tipos de esséncias,
guando reagem com agua podem formar acidos organico

(6) 1157 cn: a banda das aminas secundarias saturadas apateeel180 e
1130 cnt.

(7) 1242 cm*; banda referente aos ésteres saturados. Esta Haedwarece na
regido em torno de 1240 €né Unica dos acetatos.

(8) 1377 cmi: esta banda é muito importante, sendo que a presem sua
auséncia é uma forte indicacdo da presenca ou @asém grupo metila na amostra. Os
alcanos podem ser encontrados na natureza na feéiids, liquida ou gasosa.

(9) 1454 cm'": esta banda é tipica da vibrac&o do tipo tescosartktilenos.

(10) 1550 cm": as amidas secundérias s&o o tipo mais comum @asm sio
geralmente muito intensas.

(11) 1651 cn: banda de amida | observada quando ocorre ligdgdddrogénio
€ geralmente mais intensa que a banda de amitio lestado sélido geralmente as duas
bandas se sobrepfe. Ela é devida principalmen&fandacdo angular da ligagdo N-H,
associada ao estiramento da ligacdo C-N. E negiiorgue ocorre a variacio do contetido
protéico.

(12) 2854 cm': pico devido ao estiramento simétrico de ligag@ks.

(13) 2874 cm': referente ao estiramento simétrico de ligacoeSide

(14) 2931 cm: pico dos alcanos no modo de vibracdo de estirmmen
assimétrico do CH

(15) 2962 cm': Esta regido é a variacdo natural que vibracdesiiezamento
assimétrico do CHl aparece nos alcanos. Esta configuragcdo das bamwasspectro
infravermelho mostra a forte indicagdo de que an@idse CH; s&o grupos presentes na
amostra.

(16) 3093 cm’: absor¢cdes de OH, com estiramento de CH, refereates
alquenos.

(17) 3294 cm': absor¢des de OH, com estiramento de CH dos adguen
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Nos espectros de absor¢cdes dos abdomens de formmgfasse que houve uma
estreita semelhanca entre os mesmos, indicandm,aasnhecessidade de interpretagéo

estatistica para diferenciar as coléniagd@&atomma brunneum

4.5.1. Resultados da Analise de fungéo Discriminaat

A andlise discriminante foi realizada pela inteadel dos 17 picos descritos na
Tabela 2 utilizando todos os espectros dos abdodefamigas pertencentes a espécie
brunneum Esta analise foi utilizada para determinar sgrapos da colbénia pré-definidos
poderdo ser estatisticamente discriminados. Farghda uma significativa diferenciagao
das populacdes analisadas & brunneum pela composicdo dos hidrocarbonetos
cuticulares pelas estatistica analisadas (Wilkisbtéa = 0,007; F = 14,015, P <0,001).
Nossos resultados mostraram que as duas primaimesrcandnicas explicaram 74,3% da
variacao nos dados de hidrocarboneto cuticular.

Apenas onze picos foram considerados significantesconsequentemente,
interpretados. O pico mais importante para a didegdo das populagbes na primeira raiz
canénica foi o de 1651 ¢l que apresentou valores mais elevados nas pogslaid
Pantanal. O pico de 3093 grmo entanto, mostrou uma relagéo inversa ao [B6d tm',
com valores mais elevados nas populacdes de Rio €EIBraganca. Na segunda candnica
raiz, o pico 1115 cfhfoi o principal fator de diferenciacdo populacibr@m os maiores
valores nas populacdes de Braganca e Pantanalowar lado, o pico de 1033 ¢m
apresentou valores mais elevados nas populacoPeulados e Pirassununga. A Figura
4.40 mostra a separacdo dos grupos das formigawedma espécies que estdo em

localidades diferentes.
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Figura 4.40 —Resultados da analise de fungéo discriminantegmfarmiga€ctatomma brunneum

Pela analise estatistica da Figura 4.40, a semardgd grupos mostra que ha
distincdo das colénias em relacdo aos hidrocarbermiticulares. Nota-se que 0s grupos
gue estdo em regides que apresentam condicOesnaarbiparecidas, se comportam de
forma semelhante em relagcdo uns aos outros, ousegido do Pantanal é uma regido
tipica com suas condicBes ambientais que difer¢éahmente das outras regides, como por
exemplo da Mata Atlantica, que por sua vez, ditre regides de cerrado, como a regido
de Dourados e Rio Claro. A Figura 4.41 ilustra eBsiingcdo de biomas e relaciona os
dados da analise discriminante da Figura 4.40 ¢iocgido a explicagdo dada

anteriormente.

Figura 4.41 —Principais dos biomas brasileiros. Fo
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Outros trabalhos também analisaram hidrocarborettisulares de vespas*® e
0os resultados comprovam que a variacdo no perfilhideocarbonetos auxilia para

discriminar o papel dos individuos dentro da caoni
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5. Consideracgoes Finais

No decorrer deste trabalho, foram realizados vérigeerimentos que utilizaram a
técnica de espectroscopia fotoacustica no infragron médio por transformada de
Fourier (PAS-FTIR). Os resultados apresentados detravam a versatilidade e eficiéncia
da técnica para a analise, distincdo e comparagawmaleriais biolégicos. A técnica de
PAS-FTIR foi aplicada em folhas de soja para aedlia ferrugem asiatica, causada pelo
fungo P. pachyrhizinas variedades de soja convencional BRS 133 sgi#aica BRS 245
RR. A analise foi realizada em diferentes plantiassoja sempre fazendo a comparacgéo
entre individuos (vasos) contaminados com a femugecom amostra controle, sem
manifestacdo da infeccdo. Em todos os plantiosra @& duas variedades estudadas, foi
verificada a alternancia na concentracdo de amido & concentracdo de ésteres da soja
infectada em relagédo a soja sadia. Sendo que ac@arino contetdo de amido pode ser
verificada logo nos primeiros dias apés a infesiaighk se estabelecida na planta. Este
aumento da producdo de amido deve estar relacicaméstresse quimico provocado pelo
fungo, que faz com que a planta, percebendo séeitddfergético, aumenta a producao de
amido, que esta relacionado a sua reserva enexrgégisra compensar 0s agucares
consumidos pelo fungo. A estabilizacao do contelelamido e o aumento na produgéo de
ésteres, observado entre o segundo e terceirdiasifpode ser explicado por meio do
segundo mecanismo de protecao que a planta desenpata conter a infestacdo do
fungo. Quando a infeccao fungica atinge um alta gia proliferacéo, a planta desencadeia
um mecanismo de aumento na espessura da ceralautm@ara conter, por meio da
formacdo de uma barreira quimica, o desenvolvimdntéungo. Apds o sexto trifélio, o
conteudo de amido volta a aumentar em virtude desaleede de hifas, oriunda dos
esporos, formada na superficie da folha que dremsracicares da folha, e assim séo
destacados na forma de amido nos espectros de PHRlados experimentais também
revelaram que a variedade transgénica BRS245RRsaayoel uma resisténcia maior as
alteraces quimicas na folha provocadas pelo fungo.

As imagens de MEV e microscopia Optica confirmamarpresenca do funge.
pachyrhizicuja morfologia e as lesbes formadas na folha s@ibearidas na literatura. A
vantagem da técnica de PAS-FTIR em relacdo a #wamscial ou de microscopia esta em

sua capacidade de identificar o estresse quimagacio pelo fungo, antes que o método
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visual ou de microscopia possa identificar o p#&madtntretanto, a espectroscopia por
PAS-FTIR ndo é capaz de distinguir, por meio daialigacdo direta dos espectros, a
ferrugem da soja de outras doencas ou de outragpd$ursendo que para sua precisa
identificacdo as técnicas de imagens de MEV ouasapia sdo mais indicadas.

A aplicacdo da técnica de analise multivariadaicapgh aos espectros de PAS-
FTIR de folhas contaminadas com fungos de espésiimtds, podera ser uma alternativa
que possibilitara distinguir a infeccdo, assim cpmaesposta quimica desencadeada na
planta. Este tema deverd ser um dos projetos dquigesinteressante para serem
abordados no futuro.

Em relacdo a distingdo de colbnias de formigasypeio da aplicacdo da técnica de
espectroscopia PAS-FTIR observamos que os espamttaios analisados por meio da
analise multivariada (MANOVA) revelaram a poteniclatie da técnica para identificacao
e distingdo de colbnia de formigas, oriundas dereliftes localizagbes geograficas no
Brasil. Os resultados indicaram que colénias deigas, de mesma espécie, possuem a
composicao quimica do hidrocarboneto cuticular ddpete do bioma onde habitam. Tal
distincdo € impossivel de ser feita por meio denités visuais ou por meio de
microscopia, e coloca a PAS-FTIR como uma altevaatiais economicamente viavel que
a técnica de DNA, provando assim ser de grandeladié para o estudo da taxonomia de
insetos.

Os resultados apresentados neste trabalho mostoprama técnica de PAS-FTIR é
sensivel ao conteddo quimico de compostos biolégieatretanto, devido as discretas
diferencas apresentadas na comparacao entre espedém da diversidade grupos
quimicos contidos na composi¢cdo da amostra biddgialisada, a interpretacdo desses
espectros pode ser complicada necessitando em sreagpns da analise estatistica para
compreensdo dos resultados. Assim a espectros€dpR juntamente com a analise
multivariada é uma ferramenta importante para adestle compostos biolégicos.

Contudo, todas estas analises comprovam a equivaléa técnica de PAS-FTIR,
se mostrando uma ferramenta Gtil e poderosa nateamacao e separacdo de grupos de

compostos moleculares de superficies de mateii@isgicos.
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