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INTRODUCAO

As interacOGes entre plantas e animais representam uma grande e diversificada area da
ecologia. A herbivoria constitui uma das mais importantes interacGes que determinam a regulagao
de espécies vegetais e o padrdo de distribuicdo destas. Os herbivoros diferem em suas necessidades
de energia e nutrientes e podem apresentar preferéncias alimentares variadas de acordo com os
valores nutricionais e de produtividade da planta hospedeira.

Dentre os variados tipos de herbivoria destacam-se a formacdo de galhas ou cecideas, que
sdo hipertrofias e hiperplasias do tecido vegetal em resposta aos ataques provocados por diversos
agentes indutores como virus, bactérias, fungos, nematdides, acaros e insetos (MANI, 1964).

Um dos componentes vegetais que pode influenciar na mediacdo da interacao inseto-planta é
a cuticula, formada pela cutina e recoberta pela cera epicuticular, camada mais externa da cuticula
vegetal composta por uma mistura complexa de substancias alifaticas de cadeias longas (n-alcanos,
acidos graxos, alcoois, cetonas, aldeidos e ésteres) e de estruturas ciclicas (triterpendides e
flavondides) (SHEPHERD et al., 1995).

Devido ao seu posicionamento, as ceras epicuticulares constituem a primeira superficie de
contato entre a planta e o ambiente, funcionando como barreira fisica e quimica de interface entre a
planta e o meio ambiente (LICHSTON; GODQY, 2006), podendo inibir ou estimular a oviposicao e
a alimentacdo de insetos herbivoros ou mesmo afetar a adesdo e a locomocdao desses
(EIGENBRODE, 1996; EIGENBRODE; JETTER, 2002).

A importancia economica e ecoldgica das ceras epicuticulares na interacdo com insetos
herbivoros em espécies da Caatinga despertou o interesse em estudar a composicdo quimica de
ceras epicuticulares foliares de sete espécies de Croton (Croton adamantinus, C. argyrophyllus, C.
blanchetianus, C. glandulosus, C. grewioides, C. heliotropiifolius, C. urticifolius) de regidao
semidrida, utilizando andlises multivariadas para verificar quais n-alcanos e acidos graxos de cera
epicuticular foliares diferenciam as sete espécies de Croton L. que apresentam distintos graus de
infestacdo por galhas.

METODOLOGIA
* Extracdo da cera epicuticular

As folhas integras e maduras de Croton adamantinus, C. argyrophyllus e C. blanchetianus,
C. glanduosus, C. grewioides, C. heliotropiifolius e C. urticifolius foram selecionadas e colocadas
em estufa com ventilacdo forcada a 50°C, por cerca de 72h, ou até sua total desidratacdo. No
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Laboratério de Ecologia Aplicada e Fitoquimica (Departamento de Botanica, UFPE), o material
desidratado foi submetido aos procedimentos de extracdo da cera. Dez gramas de folhas integras e
secas de cada espécie foram submetidas a duas extragdes consecutivas com imersao em
diclorometano por 30 segundos com agitacdo manual constante. Os extratos obtidos foram filtrados,
concentrados sob pressdo reduzida em evaporador rotatério e submetido as técnicas analiticas de
fracionamento através da Cromatografia em Camada Delgada do tipo preparativa.

* Analise da cera epicuticular

Para o processo cromatografico em camada delgada foi utilizado como fase mével o sistema
n-hexano:diclorometano (73:27 v/v) e gel de silica G 60 impregnada com fluoresceina sédica 0,02%
como adsorvente. As placas cromatograficas foram colocadas previamente em estufa a 100°C por
30 minutos, para a ativacdo. Cromatografias em Camada Delgada do tipo preparativa foram
realizadas com todos os extratos e em seguida as placas foram visualizadas sob luz UV de ondas
longas e medidos os valores de Rf de cada fracdo correspondentes as respectivas classes de
compostos contidas na cera para posterior identificacdo com base na literatura.

Das classes de compostos presentes nas ceras das espécies em estudo os n-alcanos e os
acidos graxos foram isolados e, posteriormente, analisados através de Cromatografia Gasosa
(Cromatdgrafo Shimadzu 17A), tendo hélio como gas de arraste com fluxo constante de 1cm3/min.
Foi utilizada uma coluna capilar de silica fundida DB-5 (5%-fenil-metilpolisiloxano) e um detector
de ionizacdo em chama (FID). A temperatura inicial foi programada em 150°C/3 min, elevando-se
10°C/min até 280°C, permanecendo nesta temperatura por mais 15 min. A temperatura do injetor e
do detector foi de 300°C. Os n-alcanos e os acidos graxos foram identificados a partir do tempo de
retencdo comparando-se com os de amostras auténticas (padrao Fluka e Supelco, respectivamente) e
confirmados por dados de espectrometria de massas quando necessario. Os acidos graxos foram
previamente derivados com trifluoreto de boro (BF;) antes das analises cromatograficas.

* Andalise Multivariada

Foram realizadas duas andlises multivariadas com o programa Fitopac 2.1 software. A
primeira buscou verificar quais classes de compostos quimicos da cera epicuticular estavam
relacionadas com a presenca e intensidade de galhas nas espécies de Croton L. e a segunda,
relacionar quais os n-alcanos e os acidos graxos que influenciam na formacao de galhas.

Primeiramente foi realizada uma analise utilizando uma matriz com sete amostras (espécies
de Croton L.) e quatro descritores (acidos graxos, alcanos, alcool e galhas) (Tabela 1), em seguida
outra andlise foi realizada com uma matriz com as mesmas amostras e vinte e quatro descritores (n-
alcanos, acidos graxos e presenca de galhas) (Tabela 2), onde a variavel galha foi utilizada como
marcadora a espécies de Créoton pouco galhadas e 2 espécies de Croton muito galhadas.

Em seguida, foi verificada a presenca de outliers, utilizando a matriz no Pcord4. Sendo
considerados outliers as amostras com Cutoff>2.0.

A variavel galha foi mascarada para as duas analises de agrupamento e calculada uma matriz
de distancia com o indice de Distancia Euclidiana Simples e gerado um dendrograma com Média de
grupo (UPGMA) como tipo de agrupamento, estabelecendo-se o coeficiente cofenético de cada
dendrograma.

Ap6s as analises de agrupamento, foi realizada DCA no Pcord4 como andlise de ordenagao
para verificar o tamanho do gradiente apresentado entre as amostras das matrizes.

Com o resultado da DCA menor que 2 (dois) nas duas analises, foi possivel observar a
linearidade dos dados e analisar os dados de ordenacao por PCA (Analise de Componente
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Principal).

Para a PCA foram utilizadas as matrizes no Fitopac2.1 software, onde foram observados os
indices de correlacdo das varidveis com os eixos, o percentual do valor acumulado nos trés
primeiros eixos e o percentual de variacdao esperada, o que corresponde ao modelo de vara
quebrada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com as andlises das matrizes, as amostras ndo apresentaram outliers, embora na
andlise de outlier da matriz da tabela 1 uma amostra tenha apresentado Cutoff>2.0, mas foi
considerado para as andlises de agrupamento e de ordenac¢do, uma vez que nao ultrapassou muito o
valor de Cutoff, apresentando Croton glandulosus Cutoff = 2.18503.

A andlise de agrupamento utilizando a Distancia Euclidiana Simples para média de grupo
UPGMA, apresentou correlacdo cofenética de 0,9046, gerando um dendrograma no qual informa a
formacao de dois grandes grupos: um agrupando C. adamantinus, C. blanchetianus e C.
heliotropiifolius e o segundo, agrupando C. argyrophyllus e C. urticifolius (Fig. 1). Foi possivel
observar que C.argyrophyllus e C. urticifolius sdao as amostras com maior similaridade,
apresentando +px=8,0 e C. glandulosus como sendo a amostra com maior distancia do restante das
amostras, com similaridade +dx=56,0 de Distancia Euclidiana Simples.

Apdbs o dendrograma ser gerado pela média de grupo UPGMA, foi possivel colorir a
variavel galha, mostrando a influéncia dessa variavel na formagdo dos grupos e semelhanca do C.
adamantinus e C. blanchetianus, sendo esta varidvel também importante para diferenciacdo do C.
argyrophyllus do C. urticifolius no segundo grupo.

Média de grupo (UPGMA)

]

Figura 1: Dendrograma de Média do grupo (UPGMA), apresentando a similaridade entre as amostras de acordo com o
indice de Distancia Euclidiana Simples, relacionando a composicdo das classes quimicas de cera epicuticular com a
intensidade de galhas presentes em espécies de Croton L. (Euphorbiaceae).

Foi possivel verificar na matriz triangular de distancia a semelhanca entre as amostras,
observando que C. urticifolius apresentou a maior semelhanca com C. aryrophyllus dentre as
amostras.

Foi realizada uma DCA no Pcord4 para verificar o tamanho do gradiente entre as amostras
para as duas tabelas. Com resultado da DCA, foi obtido um gradiente de 1,022 e 1,622,
respectivamente, ou seja, com tamanho das amostras inferior a 2 (dois), implicando assim que os
dados sao lineares, dessa forma a PCA constitui a analises de ordenagdo mais adequada (Fig. 2 e 3).
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Com resultados da PCA, foi possivel verificar que os dois primeiros eixos foram
responsaveis por explicar cerca de 90% da analise, apresentando uma variacao acumulada de 100%
para os trés primeiros eixos, uma vez que a variavel galha foi mascarada e restaram na matriz
apenas trés variaveis. Foi possivel observar nos resultados da PCA que o percentual de variacao dos
eixos aproximou-se da variancia acumulada da vara quebrada.

Com a andlise do grafico gerado pelo resultado da PCA, é possivel observar a formacao de
um grupo com as espécies com elevada intensidade de galha, mas que ndo sofrem influéncia forte
por nenhuma varidavel descrita, enquanto que os alco6is sdao responsaveis por explicar a baixa
intensidade de galhas em C. grewioides, estando mais relacionada com o eixo 2, que explica
32,68% da analise; e os alcanos sdo os responsaveis por explicar a auséncia de galhas em C.
glandulosus, estando mais relacionada com o eixo 1, explicando 58,72% da analise.
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Figura 2: Gréfico ilustrando o resultado da Anélise de Componente Principal (PCA) entre as classes de compostos
quimicos da cera epicuticular relacionando-os com a intensidade de galhas em Croton spp. (Euphorbiaceae), onde o
vermelho significa elevada intensidade de galhas; o verde, baixa intensidade de galhas e o azul, auséncias de galhas.

A PCA para a segunda analise de ordenacao mostrou que os eixos 1 e 2 explicam
aproximadamente 54% das amostras, apresentando a formacdo de um grupo sem grandes
influéncias sobre a composicao de n-alcanos e acidos graxos da cera epicuticular foliar, que contém
as espécies de Croton que apresentam grande intensidade de galhas e a presenca do C. urticifolius,
que ndo apresenta formacdao de galha. As espécies que apresentam baixa intensidade de galhas,
tiveram uma maior relacao com a presenca do nonacosano (C29) e acido heptadecendico (C17:1) e
o acido linoléico (C18:2) para C. grewioides; e os n-alcanos C22, C32 e C33, acido palmitico
(C16:0) e estearico (C18:0) influnciaram na baixa intensidade de galhas em C. heliotropiifolius.

Foi possivel observar com os resultados da PCA que os alcanos tiveram maior correlacao
com 0 eixo 1, enquanto os acidos graxos uma maior correlagdo com o eixo 2. Apresentando,

contudo, um percentual de variacdo acumulada entre os trés primeiros eixos de 73,37%
percentual de variacdo semelhante ao percentual esperado de variacao de acordo

vara quebrada.
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Figura 3: Grafico ilustrando o resultado da Anélise de Componente Principal (PCA) entre a intensidade de galhas com
os n-alcanos e acidos graxos presente nas ceras epicuticulares das espécies de Croton L. (Euphorbiaceae), onde o
vermelho significa elevada intensidade de galhas; o verde, baixa intensidade de galhas e o azul, auséncias de galhas.
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TABELA 1: Matriz de andlise com amostras e descritores utilizada na analise multivariada no programa Fitopac2.
acidos graxos alcool  alcanos galha

Croton adamantinus 23,44 25,78 15,63 2
Croton argyrophyllus 37,87 3,7 11,11 2
Croton blanchetianus 18,86 9,43 11,32 2
Croton glandulosus 6,06 3,03 66,66 0
Croton grewioides 21,43 42,85 21,43 1
Croton heliotropiifolius 12 4 28 1
Croton urticifolius 43,14 9,8 13,72 0

TABELA 2: Matriz de analise com amostras e descritores utilizada na analise multivariada no programa Fitopac2.

Galhas C21 (C22 (C23 (C24 C25 (C26 C27 (C28 (C29 (C30 C31 (€32 C33 Cl16:0 C17:0 C17:1 C18:0 C18:1 C18:2 C20:0 C22:0 C24:0 C24:1

C.ada 2 0 0 0 3,15 3,51 9,23 13,86 0 40,06 0 26,38 0 0 13,69 0 0 17,24 419 O 33 0 0 0
C.arg 2 0 0 0 0 544 0 14,61 0 43,43 0 258 0 0 15,88 0 0 15,52 2,5 0 9,78 3,69 0 5,23
C.bla

n 2 0 0 1,53 1,98 2,77 1,71 11,13 1,68 42,61 0 13,7 0 0 28,76 0 0 38,38 0 0 0 0 0 0
C.gla

n 0 0 0 1,97 0 10 1,82 40,21 1,74 21,99 0 8,08 0 0 955 511 O 402 564 0 2,73 1,83 3,27 0
C.gre 1 0 0 1,18 1,53 3,12 2,15 13,68 6,11 45,66 1,79 18,24 0 0 14,16 0 3,16 13,24 10,43 6,03 3,72 0 0 5,7
C.heli 1 0,68 1,11 1,4 1,47 3,33 1,52 4,26 1,58 23,51 3,39 35,94 1,83 5,99 43,01 0 0 56,98 0 0 0 0 0 0
Curt 0 2,67 0 0 0 3,52 0 556 0 21,86 0 24,32 0 0 11,7 0 0 10,02 0 0 0 0 0 11,89
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CONCLUSOES

Foi possivel verificar, por meio da analise multivariada utilizada nas andlises, que ha uma
semelhanca quimica entre as espécies de Croton que apresentam elevada quantidade de galhas, com
excecdo do C. urticifolius que assemelha-se e agrupa-se quimicamente com estas espécies de
Croton.

Os alcoois foram responsaveis por explicar a maior relacdo da baixa intensidade de galhas
em C. grewioides, embora a presenca do C29, do C17:1 e do C18:2 também tiveram forte influéncia
sobre a explicacdo do padrdao de formacao de galhas para esta espécie; enquanto os alcanos foi a
variavel que melhor explicou a auséncia de galhas em C. glandulosus, dos quais o C25 e o C27
foram os alcanos que teve uma maior influéncia sobre esse padrao.

A baixa intensidade de galhas observada em C. heliotropiifolius pode ser explicada
principalmente pela presenca dos alcanos C22, C32 e C33 e dos acidos graxos C16:0 e C18:0.
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