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Resumo

Neste trabalho empregamos a técnica de espectroscopia fotoacustica no
infravermelho médio por transformada de Fourier (PAS-FTIR) para anélise de compostos
bioldgicos como a ferrugem da soja e formigas. A caracterizacio da ferrugem asidtica foi
realizada por meio da andlise dos modos vibracionais moleculares associadas a
composi¢do quimica de folhas de soja sadias e infectadas com o fungo da ferrugem
asidtica, P. phachyrhizi. Foram coletados varios espectros das folhas acompanhando o seu
crescimento e a evolucdo do fungo a fim de monitorar alteracdes que o fungo provoca na
folha. A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) foi empregada para
confirmar e verificar visualmente, de forma comparativa com os espectros de FTIR, a
evolucdo do fungo P. phachyrhizi nas folhas de soja. Os resultados alcancados mostraram
que hd um aumento inicial no conteido de lipidio como reacdo da planta de tentar
compensar suas reservas energéticas consumidas pelo fungo. Em um estdgio mais evoluido
da doenca, foi observado também um aumento no conteido de ésteres da superficie foliar
que estd relacionado a reac@o quimica da planta em criar uma barreira quimica por meio do
aumento da quantidade de cera cuticular. Esta mesma técnica, também foi utilizada na
caracterizacdo de hidrocarbonetos cuticulares em abdomens de formigas, os quais servem
para a distin¢c@o entre castas. A distin¢do entre coldnias de formigas oriundas de biomas
pode ser observada, indicando a influéncia do meio natural na composi¢ao quimica do seu
exoesqueleto. As formigas que vivem em colOnias, as quais se situam em regides
climéticas proximas, se comportam similarmente, ja as regides que se distinguem muito em
condic¢des climdticas também mostram estas separacdes dos grupos de formigas estudados.
Estes resultados mostram que a técnica de PAS-FTIR aliada a andlise multivariada pode

ser uma ferramenta importante para o estudo da taxonomia.
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Abstract

In this work employ the technique of photoacoustic spectroscopy in the infrared by
Fourier transform (FTIR-PAS) for analysis of biological compounds such as soybean rust
and the ants. The characterization of the Asian rust was performed by analysis of
molecular vibrational modes from the chemical composition of soybean leaves of healthy
and infected with the Asian rust fungus, P. phachyrhizi. Several spectra were collected
from leaves following their growth and development of the fungus to monitor the changes
that cause the fungus in the leaf. The technique of scanning electron microscopy (SEM)
was used to confirm and verify visually, in comparison with the spectra of FTIR, the
development of the fungus P. phachyrhizi in the soybean leaves. The results showed that
there is an initial increase in lipid content of the plant as a reaction to try to offset their
energy reserves consumed by the fungus. In a more advanced stage of disease was also
observed an increase in the content of esters of the leaf surface that is related to the
chemical reaction of the plant to create a chemical barrier by increasing the amount of
cuticular wax. This same technique was also used in the characterization of cuticular
hydrocarbons in abdomens of ants, which serve to distinguish between the varieties. The
distinguished from colonies of ants biomes can be observed, indicating the influence of
environment on the chemical composition of its outer skeleton. Ants live in colonies,
which are located in climatic regions similar, they behave similarly, since the regions that
differ greatly in climatic conditions also show the separations of the groups of ants studied.
These results show that the PAS-FTIR technique coupled with multivariate analysis may

be an important tool for the study of taxonomy.
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Objetivos

O objetivo do presente trabalho é acompanhar a evolucao da ferrugem que aparece
na soja, conhecida como ferrugem asidtica, causada pelo fungo Phakopsora pachyrhizi, em
diferentes estdgios de crescimento da planta, utilizando a técnica de espectroscopia
fotoacustica no infravermelho médio por Transformada de Fourier (PAS-FTIR),
acompanhada pela andlise de microscopia eletronica de varredura (MEV) e também pela
andlise de funcdo discriminante multivariada. Esperou-se também com este, obter
informacdes sobre as mudancas na composi¢do quimica das folhas causadas pela acdo do
fungo por meio dos espectros de PAS-FTIR em fun¢do dos diferentes estiagios de
desenvolvimento da planta. Utilizamos a técnica de PAS-FTIR também para a
caracterizacdo e diferenciacdo de hidrocarbonetos cuticulares presentes na superficie
abdominal de formigas, em conjunto com a técnica de andlise de fun¢do discriminante. Por
meio da diferenca na concentracdo destes compostos cuticulares esperou-se realizar a

distin¢do de coldnias oriundas de diferentes biomas brasileiros.
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Capitulo 1

Introducao

A técnica de espectroscopia fotoacustica no infravermelho médio por transformada
de Fourier (PAS-FTIR) é uma medida direta da radiacdo absorvida pela amostra. As
vantagens apresentadas pela técnica sdo muito interessantes para sua aplicacio em
materiais de grande fragilidade, como materiais bioldgicos. Devido a intensidade de
radiacdo ser baixa ndo provoca a destruicdo da mesma, além de, poder ser empregada para
medida de amostras com dimensOes reduzidas. Além dessas caracteristicas, a varredura
espectral ndo emprega métodos Opticos dispersivos, a obten¢do dos espectros pode ser
realizada em poucos minutos, dessa forma, um grande nimero de amostras podem ser
analisadas. E uma técnica de grande sensibilidade e confiabilidade, e é aplicada na anélise
de diversos materiais bioldgicos. Esta técnica ja foi empregada com sucesso na andlise do

[1.2]

fungo Aspergillus flavus que ataca o milho, na diferenciacdio de microorganismos

constituintes da superficie da maca B foi também empregada em nosso grupo para

[4

distin¢do de castas de insetos sociais ], na distin¢ao entre as variedades convencionais e

1 ¢ também na deteccdo da ferrugem asidtica nas folhas de soja

transgénicas de soja |
infectadas com o fungo Phakopsora pachyrhizi °.

Uma vez que esta técnica ja tenha mostrado sua potencialidade para andlise de
materiais biolégicos, empregamos a mesma para andlise da soja parasitada pela ferrugem
asidtica e na andlise de formigas oriundas de diferentes biomas brasileiros.

A soja (Glycine Max Merr.) é uma cultura de grande valor econdmico para todo o
Brasil, principalmente para o nosso estado, e varias sdo as doengas que ocorrem, causando
enormes percas € prejuizos significativos para o produtor. Com isso, uma dessas doencas
merece atencdo especial, a ferrugem asidtica, que foi percebida nas safras brasileiras a
partir do ano de 2001, e hoje em dia, ja apareceu em quase todos os estados produtores de
soja. Essa é uma doenca que tem causado grandes perdas nas lavouras de soja de todo o
Brasil, chegando a percas de até 100% dependendo do nivel de infestacdo desta doenga. A
ferrugem da soja € uma doenca que se espalha com grande rapidez e a dificuldade de um

diagnéstico precoce faz com que a presenca do fungo seja percebida somente quando este

jé& estd na fase de esporulagdo, que ocorre quando as urédias comeg¢am a se formar. Dessa



forma o emprego da técnica de espectroscopia PAS-FTIR pode auxiliar no entendimento
das alteracdes quimicas que ocorrem na soja quando parasitadas pelo fungo.

Neste trabalho a utilizagdo da técnica PAS-FTIR serviu primeiramente, para a
determinagdo de grupos funcionais presentes nas folhas de soja sadias e infectadas com o
fungo da ferrugem asiatica, o Phakopsora pachyrhizi, bem como, a diferenciacio entre as
mesmas. Na primeira etapa do trabalho foram realizadas as medidas PAS-FTIR e de MEV,
nas folhas de soja da variedade BRS 133 ¢ BRS 245 RR sadias e infectadas com a
ferrugem asidtica, referentes ao primeiro plantio, e depois realizadas as medidas nas
amostras da variedade BRS 245 RR do segundo plantio. Outras técnicas como microscopia
eletronica de varredura (MEV), microscopia Optica e andlise de fungdo discriminante
também foram empregadas, juntamente com a técnica de (PAS-FTIR) a fim de
complementar a andlise realizada.

A técnica PAS-FTIR também foi utilizada na diferenciacdo de colonias de formigas
da espécie Ectatomma brunneum. As formigas estdo classificadas no grupo de insetos
sociais, vivem em sociedade e cada uma tem sua fungdo especifica dentro da sua coldnia.
Estes insetos sociais possuem hidrocarbonetos cuticulares que variam de acordo com a
colonia e com a fisiologia de cada individuo. E por meio destes hidrocarbonetos que o
reconhecimento dos membros da mesma espécie, reconhecimento do ninho, € membros da
mesma casta, € percebido. A percepc¢do € feita por meio de uma pequena distancia ou por
meio do contato.

O trabalho estd dividido em 5 capitulos, a partir desta introdugao.

No capitulo 2 é apresentada a revisdo de literatura, sendo comentado sobre, a
espectroscopia no infravermelho, bem como, os equipamentos utilizados e o
funcionamento dos mesmos para a obten¢do de dados por meio desta. Também ¢ dito sobre
a soja, a ferrugem da soja e os insetos sociais introduzindo o conceito da andlise de funcdo
discriminante.

No capitulo 3 € descrito o procedimento experimental realizado para a obtengdo das
amostras e realizacdo das medidas de PAS-FTIR, MEV e andlise discriminante para a soja
e para as formigas.

O capitulo 4 apresenta os resultados experimentais obtidos destas medidas, por
meio das técnicas de PAS-FTIR, MEV e da analise discriminante.

No capitulo 5 € apresentada a conclusdao geral deste trabalho quanto a

caracterizacdo das amostras por meio da técnica de absor¢do molecular, bem como a

2



resposta quimica das amostras de soja infectadas ou nio e a respostas dos abdomens de
formigas de diferentes colonias e fungdes. Também neste capitulo é apresentada a

eficiéncia das técnicas utilizadas.



2. Revisao de Literatura

2.1. Espectroscopia optica na regiao espectral do infravermelho médio.

A espectroscopia Optica realizada na regido espectral do infravermelho médio
compreende a faixa espectral de 4000 a 400 cm™ . Esta regido é sensivel as vibracoes e
rotacdes de grupos quimicos moleculares e, sendo assim, € capaz de identificar e distinguir
radicais moleculares e os tipos de ligagdes quimicas envolvidas em determinada amostra,
sendo este, 0 aspecto mais vantajoso dessa técnica /.

A espectroscopia optica infravermelha de absor¢do possui muitas vantagens como
técnica de andlise quimica. E uma técnica universal e vérios materiais como, solidos,
liquidos, gases, p6 e polimeros podem ser analisados. De modo geral, para anélise de
muitos materiais, a técnica de espectroscopia infravermelha € relativamente rapida, de facil
manuseio, possui alta sensibilidade e boa resolugao.

A radiacdo na regido do infravermelho (IR) quando interagida com moléculas
organicas, provoca alteracdes nos modos vibracionais e rotacionais destas moléculas. Com
isso, a freqiiéncia absorvida pela amostra € exatamente a freqii€ncia de vibragdo molecular
responsdvel pela absor¢do, ou seja, é transformada em energia vibracional **). Uma
transi¢do infravermelha é permitida e passiva a deteccao quando a interacao da radiacao IR
causa, uma variacdo no seu momento de dipolo Bl Dessa forma algumas moléculas
denominadas como sendo diatdbmicas homonucleares ndo possuem espectro infravermelho

devido a sua simetria, como 0 O, N, ou Cl, "8,

2.1.1. Modos vibracionais das moléculas
Uma molécula pode absorver energia proveniente de uma fonte de radiagdo .
Isso ocorre quando a energia dos fétons € a mesma que a energia vibracional da molécula.
Quando um feixe de fétons com uma intensidade (Ip) incide em uma molécula que
apresenta a mesma energia de vibragdo do feixe, cada molécula da amostra absorverda um
féton. Assim, a intensidade (I) dos fétons que ndo sdo absorvidos pela amostra serd menor

do que a intensidade incidente, Figura 2.1.



—> Amostra

Figura 2.1 - Absor¢do de fétons pela amostra, (Ip > I).

As posi¢des dos dtomos que compde uma molécula ndo sio fixas e podem variar de
acordo com as vibragdes e rotacdes que ocorrem na molécula, quando a freqiiéncia incidida
corresponde a freqiiéncia de vibragdo da mesma 81 Estas vibragdes moleculares podem ser
de estiramento ou de deformacgdes angulares. A Figura 2.2 mostra um exemplo de vibracao
de estiramento cuja variacao periddica da distancia interatdmica entre os &tomos causa um

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

Vibragées de Estiramento

N\ N\

Simétrico Asgsimeétrico

Figura 2.2 - Ilustrag@o das vibracdes de Estiramento do tipo Simétrico e Assimétrico.

As vibragdes de deformacdo angular, Figura 2.3, caracterizam-se pela variagdo
ritmada do angulo entre duas ligacdes, sem que a posi¢do relativa dos atomos se altere.
Estas vibragdes de deformacdo angular podem ser de quatro tipos: tesoura, balango, torcao

. 12
e sacudida *12,



Vibracoex de Deformacao Angular
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Balango no plano Terourano plano
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Agitacao tora do plano Tor¢ao fora do plano

Figura 2.3 — Ilustracéo das vibragdes de Deformacdes Angulares do tipo Balango, Tesoura, Agitacdo e
Torgao.

2.2. Deteccao por meio do efeito fotoacustico.

O efeito fotoactstico em solidos foi observado pela primeira vez em 1880 por
Alexandre Graham Bell, em seus estudos sobre o microfone 6ptico ou “photofone”. Ele
percebeu que incidindo luz solar modulada em um sélido dentro de uma célula, gerava no
ar a sua volta sons audiveis que podiam ser amplificados e captados a partir de um tudo

ligado a referida célula [15,16]

. Em 1881, Bell apresentou sua descoberta a Associacdo
Americana para o Desenvolvimento da Ciéncia, nos seguintes termos: “a natureza dos
raios que produzem efeitos sonoros em substancias diferentes depende da natureza das
substancias que sdo expostas a radiagdo, e que os sons sdo em cada caso devido aos raios
do espectro que sdo absorvidos pelo corpo”. Segundo sua interpretacdo, a intensidade do
sinal fotoactstico dependia da quantidade de luz absorvida pelo material na célula, isto é,
dependia do coeficiente de absor¢ao do material.

Desde a descoberta do efeito fotoacustico muitos foram os avancos alcancados na
area da espectroscopia Optica. Na seqiiéncia do desenvolvimento da PAS, Busse e
Bullemer obtiveram, em 1978, pela primeira vez, o espectro de absor¢do infravermelho
médio para o vapor de metanol. Eles utilizaram um espectrofotometro infravermelho por
transformada de Fourier comercial e uma célula de absorcdo gasosa ajustada com um

microfone. Seus resultados foram confrontados com os obtidos pela espectroscopia optica

convencional de transmissao dando uma boa concordancia entre os métodos. Por este
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motivo, muitos o consideram pioneiro na espectroscopia por deteccdo fotoacustica PAS
[17]

Apoés estes, muitos outros trabalhos foram publicados em periddicos de grande
prestigio internacional. Até 2002, pouco mais de 600 artigos haviam sido publicados sobre
as diversas aplicacdes da PAS em diferentes materiais s6lidos, liquidos e gasosos 7,

A aplicacdo dessa técnica se estende desde o campo da fisica, passando também
pela Quimica, Biologia, Medicina e Engenharia. Isto porque esta técnica possui algumas
vantagens sobre a espectroscopia Optica convencional (transmissdo, reflexdo e
espalhamento). Uma destas vantagens é que a PAS € uma medida direta da absor¢do (mede
apenas a radiacdo absorvida que relaxa na forma de calor), de forma que as por¢des de luz
transmitida, refletida ou espalhada nao interferem nas medidas. E uma técnica ndo
destrutivel, visto que a amostra ndo fica situada muito préxima da fonte, ndo provoca
aquecimento da amostra analisada.

Assim, a PAS pode ser aplicada ao estudo de materiais opacos, pouco
absorvedores, géis, na forma de p6 ou amorfos, que sdo materiais onde a espectroscopia
Optica convencional nao € adequada.

O efeito fotoacustico € geracdo de um sinal acustico, causado pela absor¢cao de uma
radiacdo modulada dentro de uma célula fechada composta por um microfone, conforme

ilustrado na Figura 2.4.

Luz modulada

!
!
l @ Microfone

Figura 2.4 — Esquema de uma célula fotoacustica.

A radiacdo incidente, com determinada modulagcdo, € absorvida pela amostra,
provocando a vibracdo das moléculas, as quais emitem um sinal térmico em forma de

calor. Este calor gerado ird se propagar por meio do meio gasoso que envolve a amostra, na



mesma modulacido da radiacdo incidente. Esta variacdo de pressdo serd captada por um
microfone situado dentro da camara fotoactstica, transformando o sinal acustico captado
em sinais elétricos. A intensidade do sinal captado serd proporcional as ondas térmicas
geradas pelo material e conseqiientemente a absorcao da radiacao incidente na amostra. O
gds que preenche a célula fotoactstica também desempenha papel importante na

sensibilidade da detec¢do o qual pode ser hélio ou nitrogénio .

2.3. Espectroscopia Fotoacustica no infravermelho com Transformada de

Fourier

A espectroscopia fotoacustica no infravermelho com transformada de Fourier (no
inglés Fourier Transform Infrared Spectrometer Photoacoustic — PAS- FTIR) é uma
ferramenta poderosa para andlise de diferentes tipos de materiais, podendo ser usada na
andlise de solidos e liquidos 11381 Esta técnica jé foi empregada em andlise semelhantes

como a infec¢do do milhos causada pelo um fungo Aspergillus flavus (.2

[3]

, na diferenciacao
de microorganismos constituintes da superficie da maca e também no Grupo de
Espectroscopia Optica e Fototérmica GEOF-UEMS na distincdo entre espécies de soja

(3]

transgénicas e convencionais ' e na deteccdo da ferrugem asidtica nas folhas de soja

infectadas com o fungo Phakopsora pachyrhizi 41,

2.4. Espectrofotometros infravermelhos

Existem vdrios tipos de espectrofotdmetros usados para obter o espectro de
absorcdo 6ptica no infravermelho ). A maioria dos instrumentos na época de 1980 era do

tipo dispersivo, baseados nas redes de difracdo [8.9]

. Foi somente depois, que estes
espectrofotometros foram substituidos pelos equipamentos com transformadas de Fourier,
devido a sua velocidade e conveniéncia . Estes espectrofotdmetros sdo denominados
Espectrofotdmetros no Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) . Os
componentes basicos destes equipamentos sao o interferdmetro de Michelson, a fonte e o

detector.



O interferometro de Michelson é a configuracdo Optica mais comum usada para
experimentos de interferometria. Este instrumento foi inventado por Albert Abrahan
Michelson com a intencdo de provar a existéncia do meio luminifero éter. Contudo, seus
resultados, somados a de outros cientistas da época como Morley e Miler, somente
serviram para provar a invariancia da velocidade da luz e reafirmar a teoria da relatividade.
Apesar de ndo ter contribuido para seu propodsito inicial, ou seja, de provar a existéncia do
meio luminifero éter, este instrumento se mostrou bastante versitil para medidas que
envolvem grande precisao.

O interferdmetro de Michelson é um interferometro de divisdo de amplitude e
constituido de um divisor de feixe (espelho semitransparente), um espelho plano mével e

[9,12]

de um espelho plano fixo , ilustrado na Figura 2.5.
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Figura 2.5 — Interferdmetro de Michelson.

O feixe de radiacao é propagado em dire¢@o ao divisor de feixe, que transmite 50%
da radiacdo em direcdo a um espelho fixo (E1) e reflete os outros 50% em dire¢cdo ao
espelho moével (E2). As distancias d; e d, dos bragos do interferdmetro podem variar
devido ao espelho mével E2, de maneira que, isso provoca a variacdo no caminho 6ptico
0121 Os feixes sdo refletidos pelos espelhos El e E2 e retornam novamente em direcdo ao
divisor de feixe onde sdo novamente recombinados, formando um padrdo de interferéncia.
Quando a diferenca entre os caminhos 6pticos d; e d, percorridos pelos feixes forem

distintas, serd observado um padrao de interferéncia que é capturado pelo detector. O



padrdo de interferéncia observado depende da diferenca de caminho 6ptico percorrido pelo
laser e pela fonte de luz.

Para o emprego do interferometro de Michelson para realizacdo da espectroscopia
Optica infravermelha, € utilizada uma fonte de radiacdo capaz de interagir com o material o
qual se deseja analisar. A intensidade, apds a recombina¢do dos feixes medida pelo

detector € proporcional a média no tempo do quadrado do Campo elétrico, dada por:

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

com, E(x,1)= Acos(kx — @t + &)

Sendo: J constante de fase da onda; A = amplitude real da onda; Ae’® = amplitude
complexa; k :277z ew=2x.f.

Como a intensidade percorre a distancia d; e d,, referente aos dois bracos, assim, é

dada pela soma dos campos:
10x)=([E,(x.0)+ Ey(x0)F ) (2.2)
100 =(E,(x,1)" + E, (x,1)" +2E, (x,0).E, (x,1)) (2.3)

como, I, =(E,(x,0)*) , I, =(E,(x,t)°) e I;, =2(E,(x,)).E, (x.1)),

podemos €SCrever:

I(x)y=1,+1,+1, (2.4)

Resolvendo as equacdes, teremos:

AZ
I, = 71 (2.5
A2
I, = 72 (2.6)
I, =A.A, cos(kx—k,x+ 06, —0,) 2.7)
Escrevendo I;; em termos de A; e As:
I, =211, cos(kx—k,x+06,—0,) (2.8)

10



Substituindo a equagdo (1.8), (1.6) e (1.5) em (1.4), temos a intensidade total:
I=1+1,+2,1.1, cos@ (2.9)

com 6 =kx—k,x+0, -0,

A radiacdo incidente no interferometro de Michelson deve ter intensidade I, esta

intensidade pode ser escrita em termos de campo elétrico como sendo:
1(x)=(E(x,t) E(x1)) (2.10)
T

sendo * o complexo conjugado.
Podemos também escrever o campo elétrico em fun¢do da freqii€ncia, por uma

fun¢do do campo em fungio da posi¢do espacial, como segue:
E(x,t)= [\B(V ).y @2.11)

sendo que /B(Vv) representa a amplitude da freqiiéncia da componente V, e
_ V 7z . ~ ~
o= 4 ¢ a direcdo de propagacao.

O feixe de saida do interferdmetro tem como campo elétrico resultante, a soma das
componentes provenientes dos dois espelhos:

E(x,z)JrE(x,zH)
2 2

Esat’da(x,t) = (212)

com 7 sendo a diferenca no tempo de propagacdo dos dois feixes.
Por meio do campo elétrico de saida do interferobmetro, podemos considerar a

intensidade de saida:

. E(x,t)+ E(x,t+7) ‘ E(x,t)+ E(xt+7) 2.13)
2 2 2 2
T
i/
Sabendo que o valor médio de uma fungdo é dado por: < f(t )>T = T I f(t)dt, com
7
f(t) uma func¢do qualquer. Aplicando na equacgao (2.13), fica:
; % E(x,t) .E(x,t)_l_E(x,t) _E(x,t+2')+
ISaida = - 2 * 2_} 2_} g . t (214)
T2 E(xt+7) E(xt), E(xt+7) E(x1+7)
2 S22 2 S22
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E(xt) E(xt) . E(xt+7) E(xt+7)
= Sl

Os termos se tornam iguais no limite

quando T>>7 . Resolvendo a integral para esses termos teremos:

T — * — *
_&_i_l_o_i_ié E(x,t) E(x,t+f)+E(x,t+2') E(x,t)
Saida 4 4 T_]/ 2 . 2 2 . 2
2

Substituindo a equacdo (2.11) na equacao (2.15), podemos expressar a intensidade

t (2.15)

de saida também em termos da freqii€ncia:

; /B(V),e_zm(v’”o_) . /B(V).e2m(v(’+“+xg)
2

I, 177 2 +

Lgiaa =+ 4 , dvdt  (2.16)
2 T _VTQ:[O W.e—Zm(V(t+T)+xo') | W.ezmvm-m')

2 2
iz
10 1 i +mB(V) —2m(vi+xo ) 27( V(14T J+x0 ) —27(V(1+T J+x0 ) 27( i+x0 )
. :_+_ e m X0 ‘em T )+Xx0 +e m T )J+x0 .eﬂl X0 th
Saida 2 T _l _J; 4 [ k

2

(2.17)
Sabendo que o produto das exponenciais corresponde a exponencial da soma dos

expoentes, temos:

T,
) oo
I 1 B(V) mvT —2mvT
saida=3°+;_l/2_fm—4 |27 + &2 Javatr (2.18)

Reescrevendo a equagdo na forma real:

T

2 +oo
Lye = %0 +% [ # [cos( 27zvT )+ cos(—2avr )dvdr (2.19)
_% o0

Como a funcdo cosseno € uma fungio par, podemos reescrever e resolver a equagao

para que esta fique na forma:

V) +on
L =224 2 [ T2 cos(2ve avar (2.20)
2 T_T/_m 2
2
ISaida :%+ j B(V)COS(ZWT)dV (221)

Com B(v ) representando agora a densidade espectral da radiagdo incidente.
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I
A fim de simplificar a expressdo chamaremos, C(7)=1Ig,, —?0, entdo a equacio
(2.21) resulta em:

C(t)= f%cos( 2zvt dv (2.22)

A densidade espectral € obtida por meio da aplicacdo da Transformada de Fourier

(TF) inversa do cosseno na funcdo (2.22). Sabe-se que para uma fungao f{x):

flx)=) ¢, (2.23)
tal que: (-L<x<L)
Pode-se obter a funcdo ¢, multiplicando a equacdo (2.23) por e "*’*) e somar
para todos os valores possiveis de x:
c, = LTf(x)e_”"m“dx.
2L ",
Analogamente, pode-se obter B(Vv' ) da equagdo (2.22) como sendo:
B(v')=2 [C(7)cos(2av't AT (2.24)

7z

A intensidade de radiagdo de saida do interferdmetro € obtida em fun¢do da
diferenca no tempo de propagacdo da radiacdo, por meio dos dois bracos do
interferometro. Esta fun¢do da intensidade é chamada de interferograma.

Os detectores mais comuns sensiveis para esta faixa espectral sdo os de sulfatos de
triglicina, que operam a temperatura ambiente e possuem respostas rapidas, os outros sao
os de telureto de cddmio e mercurio, operam a temperatura do nitrogénio liquido 21,

As fontes de infravermelho sdo constituidas de sélidos inertes que sofrem um
aquecimento entre 1000 e 1800°C. Geralmente, estas fontes podem ser de Nerst, um
filamento que & fabricado a partir de adesivos de 6xido de zirconio, tério e cério, ou fontes
de Globar, uma barra de carbeto de silicio [8.12]

Quando a fonte usada € policromatica, teremos que a interferéncia € a soma de

todas as ondas senoidais para as freqiiéncias correspondentes, formando um

interferograma, Figura 2.6.
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Figura 2.6 — Um interferograma tipico. Fonte: ',

O interferograma fundamental possui um sinal intenso préximo a posi¢cdo onde a
diferenca no caminho para os dois feixes € zero. O espectro cldssico que mostra a energia
com uma funcdo da freqiiéncia € obtido do interferograma pela Transformada de Fourier
121 Assim, para obter o espectro infravermelho, primeiramente, um espectro de referéncia

(background) € obtido, Figura 2.7.
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Figura 2.7 — Espectro de um Background tipico.

Colocando a amostra entre o detector e o interferdmetro, ela absorvera alguns
comprimentos de onda, reduzindo as intensidades correspondentes. Com a divisdo destes

dois espectros, o espectro de absor¢do da amostra € entdo obtido, Figura 2.8.
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Figura 2.8 — Espectro de uma folha de soja.

Desta forma, nota-se que o interferometro de Michelson pode ser utilizado em
diversas aplicacdes Opticas, assim, destacamos sua aplicagdo na espectroscopia Optica

infravermelha por transformada de Fourier.

2.4.1. Transmitancia e Absorbancia

O espectro de vibragdo molecular € composto de uma série de bandas. As
intensidades destas bandas podem ser representadas em termos da transmitancia (T) ou da
absorbancia (A) (101

A absorbancia € obtida pela lei de Lambert-Beer que institui a relagdo entre
transmitancia, espessura da amostra e concentracdo das espécies que absorvem. Assim, a

intensidade transmitida pode ser escrita da seguinte forma:

I=1Iyexp (-Gas NL) (2.27)

Nesta equacdo, 0 termo G, representa a secdo de choque de absorcdao, N a
concentracao da espécie absorvedora na amostra e, L. o seu comprimento.

A transmitancia € a relagdo entre a luz incidida (Ip) e a luz transmitida (I) por certa
amostra, € o seu maximo pode ser 100%, é dada por (10.121,

T =11y (2.28)
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Caso determinada amostra ndo absorva luz, o valor da transmitancia serda 1,
conseqiientemente, se uma amostra absorve luz ela terd o valor da transmitancia menor do

que 1 21,

2.5. Vantagens do espectrometro de FTIR

Os espectrofotdometros infravermelhos com transformadas de Fourier possuem
inimeras vantagens, quando comparados com os instrumentos dispersivos.

Sdo compostos de tal modo que, a tnica parte com movimento € o espelho médvel,
resultando em menor desgaste com alta confiabilidade das medidas. Estas medidas, por sua
vez, sdo realizadas em tempos relativamente pequenos com certa continuidade, por isso um
grande niimero de amostras podem ser medidas **'?!,

O sinal do interferograma possui a vantagem de Felgett, ou seja, € multiplexado, e o
detector capta todas as freqii€ncias simultaneamente. Assim, uma tnica varredura, mesmo
em velocidade baixa, dura cerca de alguns segundos e fornece a mesma sensibilidade em
relacdo sinal/ruido. Quanto maior o nimero de varreduras maior a rela¢do sinal/ruido, por
isso, com a adi¢do de vdérios espectros o ruido diminui, podendo entdo visualizar até
aqueles sinais mais fracos, que poderiam ser encobertos [8.9.121,

Os sistemas FTIR nao utilizam fendas, assim possuem uma maior abertura optica
quando comparados aos sistemas dispersivos. Por isso, tem maior entrada de energia
(vantagem de Jacquinot) e conseqiientemente maior sensibilidade. Como ndo ha fendas a
resolucdo € a mesma para todo o conjunto de amostras medidas [8.9.12],

A freqiiéncia € modulada pelo espectrometro, por isso, estd livre da radiagcdo
espuria. A amostra fica localizada antes do detector e depois do interferometro, assim a
radiacdo emitida pela amostra ndo € modulada e, portanto, ndo € detectada nenhuma banda
de emissdo. Provoca menor aquecimento na amostra, ja que a mesma fica afastada da fonte

12,13 4 . ~ ‘. ..
(812131 Além disso, como os dados sofrem uma conversio analgica para digital, os

. . ~ L . = [10
gréficos obtidos sdo de facil manipulacdo "%,

Com todas estas caracteristicas fica claro que os instrumentos de FTIR sdo bastante
versiteis e possuem vdrias vantagens quando comparados aos espectrofotometros

dispersivos por varredura.
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2.6. Analise discriminante

Os métodos estatisticos podem ser relacionados a apenas uma varidvel aleatéria ou
considerando vdrias varidveis relacionadas simultaneamente, de maneira que todas

18 ~ . .
81 A natureza ndo pode ser descrita por um niimero

possuem a mesma importancia
pequeno de varidveis, assim, os fendOmenos naturais necessitam ser tratados sob uma visao
multivariada.

A Anilise de Fun¢do Discriminante ou Andlise de Varidveis Candnicas pode ser
utilizada para dar uma indicacdo da possivel separacdo entre os materiais analisados. A
distribui¢do multivariada € especificada por um vetor de médias, que contém os valores
médios para todas as varidveis consideradas, e uma matriz de covaridncias, as quais
medem o quanto todos os pares de varidveis estdo relacionados 8] Esta andlise é aplicada,
quando em relacdo a um individuo sobre o qual tenham sido feitas diversas mensuracdes, é
necessario decidir a qual de dois, ou mais possiveis grupos, o0 mesmo pertence. A idéia basica é
substituir o conjunto original das diversas mensura¢des por um Uunico valor “Di”, definido
como uma combina¢do linear delas. Um dos métodos utilizados para o cdlculo das funcdes
discriminantes € o da regressdo linear, onde a varidvel dependente consiste na diferenca entre
as médias multivariadas de dois grupos e as varidveis independentes as varidveis e covariancias
das variancias em estudo.

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

A diferenciagdo entre grupos € testada calculando a distincia entre as duas médias

multivariadas de grupos que pertencem a uma mesma populacdo. Esta medida de distancia é

conhecida como "distdncia generalizada de Mahalanobis", e € usada para ser testada pela
[18]

€69

distribuicdo “F” com “p”graus de liberdade Quando utilizamos “distancia” a
comparacdo de um objeto com ele mesmo sempre dard igual a O 91 Este método de
representacdo de diferencas entre grupos leva em conta qualquer correlagdo que exista entre as
varidveis usadas e € também independente das unidades de medida com que as varidveis estao
expressas.

Quando hd vdrias varidveis e vdrias amostras para serem comparadas, utilizamos o

teste que utiliza a estatistica lambda de Wik’s, que € dada por:

A=|W|/|T|
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Com |W]o determinante da matriz das somas de quadrados e de produtos
cruzados da amostra e | T | ¢ o determinante da matriz das somas totais de quadrados e
produtos cruzados.

A eficiéncia no método de vdrias varidveis, utilizadas no processo de
“discrimina¢do” dos grupos definidos € calculada a partir da estatistica Wilk’s lambda. O
estimador Wilk’s lambda varia entre 0 e 1, sendo que valores préximos a zero ocorrem
quando os grupos sdo facilmente diferenciados entre si, por outro lado, se o valor de
Wilk’s lambda for préximo de um os grupos sdo muito sobrepostos, ou seja, ndo sao
diferencidveis por meio das varidveis utilizadas '®. O valor de Wilk’s lambda pode ser
convertido a um valor de F padrao.

Complementarmente a esta estatistica também pode ser utilizada € o tragco de Pillai.

Esta pode ser escrita em funcdo dos autovalores, sendo:

V=34
& /(+4)

Com A, representando os autovalores.
Valores grandes para esta estatistica fornecem evidencia de que as amostras sdao de

populacdes com vetores médias diferentes 18],

2.7. Microscopia Eletronica de Varredura

A Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) ou SEM (SEM - Scanning Electron
Microscopy), consiste em um padrdo de rastreamento com um feixe de elétrons focalizado

o qual varre a superficie de uma amostra s6lida, Figura 2.9.

Feixe incidente de
elétrons

Superficie da
Amosira

[ -/ Fonte de elétrons secundarios

k_, Fonte de elétrons retroespalhados

Q Fonte de raios-X caracteristicos

Figura 2.9 — Esquema da varredura amostra pelo feixe.
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Durante o processo, os elétrons espalhados ou retro espalhados da superficie do
material sdo detectados por meio de um detector de elétrons. O sinal € entdo coletado e
armazenado em um computador, no qual € convertido em imagem 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 sdo mais dificeis de serem analisadas,
pois a carga elétrica acumulada na superficie, gerada do feixe eletronico, faz com que os
elétrons sejam desviados da posicdo focal, causando um efeito de lente e assim distorcendo
a imagem. A solu¢cdo empregada para evitar este problema € o depdsito de um filme
condutor sobre a superficie ndo condutora a ser estudada, de forma a evitar o acimulo de
cargas na superficie da amostra. Para as superficies onde se deseja obter um bom contraste
das imagens, € utilizada a evaporagdo de um filme de ouro fino produzido por bombardeio
ou evaporacdo em vicuo. A escolha de um metal como ouro € devido a sua excelente
condutividade elétrica, podendo drenar rapidamente a carga elétrica superficial da amostra
analisada e evitando o desvio dos elétrons retro-espalhados. Para amostras bioldgicas, um
procedimento similar é empregado, envolvendo também o emprego da deposicdo de um
filme condutor '*2".

O uso desta técnica € apenas o primeiro passo no estudo das propriedades da

superficie de um soélido, auxiliando no conhecimento da morfologia, topografia do material

verificado e coletando diversas informa¢des microestruturais.
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2.8. Soja (Glycine Max Merr.)

Trazida dos Estados Unidos, a soja (Glycine Max Merr.) chegou ao Brasil em 1882,
no estado da Bahia. O primeiro cultivo foi no estado de Rio Grande do Sul, no municipio
de Santa Rosa, em 1914. A cultura se desenvolveu perfeitamente devido as semelhancas
climdticas do ecossistema de origem (sul dos EUA) e dos materiais genéticos existentes no
Pais, com as condig¢des climéticas predominantes no extremo sul do Brasil 21,

A soja € uma cultura de grande importincia econdmica ao Brasil, entretanto, sdo
vdrias as doencas que podem ocorrer, as quais limitam seu desenvolvimento prejudicando
a economia no seu investimento A soja atualmente € uma das principais fontes de renda de
alguns estados brasileiros como Parand e Mato Grosso do Sul 221,

A presenca de doengas nas lavouras de soja, principalmente a causada pela
ferrugem asidtica, vem causando preocupag¢do nos agricultores, devido a facilidade e

rapidez da disseminagdo do fungo, e da auséncia de cultivares resistente ou tolerante a esta

doenca.

2.8.1. Ferrugem Asiatica

A ferrugem da soja € uma doenca flingica causada por duas espécies de fungo um &
o Phakopsora meibomiae que provoca a ferrugem americana, a qual € uma espécie menos
agressiva que foi confundida, no inicio da década de 90, com a variedade asidtica. O outro
causador da ferrugem € o fungo Phakopsora pachyrhizi, agente da ferrugem asidtica, uma
espécie que provoca perdas enormes nas lavouras de todo o pais (23231 para saber qual a
diferenca entre as duas espécies de fungo € feita a distin¢do por meio da morfologia dos
telidsporos e da andlise do DNA (261

A primeira divulgacdo do causador da doenca da soja Phakopsora pachyrhizi foi
em 1902 no Japao, sendo que em 1914 esta doenca apareceu em varios outros paises como
epidemia 127281 "Por volta de 1990 a doenca foi descoberta na Africa, causando perdas entre
60 a 80%, atualmente, a ferrugem da soja “P. pachyrhizi” é tratada como sendo a principal
doenca que afeta dreas tropicais e subtropicais (231,

Foram observadas perdas de até 40% em culturas no Japao; de 10% a 50%, no sul

da China; 10% a 40% na Tailandia e de 23% a 90% em Taiwan. Perdas quase totais podem
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ocorrer em determinadas dreas, na maioria desses paises 281 'No hemisfério ocidental, a
ferrugem da soja foi primeiramente reportada em 1976 no Brasil e na Coldombia, a qual foi
identificada no primeiro momento na soja tipo perene (Glicine wightii) (291 No Brasil,
anteriormente a 1992, a ferrugem da soja foi confundida com a espécie asidtica
Phakopsora pachyrhizi e tinha como base estudos que consideravam apenas oS
hospedeiros, fato que levou muitos pesquisadores a cometerem um engano, o qual foi
solucionado mais tarde, identificado assim o fungo Phakopsora meibomiae (231,

Foi identificada como epidemia, pela primeira vez, no continente Americano, em
marco de 2001, aparecendo no Paraguai e posteriormente, vindo a surgir no Brasil, em
maio de 2001 P Os primeiros estados que apresentaram foco da doencga foram, Rio
Grande do Sul, Parana, Sao Paulo, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Goias 321,

A ferrugem do tipo asidtica foi detectada em marco de 2001 na localidade de Pirap6

(Itapud), Paraguai (331

, ocorrendo dissemina¢do no Paraguai e no Parand no final dessa
safra. Na regido do Chapadao do Sul-MS, a ferrugem asidtica foi observada pela primeira
vez na safra de 2001/2002, mas € possivel que a doenga ja estivesse ocorrendo bem antes
disso e que, pela semelhanca na sintomatologia, sendo confundida com aquelas que fazem
parte do complexo de doencas de final de ciclo da soja. Segundo alguns autores, a
semelhanga, no aspecto visual, de lavouras afetadas por mancha parda e ferrugem e o uso
de fungicidas para controle das doencas de final de ciclo, podem ter feito com que a
ferrugem nao fosse identificada em muitas lavouras e regides, na safra 2001/2002 [34.22]

Fungos causadores de ferrugens necessitam do hospedeiro vivo para sobreviver e se
multiplicar. O fungo pode habitar outras 95 espécies de plantas alternativas que também
podem ser hospedeiras, além da soja B33,

As técnicas moleculares tém se mostrado bastante eficientes para auxiliar no
diagnéstico mais rdpido do que a andlise de DNA, a técnica de PAS-FTIR € uma
ferramenta poderosa para andlise molecular de diferentes tipos de materiais e foi utilizada
neste trabalho e em outras andlises que foram realizadas no diagndstico da contaminacao

de fungos na superficie do milho .21

3]

, na contaminacdo de diferentes microorganismos na
superficie da macga Bl também na deteccdo da ferrugem asidtica nas folhas de soja
infectadas com o fungo Phakopsora pachyrhizi 4,

Os primeiros sintomas da ferrugem asidtica podem ser confundidos com outras
doencas que também aparecem na soja, por isso, a necessidade de se estudar novos

métodos que apresentam um diagndstico mais rdpido do que o acompanhamento em
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campo. Informagdes prévias da aparéncia da doenca podem ser tteis na reducdo de
infestagdes da ferrugem 361,

Os sintomas da ferrugem asidtica podem aparecer em qualquer estigio de
desenvolvimento da planta, sendo que o fungo aparece, principalmente, nas folhas mais
baixas da planta, dificultando assim um diagndstico precoce [30.26]

Inicialmente, aparece na parte inferior da folha pontos muito pequenos com uma
coloracdo mais escura que a coloracdo natural da folha, as vezes, com um tom esverdeado
e/ou acinzentado, com pequenas lesoes foliares que recebem o nome de urédias. As urédias
adquirem cor castanho-clara a castanho-escura **. As urédias, as quais podem chegar a um

7]

tamanho entre 2 a 5 mm de didmetro 7, se rompem e comecam a liberar os uredésporos,

inicialmente de coloracao hialina (cristalina), que se acumulam ao redor dos poros e podem
ser carregados pelo vento 130341

A Figura 2.11 exemplifica algumas das folhas contaminadas usadas em nosso
estudo. Podem-se observar as urédias que aparecem nas folhas de soja, ilustrando o

amarelecimento das folhas vistos na face superior (a) e (b), e as urédias na cor castanho na

face superior (c).

(2) (b) (©)
Figura 2.11 - Sintomas da ferrugem asidtica nas folhas de soja: (a) e (b) sdo fotos da parte superior e (c)
infeccdo do fungo na parte inferior das folhas.

Com o avanco da ferrugem da soja ocorre o amarelamento precoce das folhas e a
queda prematura, impedindo que a planta termine o seu ciclo natural por completo,
causando reduc¢do no enchimento dos graos, redu¢do do nimero de grios e vagens, e
conseqiientemente perda da qualidade e do rendimento B8 Em alguns casos, dependendo
da época do aparecimento da doenca, pode ocorrer também a queda das vagens,
provocando perdas totais das lavouras.

No Brasil ja foram detectadas perdas de até 70%, quando realizadas comparacoes

. ~ .. 34
em dreas tratadas e ndo tratadas com fungicida 341,
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A disseminagdo do fungo € rapida e fécil, podendo ocorrer principalmente por meio
do vento, dessa forma, ndo hd medidas de controle para a dispersdo dos uredésporos. Por
isso pode atingir grandes distancias em pouco tempo [34.38]

Estudos realizados por meio da técnica de microscopia eletronica de varredura
(MEV) mostraram que a penetragdo do fungo pode ocorrer direto na superficie epidermal
com a formagdo, logo em seguida, de tubos germinativos, alguns estudos apresentaram que
algumas variedades, as quais possuem uma menor quantidade de cera nas folhas
apresentaram uma maior porcentagem de ureddsporos e apressorios formados. Esta
barreira formada pela camada de cera impede a formacgado do filme de 4gua na superficie da
folha dificultando assim, a germinacdo e a penetragdo do fungo na epiderme da folha 1391

O processo de infec¢do depende da disponibilidade de dgua livre na superficie da
folha e umidade entre 75-80%, sendo necessario no minimo seis horas de molhamento
foliar %1 A faixa de temperatura favordvel a infeccdo do fungo é de 15 e 28 °C, como

mostrado em alguns trabalhos 41,

2.8.2. Ciclo e morfologia da Planta de Soja

Folha trifoliolada [ Foliolos
|

Folha unifoliolada

Gemas axilares
Cotilédones

.Superficie do solo

Hipocdtilo

Nodulos

Raizes laterais }\ Raiz pivotante ramificada

Figura 2.22 - Tlustragdo de uma planta de soja e seus componentes.

O crescimento, desenvolvimento e o rendimento da cultura soja resultam da

interagdo entre o potencial genético de um determinado tipo de cultivar com o ambiente
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que ele estd submetido. H4 uma interacdo entre a planta de soja e o ambiente, de maneira
que, quando ocorrem mudancas no ambiente, também ocorrem no desenvolvimento da
planta. Os cultivares de soja sdo classificados quanto ao seu hébito de crescimento (forma
e estrutura morfoldgica) e pelo tempo de duracdo de dia e temperatura, necessdrios para
iniciar o desenvolvimento. O tempo especifico de duracdo entre os estddios de
desenvolvimento podem variar de acordo com os diferentes tipos de variedades existentes,
clima, regides de cultivo, datas (épocas) e padroes de semeadura, mas principalmente pela
temperatura. Assim, a duracdo de tempo entre os diferentes estddios serd varidvel conforme
as variacdes de temperatura. Deficiéncias de nutrientes, de umidade e outras condi¢des
estressantes a planta podem prolongar o tempo de duracio entre os estddios vegetativos,
porém, encurtam o tempo entre as fases reprodutivas 421,

O desenvolvimento da planta € dividido em duas fases: vegetativa (V) e reprodutiva
(R). A fase vegetativa € nomeada numericamente como V1, V2, V3, até Vn, com excecio
dos dois primeiros estddios que sdo designados como VE (emergéncia) e VC (estdgio de
cotilédone). O ultimo estagio vegetativo € designado como Vn, onde “n” representa o
nimero do ultimo n6 vegetativo formado pelo cultivar.

A fase reprodutiva apresenta oito estagios, cujas representacdes numéricas sdo R1
(inicio do florescimento), R2 (florescimento), R3 (inicio da formacdo de vagens), R4
(formagdo de vagens), RS (inicio do enchimento das sementes), R6 (enchimento das
sementes), R7 (inicio da maturacdo) e R8 (maturacdo plena) (421,

As folhas sdo 6rgaos de suma importancia para as plantas, e desempenha a funcao
de troca gasosa entre ela e o meio, processo no qual a respiracdo libera gds carbdnico e de
vapor de 4gua, e quando ocorre o processo inverso é chamado de fotossintese !, Na
presenca da luz solar as plantas absorvem energia e uma parte dessa energia € convertida
em energia armazenada na forma de compostos organicos, como proteinas e agucares. A
outra parte é convertida em calor ou reemitida **!,

As primeiras folhas que surgem quando uma semente é germinada é denominada
cotilédone, 6rgdo onde ficam armazenadas as reservas. O limbo fica sobre um pequeno

eixo desenvolvido, o peciolo, o qual prende a folha ao caule 1431
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Vasos
condutores

Epiderme

Figura 2.33 - Estrutura externa da folha. Fonte: %,

As camadas externas de células que revestem o organismo primdrio da planta sdo
denominadas epiderme superior e inferior 451 Essa camada restringe a perda de dgua sob a
forma de vapor (transpiracdo), tem funcdo de protecdo, faz trocas gasosas e realiza o
metabolismo. Normalmente, a epiderme € revestida por uma pelicula denominada cuticula,
cuja espessura pode ser varidvel e pode conter ceras, as quais reduzem a permeabilidade

das paredes das células [43.43]

. Na epiderme também podemos encontrar tricomas (pélos)
[43]

que podem ser de diversas formas e tamanhos

|, Céulas do Mesofilo
[/ Paissadico
o«

Cilulas do Mesafilo
Esponjoso

Figura 2.44 — Morfologia interna da folha e suas camadas. Fonte: %),

Na epiderme hd também a elementos que auxiliam na respiragdo da planta
chamados de estomatos conforme mostrado na Figura 2.15. Estes elementos consistem de
duas células guarda que se destacam e tem formato de rins, ou de grao de feijdo, que
possuem hilos voltados um para o outro e entre eles € formada uma abertura, onde ocorrem

. . 4345
as trocas gasosas entre a planta e o meio em que vivem [,
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Figura 2.55 — Representacdo do estomato da folha de soja, em vista frontal. Foto de microscopia eletronica
de varredura com uma ampliacdo de 5000X.

2.9. Hidrocarbonetos cuticulares das formigas.

As formigas da espécie Ectatomma Brunneum sdo formigas predadoras e que

~ . . - 47
possuem um ferrdo bem desenvolvido para a dominagdo das suas presas '

. Em geral,
estas formigas vivem em coldnias, formando assim, uma sociedade muito bem organizada,
da forma que cada individuo tem sua fun¢ao especifica dentro da col6nia onde habitam. Os
principais componentes envolvidos no processo de reconhecimento intra-colonial pelos
individuos de seus parceiros sdo os hidrocarbonetos cuticulares 1481 Em muitas espécies de
insetos sociais, os hidrocarbonetos cuticulares de adultos variam de acordo com a colonia e

[49-51]

com a fisiologia de cada individuo . Estes compostos fornecem uma espécie de

assinatura quimica de cada individuo que € reconhecida pelos membros da colonia [52-541,
Os hidrocarbonetos cuticulares estdo agrupados numa classe de compostos voléteis
conhecidos como “feromonios de superficie”. Estes feromdnios sdo importantes para os
insetos sociais, porque eles permitem o reconhecimento dos membros da mesma espécie,
além do reconhecimento dos ninhos, € at€ mesmo, reconhecem os membros de diferentes
castas. Geralmente, os feromoOnios aparecem absorvidos pela superficie do corpo e sdo
percebidos por outros insetos, por meio de uma distdncia muito pequena ou podem ser

detectados pelo contato direto (511

. Em suma, estes compostos quimicos formam uma
identidade quimica ou “impressdao digital” especificos para cada casta. Devido a esta
identificacdo quimica, os hidrocarbonetos que estdo presentes na cuticula formam o grupo
de compostos quimicos que possuem importancia fundamental para a sinalizag¢do intra e

[54]

inter-colonial das formigas “'. Esses hidrocarbonetos também possuem a funcdo de

proteger a cuticula e o animal como um todo, principalmente da desidratacdao 1531 "além de
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[51]

regular a permeabilidade cuticular . Pode-se dizer também que eles sdo excelentes

marcadores de insetos, porque sdo permanentes e abundantes na cuticula dos insetos e,
podem ser analisados até mesmo, em individuos mortos 561,

De um modo geral, os hidrocarbonetos estdo relacionados com a identificacao dos
papéis e o comportamento dos individuos dentro de cada coldnia, ou seja, a qual casta eles
pertencem, qual a sua fun¢@o na col6nia e outras respostas comportamentais (57511

Trabalhos recentes, desenvolvidos no Grupo de Espectroscopia Optica e
Fototérmica - GEOF da Universidade Estadual de Mato Grosso do Sul demonstraram a
diferenciacdo entre castas e o sexo de formigas da espécie Ectatomma vizottoi 4 e
também fizeram a diferenciacdo entre duas espécies de formigas (Ectatomma vizottoi e
Ectatomma brunneum) utilizando a técnica de FTIR-PAS juntamente com a técnica de
analise discriminante multivariada (MANOVA) 18] Outros trabalhos também utilizaram a
concentracdo e a variacdo dos hidrocarbonetos para a distingdo entre espécies, sexo ou

N . . Ao [585
funcdes dos insetos sociais dentro das coldnias ' 8,59

. Esta diferenca na concentracio de
hidrocarbonetos também foi verificada em espécies de vespas, mostrando que a variagao
no perfil de hidrocarbonetos foi suficientemente forte para discriminar individuos de
acordo com as caracteristicas de sua colonia 'Y,

Neste trabalho, empregamos a técnica de espectroscopia fotoactstica no
infravermelho médio (FTIR-PAS), para diagnosticar a diferenca entre a concentracdo
destes hidrocarbonetos nos diferentes grupos de formigas, bem como, a diferenca entre as
colonias. Esse método foi utilizado devido a facilidade de manuseio e preparo das
amostras, além de possuir alta sensibilidade e confiabilidade nos resultados fornecidos.
Outros métodos, como a cromatografia gasosa acoplada com a espectrometria de massa,
apresentam também alta confiabilidade, entretanto, sdo métodos que exigem um preparo
maior das amostras, e pelo fato da técnica de PAS-FTIR possibilitar medidas de varias

amostras em pouco intervalo de tempo com a mesma precisdo das outras técnicas, ela foi

utilizada neste trabalho.

27



Capitulo 3

Materiais e Métodos

3.1. Plantio dos vasos de soja

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

No primeiro plantio, as sementes de soja foram tratadas com o inoculante
Rhizomax (gel), um inoculante liquido para soja que contém bactérias Bradyrhizobium, as
quais servem para fixar nitrogénio nas raizes da planta fornecendo assim, a quantidade
ideal de nutrientes que a planta necessita para ter um bom desenvolvimento. As sementes
foram plantadas em 60 vasos de plastico de aproximadamente 4,7 L. com terra adubada, na
formulagdo 0-20-20 (0% de nitrogénio, 20% de fésforo e 20% de potdssio) com
micronutrientes. Metade dos vasos foram plantados com sementes transgénicas da
variedade BRS 245 RR e 30 vasos com sementes convencionais da variedade BRS 133. Da
variedade transgénica, 15 vasos foram submetidos a aplicagdo do fungicida Impact Duo
(da Cheminova Brasil Ltda) para prevenir a infestacdo da ferrugem da soja, e os 15
restantes nao tiveram aplicacdes do fungicida para que ficassem propositalmente
susceptiveis a infestacdo da ferrugem. O mesmo procedimento descrito também foi
seguido para os vasos de soja da variedade convencional. A 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 divisdo dos vasos com e sem a aplicagdo do fungicida.
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Para prevenir a infestagdo de pragas, como insetos e dcaros, foram feitas aplicacdes
de inseticidas e acaricidas, Endosulfan 350 EC MILENIA, em todos os vasos. Estas
aplicacdes foram realizadas 25 dias apds a germinacdo das sementes. O fungicida
destinado a prevencdao da ferrugem da soja foi aplicado 53 dias apds o plantio das
sementes, somente no conjunto de plantas que foram escolhidas a ndo terem a infestacio
da doenca.

Os vasos foram mantidos em uma casa de vegetacdo aberta e por isso, a infestacao
das plantas com o fungo da ferrugem da soja ocorreu de forma natural. Na época do plantio
a temperatura maxima nos meses de Janeiro, Fevereiro e Marco ficaram em torno de 28 a
32 °C e a temperatura minima entre 18 e 22 °C, com uma umidade relativa do ar menor que
75%. Temperaturas altas, justamente na faixa mencionada, juntamente com uma alta
umidade do ar, contribuem significativamente com a dispersio do fungo e
conseqiientemente, uma maior infestacao da doenca.

No segundo plantio, apenas a variedade BRS 245 RR foi plantada e as sementes
foram tratadas com o fungicida Derosal Plus e um inoculante a base de Bradyrhizobium.
As sementes foram semeadas em terra adubada com a formulacdo 0-20-20 (0% de
nitrogénio, 20% de fosforo e 20% de potdssio), em vasos de plastico de 3 litros e também
foram separadas como sadias e infectadas. A adubacdo foi realizada em duas parcelas,
metade no preparo dos vasos e plantio e a outra metade 20 dias apés a data de semeadura.
Esta segunda parte da adubacao foi diluida em dgua. A inoculagcdo do fungo nas plantas foi

realizada 28 dias apds o plantio.

3.2. Metodologia das medidas de Microscopia Eletronica de Varredura

(MEYV) para as folhas de soja

Os experimentos de MEV foram realizados no Instituto de Fisica de Sao Carlos -
IFSC-USP em um microscépio eletronico de varredura da ZEISS modelo DSM 960. A
realizacdo desses experimentos foi feita na parte dorsal da folha e com as amostras secas,
também foi depositada uma camada fina de ouro nas amostras, a fim de tornar as amostras
de folhas condutoras e possibilitar um bom contraste nas imagens.

Outras medidas também foram realizadas em um microscépio eletronico de

varredura na Universidade Federal de Mato Grosso do Sul — UFMS, em microscépio da
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marca JEOL do modelo 6380-LV, seguindo o mesmo procedimento de preparagdo descrito
acima. As folhas foram fixadas em suporte de latdo usando fita dupla-face de carbono, que

¢ uma fita condutora de eletricidade.

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

O experimento de PAS-FTIR foi realizado nas folhas de soja, sadias e infectadas
com o fungo P.pachyrhizi, em diferentes estidgios de crescimento da planta. Para a
preparacdo das medidas de PAS-FTIR, as folhas foram secas em uma estufa a vicuo
durante 48 horas. Esse procedimento foi necessario para que toda a dgua das amostras
fosse removida a fim de evitar a interferéncia do forte sinal do vapor de dgua nos
espectros.

A obtengdo dos espectros foi realizada em um espectrofotometro fotoacustico de
absorcdo Optica no infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR-PAS) Thermo
Nicolet Nexus 670, em atmosfera de ar seco. Os experimentos foram realizados com uma
velocidade de varredura de 0,1581 cm/s e resolucdo de 8 cm™. Cada espectro analisado
consistiu de uma média de 128 varreduras realizadas para cada amostra. A célula
fotoacustica foi purgada com gds Hélio com a finalidade de maximizar o sinal fotoacustico,
além de, remover o CO, e vapor de H,O do seu interior M Um espectro de referéncia de
corpo negro (background) obtido de uma amostra de carbono foi coletado para a
normalizacdo da intensidade espectral. Logo apds, espectros de absorcdo Optica no
infravermelho médio (regido entre 4000 e 400 cm™) foram realizados para as folhas de soja
da variedade BRS 245 RR, BRS 133 e V-max, sadias e infectadas. Para a detec¢do, uma
pequena parte da drea central das folhas foi recortada para o preenchimento da célula
fotoacustica, em circulos de didmetro de 5 mm. As amostras foram dispostas no para
introdugdo na camara fotoacustica de modo que o feixe de radiacdo IR incidisse na parte
inferior da folha. A regido dorsal da folha foi escolhida para realizacdo das medidas devido
a ocorréncia da ferrugem asidtica iniciar sua infestacdo nesta regido. Os dados foram
processados com o Software Omnic fornecido pelo proprio fabricante do equipamento. Os
graficos foram gerados e processados com auxilio de programas gréaficos. Devido a
intensidade de o sinal fotoactstico ser em unidades arbitrarias, os graficos gerados apds a

plotagem foram normalizados a partir do valor da drea de cada espectro. A partir de todos
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os espectros foi feita a média referente a cada coleta das folhas e essa média serviu para a
diminui¢do de erros experimentais, que poderiam interferir na anélise da amostra.

A andlise das amostras realizou-se com o acompanhamento da evolu¢dao do fungo
P. pachyrhizi no tecido epitelial das folhas. Assim, a resposta quimica das amostras foi
acompanhada desde o estdgio inicial até a formacdo das urédias e a liberagdo dos

ureddsporos.

3.4. Coletas das formigas

As formigas foram coletadas de vérias colOnias, oriundas de ninhos subterraneos. A
técnica de FTIR-PAS foi aplicada diretamente no abdomen dos individuos, onde os

) ) - . 63
hidrocarbonetos cuticulares sdo mais concentrados %',

3.4.1. Preparacio dos abdomens de formigas da espécie Ectatomma

Brunneum para as medidas de FTIR-PAS

O experimento de PAS-FTIR foi realizado nos abdomens de formigas da espécie
Ectatomma Brunneum. Um total de 103 formigas pertencentes a esta espécie E. brunneum
de seis regides brasileiras foram coletadas e os abdomens foram coletados, apds terem sido
anestesiados e as formigas mortas.

Para a preparacdo das medidas de PAS-FTIR, os abdomens foram secos em uma
estufa a vacuo durante 48 horas. Esse procedimento foi necessario para que toda a d4gua das
amostras fosse removida a fim de evitar a interferéncia do forte sinal do vapor de dgua nos
espectros.

A obtengdo dos espectros foi realizada em um espectrofotometro fotoacustico de
absor¢do Optica no infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR-PAS) Thermo
Nicolet Nexus 670 em atmosfera de ar seco. Os experimentos foram realizados com uma
velocidade de varredura de 0,1581 cm/s e resolugcdao de 8 cm’'. Uma média de 64
varreduras foi realizada para a coleta do espectro de cada amostra. A célula fotoacustica foi
purgada com géds Hélio para maximizar o sinal fotoacustico, além de, remover o CO; e

vapor de H,O do seu interior . O espectro de fundo “background” foi coletado para a
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normaliza¢do da intensidade espectral. Logo apds, esses procedimentos os espectros de
absor¢do Gptica no infravermelho médio (regido entre 4000 e 400 cm™) foram coletados.
Cada abdomen foi colocado individualmente dentro da célula fotoacustica, para uma
melhor resolucdo, os abdomens foram postos no centro do cadinho, para que a incidéncia
do feixe infravermelho atingisse a regido central do abdomen.

A andlise das amostras foi efetuada com o acompanhamento da espécie de formigas
Ectatomma Brunneum, Figura 3.2, de diferentes regides. Assim, a resposta quimica das
amostras foi acompanhada e a andlise e observacdo da concentragdo de hidrocarbonetos

cuticulares nos abdomens das formigas foram realizadas.

Figura 3.2 — Formiga da espécie Ectatomma Brunneum. Fonte: **
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Capitulo 4

Resultados e Discussoes

Conforme descrito no Capitulo 3, analisaremos por meio da técnica de PAS-FTIR a
ferrugem da soja. Apresentaremos a seguir os resultados que foram obtidos por meio da
aplicacdo desta técnica nas folhas cultivadas das variedades transgénicas BRS 245 RR e
convencionais BRS 133. Esta técnica aplicada em nossa andlise revela algumas
caracteristicas quimicas presentes principalmente na cuticula da folha, que € a drea foliar
onde possui primeira interacdo com o feixe de radiacdo incidente e, sendo assim, 0s
resultados que foram obtidos, assim como toda a andlise realizada, € referente
principalmente a superficie foliar. Serdo discutidos também os resultados obtidos com a
diferenciacdo de castas de formigas das espécies Ectatomma brunneum e Camponotus

rangeri.

4.1. Resultados da soja: Analise dos picos referente ao primeiro plantio

4.1.1. Variedade BRS 133

Os espectros infravermelhos podem ser divididos em trés regides espectrais: dos
grupos funcionais de 4000 a 1300 cm’, regido de “impressao digital de cada composto”, de
1300 a 900 cm™ e compostos aromaticos, heteroaromdticos e alquenos de 900 a 500 cm’

[9]

Pode-se observar que os espectros sdo similares entre si, indicando uma boa
reprodutibilidade da técnica. A banda larga que aparece entre 3700 a 2200 cm’
corresponde a regido de absorcio do OH presente nas folhas. Nesta mesma regido
espectral, na faixa de 3100 a 2700 cm™', podemos observar a presenca das bandas oriundas
da vibragdo do tipo estiramento de ligagdes do tipo CH. Estas bandas sdo muito comuns
em praticamente todos os compostos bioldgicos, cuja base de sua composi¢cado quimica é

formada por hidrocarbonetos e dgua. A regido entre 1800 a 500 cm™ compreende a faixa

conhecida na espectroscopia IR como sendo a regido da “impressdo digital” do material
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devido a sensibilidade a especificidade da composicao quimica do material. Sendo assim,
nossa andlise serd concentrada principalmente nesta regiao.

A Figura 4.1 mostra os espectros obtidos para as folhas de soja sadias dessa
variedade, que foram tratadas e usadas como padrdo para identificar as alteragdes nas
folhas infectadas. Pode-se observar a similaridade entre si dos espectros, entretanto, devido
a composi¢do quimica da folha ser um “coquetel” de uma infinidade de compostos
quimicos diferentes, realizamos a média das amostras de folhas ndo infectadas para
identificar o padrdo médio espectral das superficies das folhas e assim, diminuir o erro
experimental. Esta média foi realizada em cada etapa de crescimento da planta, ou seja,
para o primeiro trifélio foram retirados 21 espectros, para o segundo foram feitos 15
espectros, o terceiro continha 10 espectros e o quarto trif6lio foram 11 espectros. Estas

médias s@o mostradas na Figura 4.1.

BRS 133 - Tratada
25

T T T
—— 1 Trifolio 13
| —— 2 Trifolio i
—— 3 Trifolio
20 | — 4 Trifolio

10

Sinal Fotoacustico (Unid. Arb.)

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

Numero de onda (cm™)

Figura 4.1 - Espectros referentes a variedade de soja BRS 133 tratada com o fungicida.

Cada amostragem descrita, na Figura 4.1, corresponde a um determinado estagio de
desenvolvimento da ferrugem da soja. Pode-se observar que existe um comportamento
similar das bandas analisadas para todos os estdgios de evolu¢do da planta, havendo uma
pequena oscilacdo para as amostragens, principalmente nas bandas compreendidas na
regido espectral entre 1700 e 1500 cm’, que € a regido das amidas, e na regido de 1300 a
1000 cm™, que ¢ a regido dos ésteres. Devido a estas variacdes, o estudo da influéncia da
ferrugem asidtica na folha foi realizado periodicamente, comparando cada estdgio das

folhas contaminadas com as folhas sadias.
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A Figura 4.2, a seguir, mostra os espectros obtidos das folhas de soja infectadas que
ndo tiveram a aplicacdo do fungicida e que manifestaram a doenca da ferrugem. Do
primeiro ao quarto trifélio foram realizados 21, 15, 10 e 14 espectros, respectivamente. Da
mesma forma que os espectros das folhas sadias, as médias das amostras de folhas
infectadas foram feitas para identificar o padrio médio de comportamento apresentado

pelas folhas infectadas.

BRS 133 - Nao Tratada

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

—— 1 Trifolio 13
L —— 2 Trifolio i
— 3 Trifolio
20 - — 4 Trifolio 11 -

15
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O I I I I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 4.2- Espectros referentes a variedade de soja BRS 133 ndo tratada com o fungicida.

As amostras que tiveram a aplicagc@o de fungicida apresentaram uma maior variagao
dos picos 1065 (éster) e 1597 cm™ (aminas), J4 nas amostras sem a aplicacdo do fungicida
este pico apresentou uma variagdo menos intensa na maioria das medidas.

Realizamos nesta secdo procedimento de subtracdo dos espectros das folhas
infectadas pelas sadias. E somente a partir desta diferenca, € que foi possivel a andlise e

interpretacdo dos picos de forma clara
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Figura 4.3 - Espectros referentes as diferencas entre os trifélios da variedade BRS 133.

A Figura 4.3 (a) representa dois grificos, que relacionam os espectros do segundo
trif6lio da Variedade BRS 133 sadias e infectadas com o fungo P. pachyrhizi. A partir do
grifico da diferenca entre os espectros da soja infectada e sadia pode-se notar que houve
uma variacdo na regido em torno de 1500 a 1700 cm™, que compreende a regido dos
amidos, de forma que ocorreu um aumento deste composto molecular na folha de soja
infectada. A Figura 4.3 (b) apresenta os espectros relativos ao terceiro trifélio e mostra o
aumento na regido de 1100 a 1000 cm'l, dos ésteres e dos acidos acéticos. Varios
componentes bioldgicos como gorduras, esséncias e ceras, contém ligacdes de ésteres. Este
aumento do conteddo de amido e de ésteres, os quais sao compostos comumente
encontrados em ceras ou na cuticula de folhas, indica uma reacdo da planta frente a
infestacdo. Assim, a planta tende a aumentar a producdo de amidos para compensar a
retirada de actcares pelo fungo e aumentar o espessamento da cuticula foliar, de forma a

criar uma barreira na tentativa de impedir a penetracdo do fungo nas folhas. A Figura 4.3
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(c) relaciona os espectros do quarto trif6lio, mostra que houve um aumento na regido dos
amidos, se comportando similarmente aos espectros do primeiro trifélio, e uma reducdo na
quantidade de cera da folha ocasionada pelo aumento da infestacao do fungo.

A diferenca, entre os espectros das folhas de soja infectadas e sadias, confirmou a
varia¢do na regido das bandas de amidas (1651 cm™) e aminas (1597 cm™) presentes nas
folhas de soja. O aumento nesta regido foi mais notério nos espectros referente ao segundo
e quarto trifélio, este aumento pode estar relacionado a absor¢do, dos agticares e nutrientes
das folhas, pelo fungo.

Apés esta andlise uma interpretacdo mais detalhada pode ser realizada com o

auxilio da Tabela 4.1, mostrada a seguir.

Tabela 4.1 - Alguns picos comuns que sao encontradas nos espectros infravermelhos das folhas de

. 1791
SOJaPic'os Nuamero de Grupo Funcional Modo de Vibracao
Onda (cm'l)

1 3356 O-H ou N-H — Amidas Estiramento

2 2916 CH, — Alcanos Estiramento Assimétrico

2 2850 CH, — Alcanos Estiramento Simétrico

3 1732 C=0 — Ester Estiramento

4 1651 C=0-Amidal, II e III Estiramento

5 1597 NH; - Amina I Tesoura

6 1508 C-N(CH3); - Amida III Estiramento

7 1423 O-H In plane - Acidos carboxilicos Deformacao

8 1373 C-CH3; — Alcanos Deformagao Simétrica

(modo dobravel)
9 1319 C-N-Aminal, II Estiramento
10 1238 C-C-0O — 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 espectro no infravermelho da folha de soja

sdo:
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(1) 3356 cm™: banda larga com formato de sino entre 3200-3600 cm™, com pico
central em 3356 cm’', nessa regidio ocorreu uma pequena variagio que se deve a absor¢io
dos grupos N-H.

(2) 2916 e 2850 cm’: dois picos intensos devidos aos estiramentos assimétricos e
simétricos de ligacdes C-H, ocorreram leves redugdes da intensidade destes picos. Esses
dois picos apareceram para ressaltar a diminui¢do do conteudo lipidico.

(3) 1732 cm™: pico referente ao estiramento de C=0 de éster saturado que
corresponde ao grupo funcional dos aldeidos 7,

(4) 1651 cm’': A banda de amida I é geralmente mais intensa que a banda de amida
IL. No estado sélido geralmente as duas bandas se sobrepdem. Em muitos casos a banda de
amida II se sobrepde a banda de estiramento da ligacdo C=0. Ela é devida principalmente
a deformacdo angular da ligacdo N-H, associada ao estiramento da ligacdo C(O)-N Bl g
nessa regido de absor¢do que ocorre a variagdo da proteina e da glicose da folha.

Em todos os tipos de amidas (I, II, III), os espectros no infravermelho apresentam
uma banda referente ao estiramento da ligacio C=0, que € conhecida como banda de
amida I ),

(5) 1597 cm’: Banda de aminas arométicas referentes 2 absor¢do do NH,, regidao
dos agucares, com vibracao do tipo tesoura.

(6) 1508 cm: Regido da amida III, C-N(CHj3);, com vibracdio do modo de
estiramento.

(7) 1423 cm: Absor¢do do O-H no plano, as duas amostras, tratada e nao tratada
tiveram o comportamento parecido, aumento da intensidade deste pico, durante o
crescimento da folha, sendo que, as amostras tratadas tiveram um aumento maior. Essa é a
regido dos 4cidos carboxilicos com vibracdo no modo balanco.

(8) 1373 cm™: esse pico refere-se a vibracdo de deformagdo angular simétrica
(“modo dobravel”) de C-CHj dos alcanos, geralmente, se sobrepde a de deformacido
angular simétrica de CH,, que ocorre em 1480-1440 cm™

(9) 1319 cm™: referente ao grupo das aminas I e II, com vibragdo de modo
estiramento da absor¢dao de C-N. As aminas aromdticas absorvem em numeros de ondas
entre 1360-1250 cm™.

(10) 1238 cm™: pico referente ao estiramento da ligagdo C-C-O que corresponde
aos sais e ésteres do dcido acético, a variagdo deste pico € devido a mudanca da

concentracao do éster, essa variacdo pode acontecer pela formacao deste composto durante
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o metabolismo do fungo !, As duas amostras de folhas de soja tiveram aumento de
intensidade nesta regido no decorrer do crescimento da planta e desenvolvimento do fungo
da ferrugem.

As absorcdes de estiramento de ligacdes C-N de aminas alifdticas geralmente
apresentam intensidades de fraca a média e ocorrem na regido de 1240 a 1030 cm'.
Geralmente os espectros de aminas tercidrias apresentam trés bandas nessa regido,
enquanto nos de aminas secunddrias se observam duas bandas e, nas aminas primarias
aparecem apenas uma banda 1,

(11) 1161 ecm™: ocorrem absor¢des da ligacdo de estiramento de C-C-O dos
ésteres, os dois tratamentos tiveram decréscimo nessa regido no decorrer do crescimento da
planta.

(12) 1107 cm™: estiramento dos ésteres arométicos que apresentaram redugdo.

(13) 1065 cm: esta regido representa o pico de maior intensidade do
carboidrato, este pico encontra-se na regido de “impressio digital” no infravermelho.

As diferengas apresentadas na Figura 4.3 podem ser mostradas simultaneamente
para que seja observada em uma escala temporal da evolucdo da ferrugem na soja. A
Figura 4.4 mostra o grafico de contorno da diferenca entre os espectros no tempo. Pode-se
notar que a maior variagdo ocorreu nas Ultimas folhas coletadas, ou seja, do 3° para o 4°
trifélio e na regido entre 1600 a 2500 cm', representados pelo aumento da intensidade das
cores, sendo que, quanto mais vermelho, mais significante foi este pico em relagdo ao
desenvolvimento da planta, e a regido menos intensa, representada pela cor azul, se refere a
pouca ou nenhuma variag@o do pico em questio.

E na regido em torno de 1600 cm™, que ocorre absorcdes das bandas referentes a
concentracao de amido, os quais podem ser transportados na forma de agtcares 431 Nota-
se também que ocorre uma relacao entre os compostos moleculares da folha, a medida que
a concentracio de amido aumenta (em torno de 1500-1700 cm™) a regido dos ésteres

(1300-1000 cm™) diminui.
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Figura 4.4 — Gréfico de cores feito com a diferenca entre as amostras tratadacs e ndo tratadas da variedade de
soja BRS 133, em diferentes estdgios de crescimento da planta.

4.1.2. Variedade BRS 245 RR

Apresentaremos a seguir a andlise realizada na variedade BRS 245 RR, tratada e
nao-tratada com o fungicida Impact Duo da mesma forma que realizada na secdo 4.1.1
anterior.

A Figura 4.5 mostra os espectros obtidos das folhas de soja ndo infectadas que
tiveram a aplicag¢do do fungicida. Do primeiro ao quarto trifélio foram realizados 12, 11,

12 e 12 espectros, respectivamente. As médias destes espectros foram colocadas na Figura

4.5.
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Figura 4.5 - Espectros referentes a variedade de soja BRS 245 RR tratada com o fungicida.

A 4.6 mostra os espectros das folhas de soja infectadas que ndo tiveram a aplicag¢do
do fungicida. Do primeiro ao quarto trifélio foram realizados 12, 11, 12 e 12 espectros,
respectivamente. As médias dos espectros das folhas infectadas sdo mostradas na Figura
4.6, a seguir.
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Figura 4.6 - Espectros referentes a variedade de soja BRS 245 RR ndo tratada com o fungicida.

Os gréficos das Figuras 4.5 e 4.6 mostraram que, em relacdo a andlise
infravermelha, as amostras desta variedade transgénica apresentaram O mesmo
comportamento da variedade de soja convencional. Os picos selecionados sdo 0s mesmos,

e estdo apresentados na Tabela 4.1, como foi visto anteriormente.
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Na regido dos agucares (5), da Figura 4.5 e 4.6, pode-se notar que as amostras nao
tratadas tiveram uma significante reducdo da concentracdo dos agicares no decorrer do
desenvolvimento das plantas de soja em relacdo as amostras ndo tratadas

Na Figura 4.7, pode ser observado um resultado similar ao mostrado na Figura 4.3
indicando um aumento na regidao do amido, que pode estar relacionado na resposta quimica
de protecio da folha em relagdo ao fungo P. pachyrhizi, conforme ja discutido
anteriormente.
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Figura 4.7 - Espectros referentes as diferencas entre os trifélios da variedade BRS 245 RR.

Analisando a Figura 4.7, nota-se que os picos (2) relativos aos estiramentos
assimétricos e simétricos de ligagdes C-H, também demonstraram reducgdes da intensidade.
A banda de amida I (4), regido de absor¢cdo da proteina da folha, teve uma reducdo em
relacdo ao 1° trifélio, confirmando a perda de proteina que pode ter sido consumida pelo

crescimento do fungo P. pachyrhizi.
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O pico referente ao estiramento da ligagdao C-C-O (10) teve uma diminui¢do da sua
concentracdo devido a mudancga da concentracdo do éster, por causa da formacdo deste
composto durante o metabolismo do fungo. As duas amostras de folhas de soja
apresentaram esta reducao no decorrer do crescimento da planta.

Os picos (11) e (12) que representam absor¢des da ligacao de C-C-O dos ésteres,
que diminuiram suas intensidades em relacio ao primeiro trifélio nos dois tratamentos.

Outra redugdo significativa que se tornou aparente em ambos os tratamentos
ocorreu no pico (13) regido dos carboidratos, os quais servem na reposicio e
armazenamento de energia para a planta.

O espectro de contorno da Figura 4.8 mostra a evoluc¢do da diferenca do espectro no
tempo. Pode-se observar que ndo houve uma diferenca tdo significativa desse espectro
quando comparado ao da Figura 4.4, o que nos leva a entender que as variedades
transgénicas sdo menos suscetiveis as doengas do que as variedades de soja convencionais.
Ainda assim, houve uma pequena variacdo na regido dos amidos em torno de 1500 cm’ e
dos ésteres, na regiao de 1060 cm'l, conforme observado. Mesmo sendo mais resistente as
doencas, a variedade de soja transgé€nica ndo estd totalmente protegida contra o fungo

causador da ferrugem.
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Figura 4.8 - Grifico de cores feito com a diferencga entre as amostras tratadas e ndo tratadas da

variedade de soja BRS 245 RR, em diferentes estdgios de crescimento da planta.
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4.2. Resultados da soja: Analise PAS-FTIR dos picos referente ao

segundo plantio

4.2.1. Variedade BRS 245 RR

A Figura 4.9 mostra os espectros de PAS-FTIR das folhas de soja da variedade
BRS 245 RR, a qual é uma variedade de soja do tipo transgénica. Cada espectro
corresponde a média de espectros de infravermelho, obtidos para vérias folhas sadias, em

cada coleta, seguindo o mesmo procedimento descrito na secdo 4.1.1.

Variedade BRS 245 RR - Sadias

' ' ' ' T3

25 -

20

15

—— 1 Amostragem
— 2 Amostragem
— 3 Amostragem |

4 Amostragem
—— 5 Amostragem _|

6 Amostragem
— 7 Amostragem |
—— 8 Amostragem

10

Sinal Fotoacustico (Unid. Arb.)

0 / L L L 1
4000 3000 2000 1000

Numero de onda (cm'1)

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

asidtica. Pode-se observar que existe grande similaridade da forma do espectro mostrado

aos da Figura 4.9 e aos da secdo 4.1.
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Variedade BRS 245 RR - Infectada
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— 6 Amostragem
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L L L 1
4000 3000 2000 1000

Sinal Fotoacustico (Unid. Arb.)

Numero de onda (cm'1)

Figura 4.10 - Espectros de PAS-FTIR referentes a variedade de soja sadia BRS 245 RR.

Observa-se nestes espectros um ligeiro alargamento na regido referente ao amido
(1500 a 1750 cm™), quando comparado com a mesma regido espectral da Figura 4.9. As
intensidades das bandas nos picos 4, 5, 12 e 13, apresentam uma diferenca quando
comparadas com os espectros das folhas sadias, nesta mesma regiao.

Realizamos nesta secdo o mesmo procedimento de subtracdo dos espectros das
folhas infectadas pelas sadias, ja feitos na sec¢do 4.1, devido a grande semelhanca entre os
espectros das folhas de soja sadias e infectadas.

A partir da andlise da Figura 4.11 (a), nota-se que hd uma variacao na regiao dos
amidos, indicando que ocorreu um aumento deste composto molecular na folha de soja
infectada, como um tipo de reacdo da planta em relacido ao fungo, repetindo os resultados
identificados na secdo 4.1. A Figura 4.11 (b) mostra uma diminui¢@o na regido de 1100 a
1000 cm'l, dos ésteres e dos acidos acéticos, relacionados a quantidade de cera na
superficie da folha de soja, seguindo 0 mesmo comportamento observado no primeiro
plantio.

A Figura 4.11 (c) mostra uma forte reducdo na mesma regido dos ésteres. Como
nessa regido aparecem principalmente, absor¢des devido aos ésteres (em formas de ceras
cuticulares), com a entrada do fungo por meio da parede celular, essa reducdo indica que
houve um rompimento da regido cuticular, fazendo com que a planta ficasse desprotegida

A partir desta coleta, o fungo da ferrugem ja podia ser observado visualmente por meio de
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uma lupa de laboratério, confirmando o inicio da infestagdo do fungo nesse estidgio de

desenvolvimento.

Figura 4.11 - Espectros referentes as diferencas entre 1 e 4 trifélios da variedade BRS 245 RR.
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Figura 4.12 - Espectros referentes as diferencas entre 5 e 8 trifélios da variedade BRS 245 RR.

Estes espectros foram retirados das mesmas folhas que foram realizadas as medidas
de MEV, descritas na secdo 3.2.

Nos gréficos da Figura 4.12 (a) pode ser observado o aumento da regido espectral
de 1000 a 1300 cm™ indicando o aumento do contetido de ésteres e fenilamidas, os quais,

como jad mencionado, sd0 compostos quimicos comuns em ceras, assim, como as ceras
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cuticulares das plantas tém a fun¢do de formar uma barreira quimica essencial para sua
protecdo. Uma vez que as plantas podem desencadear processos de quimicos que podem
inibir a proliferacdo de fungos e bactérias, entdo o aumento de ésteres ou da cera cuticular
pode representar um mecanismo quimico de defesa que a planta tenha acionado para sua
protecao.

No sétimo e oitavo trifélios da planta obtivemos os espectros mostrados na Figura
4.12 (g) e (h). Nesta etapa, o desenvolvimento do fungo ja se encontrava em seu nivel de
infestacdo bastante avancgado, e por isso, existe uma grande variagdo na regido dos
acucares que estdo sendo retirados da superficie foliar pelo fungo, por meio dos tubos
germinativos, estes serdo discutidos na secdo 4.3. E como a absorcdo € feita na superficie
da folha, compreende-se que o feixe de radiacdo estd sendo direcionado sobre estes tubos.
Como o os nutrientes da folha sdo captados pelo fungo por meio destes tubos os quais
formam uma rede, subentende-se que essa medida corresponde aos amidos e nutrientes que
o fungo esté retirando da folha e que estdo no interior dos tubos germinativos.

A diferenca, entre os espectros das folhas de soja infectadas e sadias, confirmou a
variacdo na regido das bandas de amidas (1651 cm'l) e aminas (1597 cm'l) presentes nas
folhas de soja. O aumento nesta regido foi notdrio nos espectros das Figuras 4.11 e 4.12,
como visto anteriormente, este aumento pode ser devido a absorcdo, dos agucares e
nutrientes das folhas, pelo fungo.

Pelo grifico de contornos mostrado na Figura 4.13, pode-se notar que ocorreram
alteracdes em quase todos os estdgios de desenvolvimento das folhas coletadas.

A mesma relagdo prevista anteriormente foi observada também de uma forma mais
perceptivel neste grafico, ou seja, com o aumento da concentracio de amido, a

concentracao dos ésteres diminui.
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Figura 4.13 — Grafico de cores plotado com a diferenca entre as amostras sadias e infectadas, da variedade
de soja BRS 245 RR, em diferentes estdgios de crescimento da planta.

Complementarmente a estes resultados, realizamos também o espectro do préprio

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

Fungo da soja P. pachyrhizi
50 —T T

40

20 -

Sinal Fotoacustico (Unid. Arb.)
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Figura 4.14 — Espectro do fungo P. pachyrhizi extraido de folhas contaminadas.

Pode-se notar que o espectro apresentado € caracteristico do espectro de
hidrocarbonetos das proteinas, como por exemplo, a queratina a qual é comum de ser
encontrada em pélos, unhas, e outros materiais organicos que contenham amidas tercidrias,

neste caso, a proteina em questdo deve-se provavelmente a composi¢do quimica da parte
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externa do fungo. E importante notar que o espectro da folha contaminada ndo confere
simplesmente com a adi¢do do sinal fotoacustico da folha sadia mais o espectro do fungo,
indicando assim que o espectro da folha contaminada é produto da infeccdo provocada
pelo fungo e, portanto, indicando reagdes metabdlicas na presenga do parasita.

Com a diminuicao da escala dos graficos apresentados na Figura 4.15, as variagdes
que ocorreram nos estdgios de desenvolvimento e evolucdo do fungo, podem ser
notoriamente visualizadas. A variedade BRS 133 do primeiro plantio, Figura 4.15 (a),
apresentou uma pequena mudanga na regido de 1500-1700 cm’, quando comparada com o
segundo plantio, j4 a variedade BRS 245 RR do primeiro plantio, Figura 4.15 (b), foi a que
mostrou a menor alteracdo nesta regido, sendo que, este primeiro plantio foi tratado com o
fungicida e, por isso, a variedade transgénica ficou menos susceptivel a infestacdo do
fungo. A variedade BRS 245 RR referente ao segundo plantio, Figura 4.15 (c), que foi
plantada em ambiente controlado e ndo teve aplicacdo de fungicida, apresentou uma maior

diferenciacdo em relagdo as intensidades dos picos.
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Figura 4.15 — Diferenga entre as amostras sadias e infectadas, da variedade de soja BRS 133 (a) e BRS 245
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4.3. Discussao das medidas de Microscopia Eletronica de Varredura

(MEYV).

As medidas de MEV tiveram com objetivo acompanhar a evolu¢do da ferrugem da
soja, por meio de uma técnica visual ji conhecida para este estudo, de forma que os
mesmos estdgios da evolucdo da doenca possam ser acompanhados pela técnica de
Espectroscopia Optica Fotoactstica Infravermelha por Transformada de Fourier
(Photoacoustic Spectroscopy by Fourier Transform Infrared — PAS-FTIR).

O uso da técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV) permitiu verificar a
morfologia e a estrutura das folhas de soja com a auséncia e presenca do fungo causador da
doenca da ferrugem da soja. Esta técnica mostrou claramente a evolucdo do fungo P.
Pachyrhizi na superficie inferior das folhas de soja desde a primeira até a ultima coleta. As
amostras da variedade BRS 245 RR que tiveram as imagens obtidas pela técnica de MEV
sdo correspondentes ao segundo plantio, cuja andlise FTIR j4 foi discutida na secdo 4.2.

As Figuras a seguir mostram diferentes imagens de MEV em diferentes ampliacdes
e locais da superficie das folhas sadias, desidratadas, utilizadas como controle. Pode-se
observar que as imagens revelam um aspecto enrugado da superficie foliar devido a prévia

secagem a vacuo para realizacdo das medidas de FT-IR.

Figura 4.16 - Foto de MEV da folha de soja sem a presenca do fungo P. pachyrhizi. Esta foto teve uma
ampliacdo de 500X e a planta estava com idade de 44 dias.
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Pode-se observar que, na Figura 4.16 no meio da imagem, a folha ndo foi
totalmente desidratada de modo que as células podem ser observadas de uma maneira mais
arredondada. Nesta interpretacdo, essa desidratacdo nao afetou a anélise e interpretacao dos
resultados obtidos, dessa forma, pode-se observar que as imagens das Figuras 4.16 a 4.19
mostram claramente que ndo existe nenhuma infestacdo do fungo P. Pachyrhizi nas folhas

de soja submetidas a andlise, usadas como controle.
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Figura 4.17 - Folha de soja sem a presencga do fungo P. pachyrhizi. Esta foto teve uma ampliagdo de 2000X
e a planta estava com idade de 52 dias.
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Figura 4.18 - Folha de soja sem a presenga do fungo P. pachyrhizi. Esta foto teve uma amplia¢do de 500X e
a planta estava com idade de 66 dias.
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O que aparece nas fotos, na epiderme, é a presenca de pélos que podem ser de

diversas formas e tamanhos, os quais aparecem nas Figuras 4.18 e 4.19.

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

Nas Figuras 4.20 a, a seguir, mostram as imagens de MEV das folhas de soja da
variedade BRS 245 RR contaminadas com fungo P. Pachyrhizi que foram cultivadas

seguindo o procedimento descrito na se¢io 3.2.

Xige uEE S Y o b A X i N
Figura 4.20 - Folha de soja infectada com o fungo P. pachyrhizi. Esta foto teve uma ampliag¢do de 500X e a
planta estava com idade de 44 dias.
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Pode-se observar que a clara identificacdo visual das urédias ocorre a partir da

quarta coleta das folhas, Figura 4.21 onde € visualizada a formacao do fungo.

7 .

Figura 4.21 - Folha de soj infectada com o fung‘P. pachyrizi.sta foto teve uma ampliacdo de 500X e a
planta estava com idade de 55 dias.

—

Figura 4.22 — Folha de soja ifectada com o ungo P. achyrhizi. Esta foto teve uma amplgéo de 500X e a
planta estava com idade de 58 dias.
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: e .
Figura 4.23 — Folha de soja infectada com o fungo P. pachyrhizi. Esta foto teve uma ampliacdo de 1000X e a
planta estava com idade de 58 dias.

XSO0 S s SOFI/UFMS

Figura 4.24 - Folha de soja infectada com o fungo P. pachyrhizi. 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 folhas infectadas ja apresentaram sinais de

infestacdo e formacgdo de hifas na superficie da amostra.
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Figura 4.25 - Folha de soja infectada com o fungo P. pachyrhizi. Esta foto teve uma ampliagdo de 500X e a
planta estava com idade de 66 dias.
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Figura 4.26 - Folha de soja infectada com o fungo P. pachyrhizi. 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 fungo P. pachyrhizi. Esta foto teve uma ampliag¢do de 500X e a
planta estava com idade de 82 dias.

é

A presenca dos tubos germinativos (hifas) que se aderem a superficie das folhas
pode ser observada a partir da Figuras 4.24, estes tubos servem para facilitar a penetracao
do fungo nos tecidos do hospedeiro e desempenha func¢do importante no seu
desenvolvimento sendo por meio destes, que os fungos absorvem dgua e os nutrientes da
folha. A presenca de hifas e uredésporos também foram verificadas em outros trabalhos '
41

Outras imagens de MEV foram realizadas no Instituto de Fisica de Sao Carlos -
IFSC-USP em um microscépio eletronico de varredura da ZEISS modelo DSM 960.

A Figura 4.28ilustra amostras de uredésporos de P. pachyrhizi com ampliacdes de
até 3000X, mostrando a morfologia do fungo. Nota-se que estd comecando a formacdo dos
tubos germinativos, na amostra com aumento de 3000X, os quais servem para a retirada de

nutrientes e alimentag¢do do fungo

Figura 4.28 - Fotos de MEV realizadas nas amostras de soja infectadas com o fungo P. pachyrhizi com
ampliacdo de 500X, 1000X e 3000X, respectivamente.
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4.4. Microscopia ()ptica

Um Estéreo Microscépio, acoplado a camera digital com sistema de captagdo de
imagem, foi utilizado para estudar a microestrutura das folhas de soja, pois, conhecendo
um pouco da estrutura morfoldgica da folha, a andlise da técnica de PAS-FTIR se torna
mais fécil para o entendimento quando analisada conjuntamente com outra técnica. A
andlise microscOpica também possibilita um maior entendimento no que acontece com a
estrutura da folha, quando o agente causador de doenca da ferrugem da soja ataca as
lavouras de soja.

As Figuras a seguir (4.29 a 4.31), ilustram as folhas de soja que ndo apresentam a
presenca do fungo P. pachyrhizi. As fotos correspondem as folhas com 66 dias de

semeadura.

Figura 4.29 - Fotos de folhas sem a presen¢a do fungo da ferrugem asiatica. Ampliacdo de 1,0x10.

Figura 4.30 - Fotos de folhas sem a presen¢a do fungo da ferrugem asiatica. Ampliacdo de 2,5x10.
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Figura 4.31 - Fotos de folhas sem a presenca do fungo da ferrugem asiatica. Ampliagio de 5,0x10.

Por meio da comparagdo com outras folhas que apresentam do fungo, nota-se a
grande diferenca entre as folhas sadias (Figuras 4.29 a 4.30) e infectadas (Figuras 4.32 a
81).

As Figuras 4.32 a 4.34 mostraram fotos das folhas de soja infectadas com o fungo
da ferrugem da soja, que foram tiradas com o auxilio de um microscépio 6ptico. Na folha
infectada, pode-se ver que o fungo estd no inicio da esporulacdo, sendo que as urédias
(pequenas lesdes em formas de bolhas transparentes) estdo comecando a aparecer. Nas

figuras, as folhas foram retiradas das plantas que estavam com 58 dias de cultivo.

Figura 4.33 - Folhas com a presenga fung a ferruge asidtica. Ampliacdo de 2,5 x10.
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Figura 4.34 - Folhas com a presenga do fungo da ferrugemasiética. Ampliacdo de 5,0 x10.

Nas fotos apresentadas nas Figuras 4.35 a 4.38, a ampliagdo gradativa de uma
mesma regiao permite uma melhor observacao da a¢do do fungo contaminando a folha de
soja. Com o auxilio do microscépio, podem-se visualizar as lesdes o que o fungo da
ferrugem da soja causa na estrutura da folha quando a mesma € parasitada por ele. Nota-se
uma coloracdo no tom marrom avermelhado que é exatamente onde o fungo estd

localizado na. Nestas figuras, as folhas foram retiradas das plantas que estavam com 66

dias de cultivo.

Figura 4.36 - Folhas com a pesenga do fung da ferrugem asidtica. Ampliagdo de 1,25x10.
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Figura 4.37 - Folhas com a presenga do fungo da ferrugem asiatica. Ampliacao de 2,5x10.

Figura 4.38 - Folhas com a presenga do fungo da ferrugem asiatica. Ampliacao de 5,0 x10.

Por meio da microscopia eletronica de varredura pode-se observar claramente a
infestacdo do fungo da ferrugem em diferentes estagios de evolugdo. Entretanto as andlises
por observacdo de imagens de MEV ou de microscopia Optica somente permitem a
identificacdo clara da infestacdo do fungo quando as pustulas ou urédias ja estdo se
rompendo. Isso indica que a doenca ji se encontra em um estdgio avancado de
desenvolvimento. J4 a técnica de PAS-FTIR permite que a observac¢do, logo nos primeiros
estdgios de contaminacdo, das alteracdes quimicas provocadas pelo fungo da ferrugem, ou
seja, € capaz de identificar prematuramente o stress de acgucares sofrido pela planta.

Ademais, a técnica de PAS-FTIR permite que sejam observadas as alteragOes tanto no

nivel de aguicares quanto de ésteres, revelando as reacdes da planta frente a infestacao.
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4.5. Analise dos abdomens de formigas da espécie Ectatomma Brunneum.

Foram coletados vérios espectros dos abdomens de formigas Ectatomma brunneum
de diferentes castas e localidades, de modo a verificar se que a distin¢do entre castas seria
percebida pela técnica de PAS-FTIR, conforme ja descrito anteriormente.

A Figura 4.39 mostra a média dos espectros correspondentes para todas as castas
das formigas. Nota-se que hd diferenca entre os espectros, mas que os nimeros de onda
dos picos correspondentes deslocam apenas em termos da intensidade, tornando dificil a
separacdo de castas apenas visualmente. Esta sutil variagdo observada mostra que ocorre
uma diferenciacdo entre estes membros em relacio ao contetido de hidrocarbonetos

cuticulares.

Espécies de formigas - Ectatomma Brunneum

Rio Claro
—— Pirassununga  [|

Pantanal
— ltabuna/Ba
—— Braganga/Pi
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4000 3000 2000 1000

Numero de onda (cm™)

Figura 4.39 - Espectros referentes aos abdomens de formigas da espécie Ectatomma Brunneum coletadas de
diferentes localidades.

Foram analisados 17 picos, que aparecem nos espectros dos abdomens de formigas
da espécie Ectatomma brunneum, os quais correspondem as absor¢des dos hidrocarbonetos
cuticulares das formigas de localidades diferentes.

A posicdo dos principais picos em fun¢do da freqiiéncia de oscilagdo dos grupos
funcionais moleculares, identificados nos espectros de PAS-FTIR da Figura 4.39, estd

listada na Tabela 4.2 a seguir.
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Tabela 4.2 - Alguns picos comuns que sdo encontradas nos espectros infravermelhos dos abdomens

de formigas Ectatomma brunneum

[7.9]

Picos Numero de Grupo Funcional Modo Vibracional
Onda (cm'l)
1 895 C-H - Alquenos Deformacao fora do plano
2 953 C-H - Alquenos Deformacdo 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 Aromitico Estiramento
6 1157 C-N - Amina II Saturada Estiramento
7 1242 C-C-O - Ester Saturado (Acetato) Estiramento
8 1377 C-CH3 — Alcanos Deformacgao Simétrica
Modo dobravel
9 1454 C-CH, - Alcanos Tesoura
10 1550 N-H - Amida II Deformacdo no plano
11 1651 C=0-Amidal, Il e III Estiramento
12 2854 -C-H (CH,) Estiramento Simétrico
13 2874 -C-H (CH3) Estiramento Simétrico
14 2931 -C-H (CH,) Estiramento Assimétrico
15 2962 -C-H (CHj) Estiramento Assimétrico
16 3093 =C-H Estiramento
17 3294 =C-H Estiramento

Os principais picos que representam o espectro no infravermelho dos abdomens das

formigas sao:

o))

plano.

2)

895 cm™: absorcdo dos alquenos, com vibracdes de deformacdo fora do

953 cm™': mostra as ligagcdes de deformacdo fora do plano dos alquenos, que

ocorrem geralmente na regidao de 1000-650 cm™.

Os alquenos sdo compostos que estdo presentes durante o amadurecimento das

frutas, como as formigas se alimentam do sulco produzido pela decomposi¢do das mesmas,

a presenca destes grupos funcionais nos abdomens de formigas € claramente explicada.

3)

1030 cm™: a banda de estiramento assimétrico do éter (C-0O-C), geralmente

¢ intensa da regidao de 1300 e 1000 cm™. Podem ser formados pela sintese organica.
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“4) 1076 cm™': para todos os ésteres saturados, esta vibragio aparece entre 1100
e 1030 cm™.

&) 1115 cm™: banda de baixa intensidade dos ésteres aroméaticos. Os ésteres estdo
relacionados as gorduras animais, ceras cuticulares e também a alguns tipos de esséncias,
quando reagem com 4dgua podem formar dcidos organicos.

(6) 1157 cm™": a banda das aminas secundérias saturadas aparece entre 1180 e
1130 cm™.

@) 1242 cm™': banda referente aos ésteres saturados. Esta banda que aparece na
regido em torno de 1240 cm™ & tnica dos acetatos.

&) 1377 cm™: esta banda é muito importante, sendo que a presenca ou sua
auséncia € uma forte indica¢do da presenca ou auséncia do grupo metila na amostra. Os
alcanos podem ser encontrados na natureza na forma, s6lida, liquida ou gasosa.

) 1454 cm™: esta banda é tipica da vibragdo do tipo tesoura dos metilenos.

(10) 1550 cm™: as amidas secunddrias sdo o tipo mais comum de amidas e s@o
geralmente muito intensas.

(11) 1651 cm™: banda de amida I observada quando ocorre ligacao de hidrogénio
¢ geralmente mais intensa que a banda de amida II. No estado s6lido geralmente as duas
bandas se sobrepde. Ela é devida principalmente a deformacdo angular da ligacdo N-H,
associada ao estiramento da ligagdo C-N. E nessa regifio que ocorre a varia¢io do contetido
protéico.

(12) 2854 cm™ pico devido ao estiramento simétrico de ligacdes CH,.

(13) 2874 cm™: referente ao estiramento simétrico de ligacdes de CHs.

(14) 2931 cm™: pico dos alcanos no modo de vibracdio de estiramento
assimétrico do CH,.

(15) 2962 cm’: Esta regido € a variacdo natural que vibracdo de estiramento
assimétrico do CHj aparece nos alcanos. Esta configuragdo das bandas no espectro
infravermelho mostra a forte indicacdo de que ambos CH; e CHj3 sdo grupos presentes na
amostra.

(16) 3093 cm™: absorcoes de OH, com estiramento de CH, referentes aos
alquenos.

(17) 3294 cm™: absor¢des de OH, com estiramento de CH dos alquenos.
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Nos espectros de absor¢des dos abdomens de formigas, nota-se que houve uma
estreita semelhanca entre os mesmos, indicando assim, a necessidade de interpretagdo

estatistica para diferenciar as coldnias de Ectatomma brunneum

4.5.1. Resultados da Analise de fun¢ao Discriminante.

A andlise discriminante foi realizada pela intensidade dos 17 picos descritos na
Tabela 2 utilizando todos os espectros dos abdomens de formigas pertencentes a espécie E.
brunneum. Esta andlise foi utilizada para determinar se os grupos da colonia pré-definidos
poderdo ser estatisticamente discriminados. Foi observada uma significativa diferencia¢ao
das populagdes analisadas de E. brunneum pela composicdo dos hidrocarbonetos
cuticulares pelas estatistica analisadas (Wilk's lambda = 0,007; F = 14,015, P <0,001).
Nossos resultados mostraram que as duas primeiras raizes candnicas explicaram 74,3% da
variacdo nos dados de hidrocarboneto cuticular.

Apenas onze picos foram considerados significantes, e conseqiientemente,
interpretados. O pico mais importante para a diferencia¢do das populagdes na primeira raiz
candnica foi o de 1651 cm™, que apresentou valores mais elevados nas populagdes do
Pantanal. O pico de 3093 cm'l, no entanto, mostrou uma relacio inversa ao pico 1651 cm'l,
com valores mais elevados nas populacdes de Rio Claro e Braganca. Na segunda canOnica
raiz, o pico 1115 cm™ foi o principal fator de diferenciacdo populacional, com os maiores
valores nas populacdes de Braganca e Pantanal. Por outro lado, o pico de 1033 cm’
apresentou valores mais elevados nas populacdes de Dourados e Pirassununga. A Figura
4.40 mostra a separacdo dos grupos das formigas da mesma espécies que estio em

localidades diferentes.
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Figura 4.40 — Resultados da andlise de fungdo discriminante para as formigas Ectatomma brunneum.

Pela andlise estatistica da Figura 4.40, a separacdo dos grupos mostra que hd
distincdo das colonias em relagdo aos hidrocarbonetos cuticulares. Nota-se que os grupos
que estdo em regides que apresentam condi¢des ambientais parecidas, se comportam de
forma semelhante em relacdo uns aos outros, ou seja, a regido do Pantanal é uma regido
tipica com suas condicdes ambientais que diferem totalmente das outras regides, como por
exemplo da Mata Atlantica, que por sua vez, difere das regides de cerrado, como a regiao
de Dourados e Rio Claro. A Figura 4.41 ilustra esta distin¢do de biomas e relaciona os
dados da andlise discriminante da Figura 4.40 simplificando a explicacio dada

anteriormente.

Figura 4.41 — Principais dos biomas brasileiros. Fonte: '*"
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Outros trabalhos também analisaram hidrocarbonetos cuticulares de vespas 153611 ¢

os resultados comprovam que a variagdo no perfil de hidrocarbonetos auxilia para

discriminar o papel dos individuos dentro da coldnia.
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5. Consideracoes Finais

No decorrer deste trabalho, foram realizados varios experimentos que utilizaram a
técnica de espectroscopia fotoacustica no infravermelho médio por transformada de
Fourier (PAS-FTIR). Os resultados apresentados demonstraram a versatilidade e eficiéncia
da técnica para a andlise, distingdo e comparacdo de materiais bioldgicos. A técnica de
PAS-FTIR foi aplicada em folhas de soja para andlise da ferrugem asidtica, causada pelo
fungo P. pachyrhizi nas variedades de soja convencional BRS 133 e transgénica BRS 245
RR. A andlise foi realizada em diferentes plantios da soja sempre fazendo a comparacao
entre individuos (vasos) contaminados com a ferrugem e com amostra controle, sem
manifestacdo da infec¢do. Em todos os plantios e para as duas variedades estudadas, foi
verificada a alternincia na concentragdo de amido com a concentracdo de ésteres da soja
infectada em relacdo a soja sadia. Sendo que a variacdo no conteido de amido pode ser
verificada logo nos primeiros dias apds a infestagdo ter se estabelecida na planta. Este
aumento da producdo de amido deve estar relacionado ao estresse quimico provocado pelo
fungo, que faz com que a planta, percebendo seu déficit energético, aumenta a producdo de
amido, que estd relacionado a sua reserva energética, para compensar os agucares
consumidos pelo fungo. A estabilizacdo do conteddo de amido e o aumento na producgdo de
ésteres, observado entre o segundo e terceiro trifdlios, pode ser explicado por meio do
segundo mecanismo de protecdo que a planta desenvolve para conter a infestacdo do
fungo. Quando a infec¢do flngica atinge um alto grau de proliferacdo, a planta desencadeia
um mecanismo de aumento na espessura da cera cuticular para conter, por meio da
formagdo de uma barreira quimica, o desenvolvimento do fungo. Apds o sexto trifélio, o
conteido de amido volta a aumentar em virtude da densa rede de hifas, oriunda dos
esporos, formada na superficie da folha que drenam os agicares da folha, e assim sdo
destacados na forma de amido nos espectros de FTIR. Os dados experimentais também
revelaram que a variedade transgénica BRS245RR apresentou uma resisténcia maior as
alteracdes quimicas na folha provocadas pelo fungo.

As imagens de MEV e microscopia dptica confirmaram a presenca do fungo P.
pachyrhizi cuja morfologia e as lesdes formadas na folha sd@o conhecidas na literatura. A
vantagem da técnica de PAS-FTIR em relacdo a técnica visual ou de microscopia estd em

sua capacidade de identificar o estresse quimico, causado pelo fungo, antes que o método
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visual ou de microscopia possa identificar o parasita. Entretanto, a espectroscopia por
PAS-FTIR ndo é capaz de distinguir, por meio da visualiza¢do direta dos espectros, a
ferrugem da soja de outras doencas ou de outros fungos, sendo que para sua precisa
identificacdo as técnicas de imagens de MEV ou microscopia sdo mais indicadas.

A aplicagdo da técnica de andlise multivariada, aplicada aos espectros de PAS-
FTIR de folhas contaminadas com fungos de espécie distintas, poderd ser uma alternativa
que possibilitard distinguir a infec¢do, assim como, a resposta quimica desencadeada na
planta. Este tema deverd ser um dos projetos de pesquisa interessante para serem
abordados no futuro.

Em relacdo a distin¢ao de colonias de formigas por meio da aplicacdo da técnica de
espectroscopia PAS-FTIR observamos que os espectros obtidos analisados por meio da
andlise multivariada (MANOVA) revelaram a potencialidade da técnica para identificagdao
e distincdo de colonia de formigas, oriundas de diferentes localizagdes geogréficas no
Brasil. Os resultados indicaram que coldnias de formigas, de mesma espécie, possuem a
composi¢cdao quimica do hidrocarboneto cuticular dependente do bioma onde habitam. Tal
distincdo € impossivel de ser feita por meio de técnicas visuais ou por meio de
microscopia, e coloca a PAS-FTIR como uma alternativa mais economicamente vidvel que
a técnica de DNA, provando assim ser de grande utilidade para o estudo da taxonomia de
insetos.

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que a técnica de PAS-FTIR ¢é
sensivel ao conteido quimico de compostos bioldgicos, entretanto, devido as discretas
diferencas apresentadas na comparagcdo entre espectros além da diversidade grupos
quimicos contidos na composicdo da amostra bioldgica analisada, a interpretagdo desses
espectros pode ser complicada necessitando em muitos casos da andlise estatistica para
compreensdo dos resultados. Assim a espectroscopia FTIR juntamente com a anélise
multivariada € uma ferramenta importante para o estudo de compostos bioldgicos.

Contudo, todas estas andlises comprovam a equivaléncia da técnica de PAS-FTIR,
se mostrando uma ferramenta util e poderosa na caracterizagido e separagdo de grupos de

compostos moleculares de superficies de materiais bioldgicos.
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