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RESUMO

Vitis vinifera € uma das culturas mais importantes no mundo. Jacobiasca lybica é uma praga
importante da videira que, através da sua alimentacdo, causa sintomas caracteristicos (hopperburn), que
incluem o amarelecimento ou o avermelhamento e o enrolamento das folhas, além da diminuigdo do
aclcar dos bagos e das perdas na colheita. A utilizacdo de insecticidas contra J. lybica e outras
cigarrinhas-verdes e a ocorréncia de resisténcias despertou o interesse por estratégias alternativas,
nomeadamente a utilizacdo de semioquimicos volateis derivados de plantas, como atractivos ou
repelentes. Com este trabalho pretendeu-se avaliar as diferencas dos perfis de volateis de duas castas de
videira com elevada e reduzida susceptibilidade ao ataque de cigarrinhas-verdes, respectivamente
Alicante-Bouschet (AB) e Antéo Vaz (AV). Foram colhidas folhas no Outono de 2020 (fase vegetativa)
e na Primavera de 2021 (fase de plena floracdo), na Herdade do Esporédo. Os volateis foram extraidos
por microextracdo em fase sdlida (SPME) e isolamento de 6leos essenciais por hidrodestilagdo, tendo
0s componentes obtidos sido analisados por GC e GC-MS. Os volateis principais extraidos das folhas
de Outono, em que algumas apresentavam sintomas de hopperburn, foram, por SPME: germacreno D,
B-bourboneno, B-cariofileno, a-ilangeno e y-cadineno; e por hidrodestilacdo: 2-trans-hexenal, cis-3-
hexen-1-ol, acido palmitico, acido linoleico e cis-2-hexen-1-ol. Salicilato de metilo apenas foi detectado
em folhas de AB. Estes compostos desempenham um papel essencial na defesa das plantas, aumentando
a sua emissdo em resposta & herbivoria, 0 que pode explicar as composi¢des percentuais significativas,
com ligeiras diferencas entre as duas castas. Os componentes maioritarios de folhas sés colhidas na
Primavera foram: linalol, geraniol, 2-trans-hexenal e acetato de fitol. Em futuros estudos, ensaios com
olfactémetro devem ser realizados para observar a resposta que as cigarrinhas-verdes apresentam aos
compostos volateis presentes nestas castas de V. vinifera, para se prop0r estratégias de gestdo baseadas
na utilizacéo de semioquimicos.

Palavras-chave: Cromatografia Gasosa (GC), Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massa (GC-MS), Microextrac¢do em Fase Solida (SPME), hidrodestilacéo, vinha.



ABSTRACT

Vitis vinifera is one of the most important crops in the world. Jacobiasca lybica is an important pest
of the vineyards which, by feeding, causes characteristic symptoms (hopperburn), including yellowing
or reddening and curling of the vines leaves, in addition to the decrease in the sugar of the berries and
the crop losses. The use of insecticides against J. lybica and other green leafhoppers, and the occurrence
of resistance, has sparked interest in alternative strategies, namely the use of plant-derived volatile
semiochemicals as attractants or repellents. The aim of this work was to evaluate the differences in the
volatile profiles of two vineyards varieties with high and low susceptibility to the attack of green
leafhoppers, respectively Alicante-Bouschet (AB) and Antdo Vaz (AV). Leaves were collected in
Autumn 2020 (vegetative phase) and Spring 2021 (full flowering phase), at Herdade do Esporéo. The
volatiles were extracted by solid phase microextraction (SPME) and isolation of essential oils by
hydrodistillation. The components obtained were analyzed by GC and GC-MS. The main volatiles
extracted from Autumn leaves, in which some showed symptoms of hopperburn, were, by SPME:
germacrene D, B-bourbonene, f-caryophyllene, a-ylangene and y-cadinene; and by hydrodistillation: 2-
trans-hexenal, cis-3-hexen-1-ol, palmitic acid, linoleic acid and cis-2-hexen-1-ol. Methyl salicylate was
only detected in AB leaves. These compounds play an essential role in plant defense, increasing their
emission in response to herbivory, which may explain the significant percentage compositions, with
slight differences between the two varieties. The major components of healthy leaves harvested in
Spring were: linalool, geraniol, 2-trans-hexenal and phytol acetate. In future studies, olfactometer tests
should be carried out to observe the response that green leafhoppers present to volatile compounds
present in these V. vinifera varieties, in order to propose management strategies based on the use of
semiochemicals.

Keywords: Gas Chromatography (GC), Gas Chromatography-Mass Spectrometry (GC-MS) Solid
Phase Microextraction (SPME), hydrodistillation, vineyards.
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1. INTRODUCAO
1.1. Avinha e a importéncia da viticultura

Vitis vinifera L. (Vitaceae) é uma espécie nativa da regido mediterrnica, sendo uma das culturas
mais importantes em todo 0 mundo no que toca a produgdo tanto de vinho como de uvas de mesa
(Fernandes et al, 2013; Pertot et al, 2017). Segundo o Instituto da Vinha e do Vinho (s.d.A), a producéo
de vinho em Portugal em 2019 foi de 6,5 milhGes de hectolitros, enquanto a nivel mundial atingiu 0s
248 milhdes. De referir que em 2019 o consumo de vinho no pais foi de 5 milhdes de hectolitros,
enguanto a nivel mundial este valor chegou aos 244 milhdes (Instituto da Vinha e do Vinho, s.d.B). Na
regido do Alentejo, a producdo média de uvas em 2019 foi de 5,8 t/ha (toneladas por hectare) e a
producdo total de vinho de 98,3 milhdes de litros. (Instituto da Vinha e do Vinho, 2021).

Desde a antiguidade, as folhas da videira tém sido utilizadas para fins medicinais devido a vérias
caracteristicas biolégicas incluindo efeitos hepatoprotectores, hipoglicémicos e vasorelaxantes, bem
como propriedades antibacterianas, anti-inflamatdrias, antivirais e particularmente antioxidantes
(Fernandes et al, 2013). A rica e variada composicdo quimica das folhas de V. vinifera parece contribuir
para o seu potencial biolégico. Herrdez (2018) indica que é uma planta com uma enorme plasticidade
morfoldgica, que da origem a uma enorme variabilidade que se manifesta nas populacdes silvestres e na
origem de muitas das variedades cultivadas. E uma planta cultivada ha mais de 5000 anos, das quais,
actualmente, sdo conhecidas cerca de 2000 cultivares. Estas distinguem-se pelas suas caracteristicas
morfolégicas, agronémicas e enoldgicas.

1.2. Cigarrinhas verdes praga da vinha

Auchenorrhyncha é uma sub-ordem da ordem Hemiptera que inclui cigarras, cigarrinhas e
cigarrinhas-de-espuma, entre outras (Olivier et al, 2012). Auchenorrhyncha foi dividida em dois grupos
principais, Cicadomorpha e Fulgoromorpha, sendo muitas espécies consideradas pragas importantes de
culturas. Na infraordem Cicadomorpha, as cigarrinhas sdo cosmopolitas e uma das maiores familias
(Cicadellidae) de insectos com aproximadamente 22.000 espécies descritas (Forero, 2008).

As cigarrinhas possuem aparelhos bucais perfuradores e sugadores, que causam danos directos as
plantas ao alimentarem-se nas células do mesofilo ou da seiva do xilema ou do floema e danos indirectos
pela transmissdo de patégenos (Olivier et al, 2012). Dependem das suas plantas hospedeiras para se
alimentarem, depositarem ovos e como canal de transmissdo para comunicacdo intraespecifica
(Biedermann & Niedringhaus, 2009). Sdo paurometabolas (com os imaturos assemelhando-se aos
adultos) e os machos e as fémeas adultos produzem sons vibracionais especificos para atracgdo sexual,
sendo que a longevidade e a abundancia dependem da area geografica, clima, espécies de plantas e
tecidos em que se alimentam (Olivier et al, 2012).

A maioria das pragas de Auchenorrhyncha alimenta-se de tecidos do floema. Contudo, a sub-familia
Cicadellinae alimenta-se de tecidos do xilema (Olivier et al, 2012) e a maioria das espécies de
Typhlocibynae de células do mesofilo (Biedermann & Niedringhaus, 2009). A alimentacdo do mesofilo
é encontrada apenas nos Typhlocybinae (Nickel, 2003) e esta sub-familia compreende muitas pragas
importantes das vinhas na Europa.

As fémeas pdem ovos individualmente ou poucos de cada vez, geralmente inserindo-os no tecido da
planta ou depositando-os na sua superficie (nervuras das folhas), sendo que 0s ovos podem ou ndo passar
por diapausa, dependendo da espécie e do clima e, apds a ecloséo, as ninfas passam por cinco instares
antes de atingirem a fase adulta, o que requer algumas semanas (Dietrich, 2009).

Nickel (2003) indica que no final do Verdo, a maioria dos individuos Typhlocybinae migram para
plantas perenes, onde hibernam. Como exemplo, pode-se dar o caso da cigarrinha verde, Empoasca vitis
(Gothe, 1875), que causa problemas nas vinhas europeias e em que os adultos hibernam em arvores



perenes e arbustos, migrando depois durante o inicio da primavera para as vinhas (Decante & van
Helden, 2006), para se alimentarem e se reproduzirem, com uma migracdo mais continua ocorrendo
logo apds o rebentamento dos botdes das videiras (Reineke & Hauck, 2012).

A maioria das espécies de Auchenorrhyncha so relativamente sedentéarias, completando o seu ciclo
de vida numa pequena area. Embora a maioria das espécies tenha asas bem desenvolvidas e sejam boas
voadoras, poucas parecem mover-se a mais de um quilémetro do seu local de nascimento, contudo
existem algumas espécies que passam por migrag@es anuais que podem cobrir centenas de quilémetros
(Dietrich, 2009). A maioria das espécies que ocorrem na vinha cobrem distancias curtas, migrando dos
seus locais de hibernacdo para as cepas, com as primeiras populagfes aumentando na periferia dos
campos (Olivier et al, 2012). Adultos de muitas espécies sao quase todos excelentes saltadores (Dietrich,
2009).

As cigarrinhas desempenham um papel importante como pragas em Varias culturas, por alimentagéo
directa. No que diz respeito a espécies consideradas pragas de culturas economicamente importantes,
foram listadas 17 da videira em todo 0 mundo devido aos seus habitos alimentares (Nickel, 2003).
Causam estragos pelo esvaziamento do conteido das células do mesofilo ou pela accéo directa dos
estiletes que provocam ruptura celular. Quando a alimentacdo continua e vigorosa ocorre por
cigarrinhas-verdes que se alimentam do mesofilo, as folhas de videira danificadas tém capacidade
fotossintética reduzida e eventualmente caem, causando uma reducéo no vigor da cepa e no contetdo
em acgucar do bago (Olivier et al, 2012). Importante referir que os efeitos do impacto das cigarrinhas-
verdes variam de acordo com a localizacdo geografica, as suas densidades, cultivares de videiras,
praticas culturais e localizagdo das folhas danificadas (Olivier et al, 2012).

A sub-familia Typhlocybinae compreende muitas pragas-chave da videira, como Jacobiasca lybica
(Bergevin & Zanon, 1922) no Mediterraneo e E. vitis na Europa, que causam, em vinhas europeias,
sintomas caracteristicos chamados de hopperburn, danificando gravemente as plantas. Esses sintomas
incluem: clorose das folhas, como amarelecimento ou avermelhamento (dependendo da variedade),
comecando nas margens da folha (Reineke & Hauck, 2012) e expandindo-se posteriormente em direc¢éo
ao centro (Candolfi et al, 1993), como se pode observar na Figura 1.1; e também o enrolamento das
folhas (Backus et al, 2005). Estes sintomas sao causados pela toxicidade da saliva do insecto, e também
pelos estiletes, que causam feridas nas celulas das plantas (Backus et al, 2005). O contetdo em agUcar
dos bagos pode diminuir para 8-9%, quando o normal é situar-se entre os 20-25%, mas as perdas na
colheita podem ir até 100%, ou seja, totais. Fornasiero et al. (2016) relatam impactos semelhantes em
estudos anteriores realizados por outros autores, em que também foram registados estragos econémicos
devido a perdas de producdo e reducao no teor em agucar dos bagos.

Olivier et al. (2012) indicam que, na Europa, os niveis econémicos de ataque (NEA) para Empoasca
spp. sdo considerados mais baixos nas regides Sul do que no Norte. J& em Portugal, 0 NEA para as
cigarrinhas-verdes é de 50-100 ninfas/100 folhas (Primavera) e 50 ninfas/100 folhas (Verao), o que
denota a maior sensibilidade do hospedeiro a estas pragas quando as temperaturas sdo mais elevadas
(Delrio et al, 2001; DRADPC, s.d.).

De acordo com Klerks & van Lenteren (1991), J. lybica é um pequeno insecto sugador de seiva de
plantas também da familia Cicadellidae. E polifago, causa muitos danos, pois perfura a epiderme inferior
e as células do mesofilo sdo picadas e rasgadas, provocando o fenémeno, que ja foi referido
anteriormente, de hopperburn. Lentini et al. (2000) indicam que a actividade tréfica de J. lybica causa
coloracdo vermelha das folhas de cultivares de videira vermelha (tintas) e descoloracdo acastanhada das
folhas em cultivares brancas. Em altas densidades destas cigarrinhas-verdes, as folhas podem secar
parcial ou completamente. J. lybica é uma praga em muitas culturas importantes, como o algod&o e a
videira, sendo mesmo considerada por Tsolakis (2013), uma praga-chave da videira em diferentes paises
europeus, nomeadamente &reas do sul da Europa (Klerks & van Lenteren, 1991), mas também pode ser
encontrada no norte de Africa.



J. lybica é um insecto alongado, em forma de cunha, e que tem aproximadamente 2,5 mm de
comprimento. O corpo é verde-claro (palido) com asas cintilantes semitransparentes (Figura 1.2). Os
ovos sdo colocados preferencialmente proximo ao ponto de insercdo do peciolo da folha ou
aproximadamente a meio caminho ao longo da veia média, embutidos no cortex. Sdo esverdeados,
relativamente grandes/largos, de formato cilindrico. A ninfa emergente é inicialmente incolor e
posteriormente torna-se verde-amarelada e tem uma forma achatada (Klerks & van Lenteren, 1991). Os
adultos de J. lybica, como os de outras cigarrinhas-verdes hibernam em arvores de folha persistente e,
na Primavera, mudam-se para as vinhas, onde produzem pelo menos 3-4 geracdes sobrepostas (Lentini
et al, 2000).

Figura 1.1. Sintoma caracteristico de hopperburn, neste caso avermelhamento das folhas, visivel em folhas da casta tinta
Alicante-Bouschet, na Herdade do Esporéo, Alentejo, em Outubro de 2020 (Outono), causado pela acgdo das cigarrinhas-
verdes (original de M.T. Rebelo).

Esta espécie preocupa os viticultores sicilianos ap6s grandes surtos registados nas vinhas do oeste da
Sicilia desde 2001, ainda que ja estivesse presente nas vinhas da regido anteriormente (Tsolakis, 2013).
Os seus estragos sdo consideraveis, especialmente em cultivares aldctones. O mesmo autor afirma ainda
que J. lybica é capaz de cobrir longas distancias e espalhar a infestacdo rapidamente. Nos tltimos anos,
grandes e economicamente importantes areas viticolas de Espanha, Portugal e Sardenha apresentaram
também surtos importantes de J. lybica (Rebelo & Quartau, 1993; Mazzoni et al, 2003).

Delrio et al. (2001) reportaram resultados sobre a distribuigédo espacial de ninfas de J. lybica e com
base numa amostragem semanal mostraram que o insecto, no ambiente tipico do Mediterraneo no sul
da Sardenha, prefere a porcdo de média altura dos rebentos da videira e, sobretudo, as partes mais
sombreadas da copa, embora ndo discrimine substancialmente entre as folhas primarias e as encontradas
nos rebentos secundarios de videira. A distribuicdo dentro da vinha ndo difere substancialmente do
observado para E. vitis, distribuindo-se num padrdo ligeiramente agregado. Estes autores referem ainda
que o conhecimento sobre a distribuicdo de J. lybica é ainda incompleto sendo usado para a
monitorizacdo destes insectos a informac&o conhecida sobre E. vitis, nomeadamente a determinagéo do
NEA.

Em relacdo a Portugal, no final dos anos 80 do século passado, comegou-se a observar um aumento
substancial na ocorréncia de cigarrinhas-verdes nas vinhas, em particular nas regides do Ribatejo e do
Alentejo (Quartau & Rebelo, 1992). A principal praga de cigarrinhas nas vinhas da regido do Alentejo
é J. lybica, sendo de notar, porém, que no Ribatejo se encontraram adicionalmente outras duas espécies,



Empoasca decipiens (Paoli, 1930) e Empoasca solani (Curtis, 1846), previamente referida como
Empoasca pteridis (Dahlbom, 1850). Quanto & dindmica das populacbes de J. lybica verifica-se que,
segundo Quartau & Rebelo (1992) e Rebelo & Quartau (1993), é muito semelhante nas duas regides
estudadas, apesar de no Ribatejo os individuos surgirem normalmente com um atraso de trés semanas
em relagdo ao Alentejo, provavelmente devido as temperaturas mais baixas. O facto de se ter encontrado
E. decipiens e E. solani maioritariamente no Ribatejo, onde as temperaturas sdo menos elevadas que no
Alentejo, parece demonstrar a ndo tolerancia destas duas espécies a temperaturas muito elevadas, o que
parece ja ndo se verificar com J. lybica, espécie nitidamente terméfila. Finalmente é de assinalar serem
as fémeas destas espécies as primeiras a surgirem durante a Primavera na vinha, logo seguidas dos
machos, pelo que, aparentemente, ambos os sexos entram em diapausa no Outono (Quartau & Rebelo,
1992).

Figura 1.2. Exemplar da cigarrinha-verde Jacobiasca lybica, no Outono de 2020, na Herdade do Esporao, Alentejo (original
de S. Rodrigues Filho).

E importante ndo confundir, na videira, a sintomatologia devido a fitoplasmas com os estragos
directos provocados pela picada das cigarrinhas-verdes (E. vitis, E.solani , E. decipiens e J. lybica), que
ndo séo vectores de fitoplasmoses (Pereira, 2002).

O desenvolvimento de técnicas confidveis de amostragem e monitorizacdo e o estabelecimento de
niveis econémicos de ataque sao componentes essenciais dos programas de gestdo integrada de pragas
(Amaro, 2003). Os métodos de controlo quimico continuam a ser a técnica mais comumente usada para
controlar as populac@es de cigarrinhas-verdes, tendo como efeito colateral, as popula¢des de inimigos
naturais serem reduzidas significativamente por esses tratamentos (Klerks & van Lenteren, 1991).

1.3. Meios de Protec¢do

As medidas de protec¢do contra as pragas da vinha, e em particular as cigarrinhas-verdes podem ser
indirectas ou directas. As indirectas sdo de caracter preventivo e essencialmente culturais, visando criar
condi¢des desfavoraveis para o desenvolvimento da praga e, assim, minimizar ou eliminar a sua ac¢do
negativa. Incluem o uso de cultivares resistentes ou mais tolerantes as pragas, consociacao de culturas,



enrelvamento na entrelinha, eliminacdo de locais de hibernacdo da praga, entre outras (Amaro, 2003;
Félix & Cavaco, 2009).

As medidas directas incluem normalmente o controlo quimico e biolégico. Pertot et al. (2017)
indicam que a utilizacdo de pesticidas é frequentemente necessaria para atender aos padrdes de producao
viticola. Contudo, a resisténcia a insecticidas e acaricidas € uma grande preocupacdo, embora na
viticultura esse problema seja mais frequente para fungicidas, por serem os mais usados. O
ressurgimento de pragas ou o0 aparecimento de pragas secundarias induzidas por insecticidas
representaram uma preocupacdo elevada, pelo que estratégias de controlo biol6gico tém despertado o
interesse de investigadores, produtores e consumidores, de forma a ser possivel gerir com sucesso
diversas pragas, principalmente cigarrinhas. Amaro (2003) sugere o desenvolvimento de técnicas
confiaveis de amostragem e de monitorizacdo e o estabelecimento de niveis econdmicos de ataque como
componentes essenciais dos programas de gestdo integrada de pragas de cigarrinhas-verdes e a
implementacédo de luta bioldgica.

Contudo, os inimigos naturais conhecidos das cigarrinhas-verdes sdo poucos, sendo 0s himendpteros
parasitoides pertencentes a familia Mymaridae e ao género Anagrus, os mais referidos (Mosna, 2005).
Medidas de proteccéo alternativas tém sido estudadas, nomeadamente a utilizagdo de semioquimicos,
que constitui um meio de luta biotécnica.

1.3.1. Semioquimicos

O uso de semioquimicos, como referem Pertot et al. (2017), pode oferecer alternativas interessantes
e sustentaveis aos pesticidas quimicos sintéticos, em certos contextos.

Os semioquimicos, sdo substancias ou misturas guimicas que medeiam as interac¢bes entre 0s
organismos, podendo ser volateis ou ndo volateis que operam em longo ou curto alcance, para modificar
0 comportamento do destinatario (Mauchline et al, 2018; Tamiru & Khan, 2017). Podem dividir-se em
feromonas, que medeiam a comunicacao intraespecifica e aleloquimicos, que medeiam interacgdes
interespecificas. Os semiogquimicos volateis sdo percebidos pelo olfacto, enquanto os ndo volateis séo
detectados por quimiorrecepcdo de contacto (Tamiru & Khan, 2017). Semioquimicos derivados de
plantas ou de insectos podem ser usados para controlo de pragas, nomeadamente atractivos/estimulantes
ou repelentes/dissuasores (Mauchline et al., 2018). A maioria dos semioguimicos de insectos que foram
adoptados comercialmente e incluidos em programas de gestdo integrada de pragas sdo feromonas
sexuais, usadas nomeadamente para a confusdo sexual. As feromonas também tém sido usadas para
controlar cigarrinhas, no entanto, algumas apresentam certas limitagfes, como falta de aplicagdo
significativa, persisténcia e estabilidade nos campos (Chen et al, 2019).

1.3.1.1. Compostos organicos volateis

Existe a perspectiva de melhorar a resisténcia directa e indirecta das culturas contra pragas de
insectos economicamente importantes, explorando semioquimicos volateis derivados de plantas, nos
Galtimos anos, pois possuem um modo de ac¢do ndo téxico, modificando o comportamento da praga ou
dos seus inimigos naturais em detrimento da praga da cultura, sendo também nédo persistentes,
especificos da espécie, econdmicos e ambientalmente seguros (Tamiru & Khan, 2017).

As plantas tém vias biossintéticas complexas que conduzem a libertacdo de compostos organicos
volateis, alguns dos quais especificamente libertados apds danos causados por herbivoros, e 0s insectos
evoluiram para usar esses volateis como pistas semioquimicas na localizagdo de plantas hospedeiras
para se alimentarem (Cai et al, 2015a). Os compostos organicos volateis (VOCs, do inglés volatile
organic compounds) sdo emitidos por quase todos os 6rgdos das plantas, incluindo folhas, flores e raizes,
(Weingart et al, 2012), sendo componentes essenciais do repertorio de defesa da planta, podendo actuar
como repelentes de insectos herbivoros ou como atractivos para 0s seus inimigos e, como sinais de



defesa transportados pelo ar, podem preparar respostas de defesa contra patdgenos em plantas distantes
(Chalal et al, 2015).

Tamiru & Khan (2017) referem que os semiogquimicos volateis de plantas sdo classes de metabolitos
secundarios, sendo que os VOCs constituem aproximadamente 1% dos metabolitos secundarios das
plantas e geralmente sdo moléculas lipofilicas que se podem difundir livremente para o ambiente e
passar membranas biol6gicas, gracas ao seu baixo peso molecular e alta pressdo de vapor. Os mesmos
autores acrescentam que as plantas estdo constantemente expostas a factores de stress ambientais e
desenvolveram formas complexas de se defenderem de patdgenos, artropodes fitdfagos e plantas
parasitas, produzindo uma grande variedade de VOCs, que desempenham um papel crucial na interac¢do
das plantas com outros organismos e na regulacdo das respostas das plantas contra o stress bidtico
(Lazazzara et al, 2018). Metabolitos volateis presentes nas folhas das plantas foram descritos como
directamente associados com stress bidtico ou abidtico das plantas e por apresentarem variacdes
sazonais importantes (Fernandes et al, 2015). O aumento da emissao de voléateis de folhas verdes (GLVs,
do inglés green leaf volatiles), como por exemplo o hexanol, é um sinal de stress nas plantas (Weingart
etal, 2012).

As plantas desenvolveram maneiras altamente sofisticadas de se defenderem de insectos fitéfagos,
por exemplo, quando atacadas por eles, respondem emitindo volateis de defesa, referidos como volateis
de plantas induzidos por herbivoros (HIPVs, do inglés herbivore-induced plant volatiles) como um
"grito" por ajuda. Esses sinais podem desempenhar um papel importante na resisténcia da planta
hospedeira aos danos de pragas de insectos em virtude de atrairem inimigos naturais dos fitéfagos ou
repelirem o ataque de fitdfagos, agindo como dissuasores de alimentacdo ou oviposicao para pragas de
insectos. As plantas intactas geralmente libertam pequenas quantidades de compostos voléateis, contudo,
os perfis de volateis mudam dramaticamente, tanto em quantidades quanto em proporg¢des, apds danos
da alimentagdo ou da oviposi¢éo por fitéfagos (Tamiru & Khan, 2017; Bian et al, 2018).

O uso de volateis de plantas para localizacdo de hospedeiros pelos insectos depende muito da sua
excelente capacidade de processarem sinais olfactivos, pois embora uma amostra volétil de planta possa
conter mais de 200 compostos, 0 nimero de componentes essenciais usados para o reconhecimento do
hospedeiro por um insecto esta geralmente na faixa de 3 a 10 compostos (Bruce & Pickett, 2011).

O sistema olfactivo dos insectos tem uma capacidade notavel de discriminar os volateis da planta
hospedeira dos volateis de plantas ndo-hospedeiras (NHVSs, do inglés non-host volatiles) num ambiente
gue é "ruidoso" devido a odores mistos ou conflituosos (Zhang et al, 2014).

La Grange et al. (2017) indicam que nem todos 0s insectos sdo igualmente dependentes de pistas
olfativas para localizagcdo do hospedeiro, uma vez que alguns mostram respostas relativamente fracas
aos volateis das plantas e contam mais com pistas visuais ou com uma combinacdo de ambas.
Cigarrinhas e outros membros da subordem Auchenorrhyncha sdo considerados menos responsivos a
produtos quimicos volateis para encontrarem hospedeiros, pois embora possam apresentar respostas,
sdo consideradas amplamente complementares as pistas visuais, gustativas e aclsticas e ndo constituem
0 modo primério de localizacdo da planta hospedeira Coll Ardoz et al. (2019). No entanto, 0s mesmos
autores, referem que o papel do olfacto em Auchenorrhyncha ainda néo foi totalmente esclarecido, uma
vez que se sabe que algumas cigarrinhas respondem a sinais olfactivos na auséncia de estimulos visuais
e que, na maioria das espécies de cigarrinhas, o efeito primario do odor do hospedeiro parece apenas
melhorar a capacidade de resposta as pistas visuais.

Alguns estudos revelaram que as respostas comportamentais mais fortes dos insectos sdo obtidas
com misturas de volateis do que com compostos individuais, podendo-se dizer que, em termos de
qualidade do odor, o todo é mais do que a soma das partes (Bruce & Pickett, 2011). As proporcdes e 0s
odorantes chave numa determinada mistura podem ser criticos para o reconhecimento da planta
hospedeira (Riolo et al, 2017).

O intercropping, método de luta cultural de base ecoldgica muito usado em sistemas de agricultura



bioldgica que usa duas a trés culturas diferentes no mesmo terreno simultaneamente, pode oferecer
vantagens em termos de controlo de pragas. As plantas utilizadas podem mascarar pistas olfactivas e
visuais usadas por herbivoros para encontrarem o seu hospedeiro ou confundir ou repelir os insectos
(Zhang et al, 2014). Um dos sistemas mais conhecidos do intercropping é a estratégia push-pull que
combina semioquimicos atractivos e repelentes para manipular pragas e populacdes de auxiliares
(Mauchline et al, 2018). Esta estratégia de estimulo-dissuasdo é desenvolvida explorando
semioquimicos volateis de plantas para repelir pragas de insectos da cultura principal (push) e atrai-los
para as culturas armadilha (pull), fornecendo um excelente exemplo de estratégias de proteccdo de
cultivo inovadoras e ecologicamente amigas do ambiente (Tamiru & Khan, 2017). Segundo Mauchline
et al. (2018), as pragas sdo impedidas de colonizar ou sdo "empurradas” (pushed) para fora da cultura
usando, por exemplo, cultivares de culturas repelentes, repelentes volateis de plantas ndo hospedeiras,
ou feromonas de dissuaséo de oviposi¢do. As pragas séo simultaneamente "puxadas™ (pulled) para longe
da cultura ou para dentro de culturas armadilha adjacentes, usando atractivos como os volateis da planta
hospedeira ou feromonas sexuais. Uma cultura armadilha, de acordo com 0s mesmos autores,
compreende plantas que sdo mais atraentes para o insecto praga do que a cultura, explorando as
preferéncias da praga pela planta hospedeira. Uma vez que as pragas estejam concentradas na cultura
armadilha, ela pode ser tratada se necessario com um insecticida sintético, e assim a area tratada é
reduzida em comparagdo com 0s sistemas convencionais onde toda a area da cultura é tratada. Nesta
estratégia, os efeitos combinados de semioquimicos volateis de armadilhas atractivas e plantas
repelentes na entrelinha ou adjacentes a cultura resultam numa reducao significativa dos danos da praga
nas culturas, levando a grandes melhorias nos ganhos de produtividade/rendimento da cultura (Tamiru
& Khan, 2017).

Com o sistema push-pull, os insectos-praga sdo repelidos ou dissuadidos das plantagdes ou colheitas
usando estimulos push modificadores de comportamento, como por exemplo NHVs repelentes (Zhang
& Chen, 2015). Estudos mostraram que a utilizacdo deste método na cultura do cha pode desviar as
pragas, nomeadamente E. vitis e aumentar a diversidade e abundancia de inimigos naturais (Zhang et al,
2014).

A planta do cha, Camellia sinensis (L.) Kuntze é uma importante cultura econémica originaria da
China (Mu et al, 2012), sendo comprometida durante o seu processo de desenvolvimento pelo ataque
de vérias pragas, tais como as cigarrinhas-verdes, Empoasca onukii Matsuda (Chen et al., 2019),
Empoasca flavescens F. (Han et al, 2020) e E. vitis (Mu et al, 2012), esta Gltima uma das pragas mais
sérias do chazeiro (Cai et al, 2015b). Adultos e ninfas alimentam-se dos rebentos da planta usando os
estiletes para perfurar e sugar a seiva (Zhang et al, 2014; Chen et al, 2019) causando sintomas
caracteristicos de hopperburn (Cai et al, 2015b).

As infestacdes de E. vitis reduzem a producdo de cha e podem causar perdas econémicas até 33%
quando o estrago € severo (Cai et al, 2015b). As aplicacGes de insecticidas tornaram-se cada vez menos
eficazes no controlo desta praga (Mu et al., 2012), devido ao aparecimento de resisténcia e ao impacto
nos artropodes benéficos (Cai et al, 2015b). Assim, estratégias ou métodos alternativos de controlo
passaram a ser necessarios e a aplicacdo de semioquimicos comegou a ser implementada nos Gltimos
anos (Xin et al, 2017; Xu et al, 2017; Chen et al, 2019).

Por exemplo, Han et al. (2020) testaram dois compostos repelentes para as cigarrinhas (sendo um
deles o timol) de ramos e folhas de lavanda (Lavandula angustifolia L.), e uma mistura dos componentes
volateis principais [hexadecano, acetato de (Z)-3-hexenilo, (Z)-3-hexen-1-ol e nonanal] de Flemingia
macrophylla (Willd.) Merr., 1910, relatada como uma boa espécie armadilha nas plantacdes
intercropping de chd, sendo capaz de atrair as cigarrinhas para longe das plantas de cha na estratégia
push-pull. Segundo estes autores, se o timol fosse colocado dentro das linhas de chazeiros, de forma a
manter as cigarrinhas afastadas, entdo poder-se-ia aumentar drasticamente as capturas destas nas placas
adesivas que possuem iscos com atractivos (mistura de volateis de F. macrophylla), que seriam



pendurados logo acima dos rebentos de cha. Assim, explorar a estratégia push-pull baseada em
repelentes e atractivos boténicos para combater as cigarrinhas revelou ser promissora e eficaz.

O odor de fundo (em inglés background noise) pode afectar significativamente a localizacao olfactiva
do insecto (Xu et al, 2017), pelo que o uso de compostos volateis da propria planta do cha para capturar
E. vitis na plantagdo requer que as quantidades aplicadas sejam suficientemente elevadas para evitar
serem mascaradas pelo odor de fundo, o que levou Cai et al. (2015b) a suspeitarem que ndo sdo 0s
melhores iscos de armadilha para E. vitis em campos de cha. Ao investigarem a atractividade de varios
volateis de rebentos de plantas de chd e de videira verificaram que compartilhavam compostos
comumente usados para o reconhecimento do hospedeiro por muitos herbivoros, e alguns deles
poderiam serem usados por E. vitis. Os odores de videira revelaram-se altamente atractivos para adultos
desta espécie em comparacdo com os odores de rebentos de ch4, ndo sendo facilmente mascarados pelo
odor de fundo da plantacdo. Estes autores observaram também que a captura aumentou muito quando
o0s iscos olfactivos foram combinados com armadilhas visuais, como cartbes amarelos, podendo
potencialmente produzir um sistema de captura mais eficaz para E. vitis em planta¢des de cha. Noutro
caso, Xu et al. (2017) formularam um atractivo sintético [(Z)-3-hexenol e acetato de (Z)-3-hexenilo
(GLVs), ocimeno e limoneno (terpenos)] para adultos de E. onukii e 0s ensaios no campo mostraram
que esta mistura sO era significativamente atractiva para as cigarrinhas do chad no Outono, e ndo no
Verdo, demonstrando que o odor de fundo da plantacdo pode perturbar a atractividade de compostos
baseados em volateis da propria planta.

Mu et al. (2012) num estudo com E. vitis realizado em campos de cha de producéo bioldgica em
Zhejiang (China), procuraram determinar a atractividade de uma mistura de compostos de rebentos de
chd, que consistia nos seguintes 8 compostos, na mesma proporcao: (E)-2-hexenal, (Z)-3-hexen-1-ol,
acetato de (2)-3-hexenilo, 2-penten-1-ol, (E)-2-pentenal, pentanol, hexanol e 1-penten-3-ol. Em
comparagdo com outros compostos testados, esta mistura induziu a resposta mais forte, resultando em
maiores reducBes da populacdo de cigarrinhas-verdes, apresentando assim uma atrac¢do significativa
para estas.

Os volateis, as cores das plantas, formas, tamanhos e outros factores visuais tém-se mostrado
atractivos para muitos insectos herbivoros, incluindo as cigarrinhas-verdes, constituindo pistas criticas
na busca por plantas hospedeiras. Assim, combinacdes adequadas de semioquimicos com pistas visuais
coloridas podem fornecer sinergias para o melhor desempenho das armadilhas.

1.3.1.2. Oleos essenciais

Figueiredo et al. (2017) referem que um 6leo essencial € uma mistura de compostos, com volatilidade
distinta, extraidos de uma qualquer parte de uma planta, por um processo especifico. Podem ser
utilizadas diferentes metodologias para extrair a mistura de compostos volateis existente nas plantas, no
entanto, apenas o0s produtos obtidos por duas dessas metodologias, a destilacao e a expressdo (esta tltima
apenas utilizada para frutos de espécies de Citrus), podem ser designados de 6leos essenciais. Os volateis
das plantas correspondem a uma mistura complexa de compostos que tém a propriedade de se
volatilizarem naturalmente, em condi¢des de temperatura e humidade ambiente apropriadas, ou incluem
uma mistura, igualmente complexa, de compostos que se extraem das plantas por diferentes
metodologias, a nivel caseiro, laboratorial ou industrial, sendo que a obtencéo de um éleo essencial cabe
neste Ultimo grupo. De acordo com a Farmacopeia Europeia (Council of Europe 2010), designa-se por
6leo essencial, o produto obtido por destilacdo de uma planta, ou das suas partes e, dependendo se a
escala laboratorial ou industrial, podem utilizar-se diversos tipos de destilagdo: hidrodestilaco,
destilacdo em &gua, com arrastamento de vapor e destilacdo com arrastamento de vapor, utilizando-se
mais raramente a destilacdo a seco; ou por processo mecanico, designado expressdo, que consiste na
prensagem, ou picotagem do epicarpo de frutos de espécies de Citrus (por exemplo, laranjeira), e seu



arrastamento pela agua. A designacdo de Oleo essencial reserva-se assim ao produto obtido por
destilacdo ou expressao. Existem espécies em que o teor dos principais constituintes do 6éleo essencial
mostra acentuada variabilidade sazonal, mas também ha outras em que este se mantém praticamente
constante (Figueiredo et al, 2017).

Os 0leos essenciais das plantas sdo uma fonte importante de NHVs repelentes (Zhang & Chen, 2015).
Segundo Zhang et al. (2014), os Gleos essenciais extraidos de varias plantas aromaticas podem exercer
efeitos repelentes, anti-alimentacéo, toxicos e dissuasores em insectos herbivoros e sdo uma fonte
importante de semioquimicos repelentes como os componentes do push da estratégia push-pull para o
controlo de pragas. A utilizacdo de plantas aromaticas na entre-linha/proximidade das culturas também
€ uma técnica eficaz para manipular a distribuicdo e abundéncia de insectos herbivoros, por
apresentarem baixa persisténcia ambiental e toxicidade para mamiferos, sendo que muitos Oleos
essenciais destas aromaticas repelem uma grande variedade de pragas agricolas (Zhang & Chen, 2015).

Zhang & Chen (2015), mostraram a possibilidade de utilizacdo de Oleos essenciais de alecrim
(repelente) numa estratégia push-pull em combinacdo com um atractivo de E. vitis [acetato de (Z)-3-
hexenilo], para o controlo desta praga, numa plantacdo de cha, em Zhejiang (China). Os autores
verificaram que o 6Oleo essencial de alecrim mascarou o odor do atractivo revelando-se assim um
repelente promissor com potencial utilizagdo num programa de gestdo de E. vitis em plantacfes de cha
na China. Os principais VOCs do 6leo de alecrim sdo trés terpenoides [a-pineno, 1,8-cineole e canfora],
ja conhecidos pela actividade anti-alimentac&o, repelente e até toxica contra insectos herbivoros.

1.4. Obijectivos

Esta dissertagdo tem como principal objectivo avaliar as diferengas dos perfis de volateis de castas
de videira com elevada ou reduzida susceptibilidade ao ataque de cigarrinhas-verdes (respectivamente
Alicante-Bouschet e Antdo Vaz) e sugerir estratégias de gestdo destas espécies pragas da vinha baseadas
na utilizacdo de semioquimicos.



2. MATERIAL E METODOS

O trabalho experimental incidiu especificamente sobre duas castas de vinha (Vitis vinifera L.),
Alicante-Bouschet e Antdo Vaz (Figuras 2.1 e 2.2), respectivamente mais e menos susceptiveisa
espécies de cigarrinhas-verdes. O trabalho de campo decorreu no Outono de 2020 e na Primavera de
2021, nas vinhas da Herdade do Espordo, em Reguengos de Monsaraz, distrito de Evora, na regido do
Alentejo (Latitude: 38°22°48.1"N e Longitude: 7°33°38.4"W) e nos laboratorios da Faculdade de
Ciéncias da Universidade de Lisboa, em Lisboa.

2.1. Material vegetal

Foram colhidas folhas de videira das castas Alicante-Bouschet (casta tinta) e Antdo Vaz (casta
branca), em dois momentos temporais de analise: no Outono de 2020 (Outubro e Novembro) e na
Primavera de 2021 (Maio), nas vinhas da Herdade do Espordo.

No momento em que as folhas foram colhidas no Outono, a vinha encontrava-se na fase vegetativa
e algumas folhas picadas pelas cigarrinhas-verdes, apresentando ja alguns sintomas de hopperburn,
sendo mais visiveis na casta Alicante-Bouschet do que em Antdo Vaz. Na Primavera, as folhas foram
colhidas quando o estado fenoldgico da vinha era de plena floragdo, com os bagos jovens em
crescimento, um estado fenol6gico totalmente diferente daquele que foi encontrado aquando da colheita
de folhas realizada no Outono. Referir também que ao contrario das folhas colhidas no Outono, as folhas
colhidas na Primavera eram sds, sem qualquer ataque de cigarrinhas-verdes.

As folhas foram: a) acondicionadas, em sacos de papel, transportadas para os laboratérios da FCUL,
e armazenadas a -20°C, até isolamento dos 6leos essenciais, ou b) colocadas dentro de dois exsicadores
tapados, para posterior extrac¢do dos volateis por microextraccdo em fase sélida (SPME do inglés Solid
phase microextraction).

2.2. Extraccdo da componente volatil das folhas de Vitis vinifera

Foram realizados ensaios preliminares para avaliar a quantidade minima necessaria de material
vegetal para o isolamento dos volateis. O isolamento dos volateis foi realizado com recurso a dois
métodos distintos: SPME, a temperatura ambiente e por hidrodestilacéo.

2.2.1. Microextracgdo em fase sélida (SPME)

Para extraccdo dos componentes volateis das folhas das duas castas de videira, por microextracao
em fase solida (SPME), utilizaram-se fibras de polidimetilsiloxano (PDMS) de 100 um de espessura de
filme (Supelco, Bellefonte, PA, EUA), colocadas manualmente num suporte SPME préprio (holder
Supelco, Bellefonte, PA, EUA). As fibras foram condicionadas a 250°C até ao maximo de 20 min, antes
de cada utilizacdo. Foram realizadas anélises periddicas aos exsicadores vazios e as fibras para verificar
auséncia de compostos volateis antes de serem utilizadas.

Para a extraccdo dos voléteis, ainda na Herdade do Espordo, as folhas colhidas das duas castas de
videira foram colocadas em dois exsicadores tapados, Figura 2.3 (um para folhas de cada casta). Nas
analises de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS do inglés Gas
Chromatography-Mass Spectrometry), o tempo de saturagdo do exsicador com os volateis das folhas
(homogeneizacao da atmosfera no interior do exsicador) foi de 4 h:30 min (3 h:30 min + 1 h de exposi¢édo
a fibra). Nas analises de Cromatografia Gasosa (GC do inglés Gas Chromatography), o tempo de
saturacdo do exsicador com os volateis das folhas foi de 5 h:30 min (4 h:30 min + 1 h de exposi¢édo a
fibra). Isto explica-se pelo facto das anélises de GC-MS terem sido realizadas primeiro que as andlises
de GC. J& no laboratério da FCUL, as fibras foram inseridas na rosca da tampa dos exsicadores,
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protegidas com septo de politetrafluoretileno (PTFE), durante 1 h, a temperatura ambiente (Figura 2.4).

Foram utilizadas duas fibras de SPME por cada exsicador, com uma sendo utilizada, posteriormente
a recolha dos voléateis, para a analise quantitativa dos volateis por GC, e outra, para a andlise da
composicao quimica (identificagdo quimica) de cada amostra por GC-MS.

Figura 2.1. Aspecto das videiras da casta Alicante-Bouschet, no Outono de 2020, na Herdade do Esporéo, Alentejo (original
de M.T. Rebelo).

Figura 2.2. Aspecto das videiras da casta Antdo Vaz, no Outono de 2020, na Herdade do Espordo, Alentejo (original de M.T.
Rebelo).
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Figura 2.3. Folhas da casta Alicante-Bouschet (& esquerda) e da casta Antdo Vaz (a direita) dentro de um exsicador tapado,

no Outono de 2020, na Herdade do Esporéo, Alentejo, para posterior extraccdo dos volateis por SPME (originais de M.T.
Rebelo).

Figura 2.4. Procedimento para recolha de voléateis de folhas de videira da casta Antdo Vaz (a esquerda) e da casta Alicante-
Bouschet (a direita), através do método de SPME, em que as folhas sdo colocadas em exsicadores tapados, por
aproximadamente 4 h, para homogeneizagao da atmosfera no interior do exsicador. Ao fim desse tempo, a fibra de SPME é
inserida no septo, para recolha de volateis, durante 1 h (original do autor).
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2.2.2. Hidrodestilacéo

Previamente a hidrodestilacdo, foi determinado o peso fresco, em gramas (g), de todo o material
vegetal colhido, numa balanga KERN 470-36 (Gottl. Kern & Sohn GmbH, D-72458 Albstadt,
Alemanha).

Apos a extracgdo de volateis por SPME, as folhas de cada uma das castas de videira foram
armazenadas a -20°C, até ao isolamento dos 6leos essenciais.

Os 6leos essenciais foram isolados por hidrodestilagéo, durante 3 h, num aparelho do tipo Clevenger,
de acordo com a Farmacopeia Europeia (Council of Europe, 2010), com uma velocidade de destilagdo
de 3 ml/min (Figura 2.5). Os volateis foram recuperados com o0 n-pentano destilado para um vial.
Posteriormente os volateis foram concentrados a um volume minimo num concentrador de bancada, sob
fluxo de azoto. O extracto obtido foi armazenado a -20°C, para posterior analise por GC e por GC-MS.

Figura 2.5. Procedimento para recolha de volateis de folhas de videira, colhidas no Outono de 2020, da casta Antdo Vaz (a
esquerda) e da casta Alicante-Bouschet (a direita), com recurso a isolamento de 6leo essencial, por hidrodestilacdo, durante 3
h, num aparelho do tipo Clevenger (original do autor).

2.3. Analise da componente volatil das folhas de Vitis vinifera

Os volateis obtidos por ambos os métodos de extraccdo (SPME e hidrodestilagdo), foram analisados
por Cromatografia Gasosa com detector de lonizagdo de Chama (GC do inglés Gas Chromatography-
Flame lonization Detector) para quantificacdo dos componentes, e por Cromatografia Gasosa acoplada
a Espectrometria de Massa (GC-MS do inglés Gas Chromatography-Mass Spectrometry) para sua
identificag&o.
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2.3.1. Microextraccao em fase solida (SPME)
2.3.1.1. Cromatografia Gasosa (GC)

As analises de GC dos volateis obtidos pelo método SPME foram realizadas, imediatamente apés a
recolha dos volateis, expondo a fibra de SPME no injector de um cromatografo PerkinElmer
AutoSystem XL equipado com dois Detectores de lonizagdo de Chama (FIDs do inglés Flame lonization
Detectors), e um sistema de tratamento de dados. O injector foi mantido a 250°C sem reparti¢éo de fluxo
durante 1 min, para total dessorcdo dos volateis da fibra SPME. A total dessorcdo dos voléteis foi
confirmada efectuando uma segunda injeccéo, nas mesmas condi¢des operativas, revelando auséncia de
picos.

No injector do cromatografo, estdo instaladas duas colunas de polaridade diferente: uma coluna de
silica fundida DB-1 (100% dimetilpolisiloxano, 30 m x 0,25 mm d.i., espessura de filme 0,25 um; J &
W Scientific Inc., Folsom, CA, EUA) e uma coluna de silica fundida DB-17HT [(50% fenil)-
metilpolisiloxano, 30 m x 0,25 mm d.i., espessura de filme 0,15 pm; J & W Scientific Inc.]. A
temperatura do forno foi programada de 45 a 175°C, com incrementos de 3°C/min, e subsequentemente
a 15°C/min até atingir os 300°C. Atingidos os 300°C, a temperatura foi mantida isotérmica durante
10 min, para um tempo total de corrida de 61 min. As temperaturas do injector e do detector foram
250°C e 300°C, respectivamente. O gas de arrastamento foi o hidrogénio (H.), ajustado para uma
velocidade linear de 30 cm/s. A composicgao percentual dos volateis foi determinada pela integragéo das
areas dos picos sem utilizacdo de factores de correccdo. Os valores apresentados das analises de GC
correspondem ao valor médio do nimero de injecgdes por amostragem.

2.3.1.2. Cromatografia Gasosa — Espectrometria de Massa (GC-MS)

As andlises de GC-MS foram realizadas imediatamente apds a recolha dos volateis por SPME. A
fibra SPME foi exposta no injector de um cromatografo a gas PerkinElmer Clarus 600, equipado com
uma coluna de silica fundida DB-1 (100% dimetilpolisiloxano, 30 m x 0,25 mm d.i., espessura de filme
0,25 um; J & W Scientific Inc.), ligado a um espectrometro de massa PerkinElmer Clarus 600T (versao
de software 5.4.2.1617, PerkinElmer, Shelton, CT, EUA). A temperatura do injector foi de 250°C e a
do forno foi programada de 45 a 175°C, com incrementos de 3°C/min, e subsequentemente a 15°C/min
até 300°C. Atingidos os 300°C, a temperatura foi mantida isotérmica por 10 min, para um tempo total
de corrida de 61 min. A temperatura da linha de transferéncia foi de 280°C, enquanto a temperatura da
camara de ionizacao foi de 220°C. O gas de arrastamento foi o hélio (He), ajustado para uma velocidade
linear de 30 cm/s; a dessorcdo do analito foi alcangada sem reparticdo de fluxo por 1 min; energia de
ionizacdo, 70 eV; corrente de ionizacdo, 60 HA; gama de massas, 40-300 u; tempo de varrimento, 1s.
A identidade dos compostos foi determinada por comparacgdo dos seus indices de retencdo (IR), em
relacdo aos dos n-alcanos e espectros de massa, com os de padrdes sintetizados no laboratorio, padrfes
comerciais e compostos de referéncia presentes em 6leos essenciais existentes no laboratério e por
comparagdo com uma biblioteca de espectros de massa também desenvolvida no laboratorio.

2.3.2. Hidrodestilacao
2.3.2.1. Cromatografia Gasosa (GC)

As analises de GC dos volateis obtidos por hidrodestilacdo foram efectuadas tal como acima descrito
para a SPME, excepto no que diz respeito & temperatura do injector, 280°C, e a relagéo de reparticdo de
fluxo, 1:40.
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2.3.2.2. Cromatografia Gasosa — Espectrometria de Massa (GC-MS)

Nas analises por GC-MS dos volateis obtidos por hidrodestila¢do utilizou-se 0 mesmo equipamento,
e as mesmas condicBes operativas detalhadas acima para a SPME, excepto no que diz respeito a
temperatura do injector, 280°C, e a relacéo de reparticdo de fluxo, 1:40.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Compostos volateis das folhas das duas castas de videira

Os volateis e os 6leos essenciais isolados, por SPME e hidrodestilacéo, das folhas das duas castas de
videira, Alicante-Bouschet (AB) e Antdo Vaz (AV), exibiram misturas complexas em que um ndmero
variavel de compostos foi detectado e identificado. Os compostos identificados, estdo listados na Tabela
3.1, de acordo com a sua ordem de eluicdo numa coluna DB-1.

No total, foram detectados 103 componentes volateis, sendo possivel identificar 88%, 91
componentes (Tabela 3.1).

Tabela 3.1. Composi¢do percentual dos componentes identificados nos volateis extraidos, por isolamento de 6leo essencial e
por SPME, das folhas das duas castas de videira analisadas.

Vitis vinifera

AB_2020 AB_2021 AB_2020 AV_2020 AV_2021 AV_2020
Componentes IR HD HD SPME HD HD SPME
n-Hexanal 739 15 1,8
2-trans-Hexenal 866 21,1 8,4 30,6 6,2
cis-3-Hexen-1-ol 868 8,4 1,2 11,1 0,7
cis-2-Hexen-1-ol 882 41 \ 6,2 \Y;
n-Hexanol 883 2,3 0,4 3,3 0,4
n-Heptanal 897 0,2 0,5 v
2-trans,4-trans-Hexadienal 897 0,2
Benzaldeido 927 v
6-Metil-5-hepten-2-ona 960 0,2
2-Pentil furano 973 v % 0,1
2,4-Heptadienal 975 v
5-2-Careno 983 2,0 11
Benzeno acetaldeido (= Fenilacetaldeido) 1002 v
p-Cimeno 1003 0,1 \ v
2,6,6-Trimetil ciclohexanona 1003 0,2 % Y
2-Etil-1-hexanol 1004 0,5
1,8-Cineole 1005 0,5 0,5
Limoneno 1009 0,2 0,5 v 0,4
cis-p-Ocimeno 1017 04 0,4
2,2-Dimetil-5-(1-metilpropen-1-il) tetrahidrofurano 1026 \Y v
trans-p-Ocimeno 1027 0,9 0,8
y-Terpineno 1035 \Y v
n-Octanol 1045 0,3 0,3 0,2
2,5-Dimetil estireno 1059 0,3
Terpinoleno 1064 0,4 0,5 0,6 0,4
n-Nonanal 1073 1,2 19 0,6 0,4
Linalol 1074 1,3 31,4 37,2
Hotrienol 1074 1,3
Mircenol 1097 0,5 v
Canfora 1102 v
Cosmeno* 1102 Y
Mentona 1120 %
3-Metil-1H-indeno 1123 Y v
2-trans-Nonen-1-al 1124 v
Oxido de nerol 1127 0,1 v 04
Oxido de cis-linalol (piranoide) 1132 v
Naftaleno 1139 Y s
n-Nonanol 1148 0,1 \ Y,
Salicilato de metilo 1159 3,9
a-Terpineol 1159 1,0 2,8 0,7 3,1
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Vitis vinifera
AB_2020 AB_2021 AB_ 2020 AV_2020 AV_2021 AV_2020

Componentes IR HD HD SPME HD HD SPME
Safranal 1160 1,0 v

n-Decanal 1180 0,3 1,3 1,8 1,4
Citronelol 1207 0,5 13

Geraniol 1236 0,5 12,3 0,9 9,0
2-trans-Decenal 1236 0,5 0,9

Edulan 11 1265 9,8 2,2 2,2 34

4-Vinil guaiacol 1285 v v

cis-Teaspirano 1286 v

2-trans,4-trans-Decadienal 1288 0,5

trans-Teaspirano 1300 0,1

n-Tridecano C13 1300 0,1 Y v

Eugenol 1327 1,1

1,2-Dihidro-1,1,6-trimetil-naftaleno 1328 1,1 1,8 2,6 2,6

a-loneno (= 1,1,6-Trimetiltetralina) 1330 Y, Y 0,1 Y,

5- Elemeno 1332 3,0

trans-2-Undecenal 1334 0,5 0,4 0,1 0,5
a-llangeno 1371 0,2 9,5 0,6 21,8
B-Bourboneno 1379 0,4 0,1 13,8 0,2 Y, 12,9
n-Dodecanal 1397 0,4 Y 1,3 0,2
B-Cariofileno 1414 0,6 Y 13,4 0,6 Y, 16,7
B-Copaeno 1426 3,6 \Y
Geranil acetona 1434 0,9 0,1 1.8 Y,
Guaia-6,9-dieno 1441 3,4 Y
trans-p-lonona 1456 0,4 0,5
Germacreno D 1474 0,2 21,9 1,8 23,3
cis,trans-a-Farneseno 1484 0,3 Y,

Tridecanal 1499 Y v
trans,trans-o-Farneseno 1500 0,4 Y,
y-Cadineno 1500 0,2 \% 6,9 15 Y, 10,8
5-Cadineno 1505 0,5

3-cis-Hexenil benzoato 1540 Y Y
trans-Nerolidol 1549 0,3 1,0
n-Tetradecanal 1596 0,8 1,4 Y,
epi-a-Cadinol 1616 0,7

a-Cadinol 1626 1,1

n-Pentadecanal 1688 Y

trans,cis-Farnesol 1693 \%

Acido miristico 1723 v v

Salicilato de octilo 1743 0,1 0,4

Fitol 1894 0,4 0,7

Acido palmitico (Acido hexadecan6ico) 1908 7,6 2,9 7,9 4,7

Acetato de fitol 2101 2,0 4,3 3,3 5,6

Acido linoleico 2108 5,4 29 38 4,0

Eicosanal 2200 \ Y
n-Tricosano C23 2300 Y, 0,1 0,6 Y,
n-Tetracosano C24 2400 Y Y

n-Docosanal 2426 0,6 Y, Y,
n-Pentacosano C25 2500 0,2 0,5 0,8 \%
n-Hexacosano C26 2600 \% 0,1

n-Heptacosano C27 2700 0,4 0,4 0,8 \%
n-Nonacosano C29 2900 0,3 \%

% de identificacdo 84,8 86,9 75,5 87,8 88,9 85,5

Componentes agrupados

17



Vitis vinifera
AB_2020 AB_2021 AB_ 2020 AV_2020 AV_2021 AV_2020

Componentes IR HD HD SPME HD HD SPME
Acidos gordos e derivados

Volateis das folhas verdes (GLV) 35,9 11,5 51,2 9,1

Acidos gordos 13,0 58 11,7 8,7

Alcanos 1,0 1,0 2,3 %

Outros derivados de acidos gordos 5,2 6,4 5,2 2,8
Terpenos e derivados

Hidrocarbonetos monoterpénicos 1,0 4,3 0,6 3,1
Monoterpenos oxigenados 5,6 47,6 39 51,0
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 2,1 0,8 75,5 4,7 v 85,5
Sesquiterpenos oxigenados 1,8 0,3 1,0
Diterpenos oxigenados 2,0 4,7 3,3 6,3
Apocarotenoides 12,2 4.4 4,9 6,5
Derivados de aminoéacidos e Fenilpropandides

Fenilpropenos 1,1

Derivados de acidos benzoéicos 3,9 0,1 v 0,4
Derivados de amino4cidos aromaticos %

Outros Y v

IR: Indice de Retencéo relativo a uma série de n-alcanos. v: vestigial (<0,05%). AB: Alicante-Bouschet. AV: Ant&o Vaz. HD:
Hidrodestilagdo. SPME: Microextrac¢do em fase solida.

Os componentes volateis foram agrupados em 14 grupos, em fungdo da sua via biossintética: VVolateis
das folhas verdes (GLV), Acidos gordos, Alcanos, Outros derivados de &cidos gordos (Acidos gordos e
derivados), Hidrocarbonetos monoterpénicos, Monoterpenos oxigenados, Hidrocarbonetos
sesquiterpénicos, Sesquiterpenos oxigenados, Diterpenos oxigenados, Apocarotendides (Terpenos e
derivados), Fenilpropenos, Derivados de &cidos benzéicos, Derivados de aminoacidos aromaticos
(Derivados de aminoéacidos e Fenilpropandides) e Outros. Componentes ndo identificados foram
classificados como “Nao Identificados” (Tabela 3.1).

3.1.1. Volateis obtidos por SPME

Os volateis obtidos pelo método de SPME foram extraidos de folhas das duas castas de V. vinifera
colhidas apenas no Outono, numa fase em que as duas castas de videira se encontravam na fase
vegetativa e apresentavam sintomas de hopperburn. Nas amostras de Alicante-Bouschet foram
detectados 8 componentes volateis e nas amostras de Antdo Vaz foram detectados 7 componentes, sendo
que todos foram possiveis de identificar nos dois casos. A percentagem de identificacdo no caso de
Alicante-Bouschet foi de 76%, enquanto a de Antdo Vaz foi de 86% (Tabela 3.1).

Os componentes identificados nas diferentes amostras de volateis extraidos por SPME (Alicante-
Bouschet e Antdo Vaz), bem como as suas percentagens, encontram-se listados na Tabela 3.1, por ordem
de eluigdo numa coluna DB-1.

O germacreno D, o B-bourboneno, o B-cariofileno, o a-ilangeno e o y-cadineno foram os compostos
dominantes (> 5%) dos Vvolateis extraidos de Alicante-Bouschet e de Antdo Vaz. Nos volateis de
Alicante-Bouschet, a maior percentagem coube ao germacreno D (22%), seguido do B-bourboneno
(14%), do B-cariofileno (13%), do a-ilangeno (10%), e do y-cadineno (7%). Para além destes compostos
dominantes, também se podem destacar o $-copaeno (4%), o guaia-6,9-dieno (3%), e o 3-elemeno (3%).
Nos volateis de Antdo Vaz, a maior percentagem pertenceu ao germacreno D (23%), seguido do a-
ilangeno (22%), do B-cariofileno (17%), do -bourboneno (13%), e do y-cadineno (11%). Relativamente
aos componentes agrupados em funcdo da sua via biossintética, o Unico grupo de componentes
agrupados representado, quer no caso de Alicante-Bouschet quer no caso de Antdo Vaz, foi o dos
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Hidrocarbonetos sesquiterpenicos, ao qual pertenciam todos os compostos detectados e identificados,
com 76% no caso de Alicante-Bouschet e 86% no caso de Antdo Vaz (Tabela 3.1).

No que diz respeito as diferencas de composi¢des percentuais entre as duas castas, destaca-se a ligeira
maior composicao percentual de germacreno D e de B-cariofileno, a maior percentagem de y-cadineno,
e a maior presenca de a-ilangeno, na casta Antdo Vaz, em relacdo a casta Alicante-Bouschet, sendo que
esta Ultima apresenta uma maior composic¢do percentual do B-bourboneno em rela¢do a Antdo Vaz
(Tabela 3.1).

Dois componentes volateis nas 2 castas estudadas, B-copaeno e guaia-6,9-dieno, foram detectados
apenas no caso dos volateis obtidos por SPME (apresentando contudo composi¢cBes percentuais
vestigiais no caso de Antdo Vaz) sendo que, no que toca exclusivamente aos volateis obtidos por este
método, o d-elemeno apenas foi detectado em Alicante-Bouschet (Tabela 3.1).

Através da consulta da bibliografia disponivel, é possivel verificar que os compostos referidos
anteriormente ndo sdo exclusivos de V. vinifera, sendo encontrados também noutras espécies de plantas
em que o0 método de extracgdo utilizado foi a SPME. Chizzola (2013) indica que o germacreno D é
muito difundido nas plantas e frequentemente encontrado nos 6leos das folhas, adicionando que alguns
hidrocarbonetos sesquiterpénicos sdo frequentemente encontrados em éleos essenciais, como S0 0s
casos do B-bourboneno, do a-ilangeno, e do B-cariofileno (este Gltimo amplamente difundido nas
componentes vegetativas de inimeras plantas), todos detectados nesta dissertagdo. Os compostos
maioritarios nas duas castas estudadas, entre eles o germacreno D, o B-cariofileno (encontrados por
Gongalves et al. 2020, em pinheiro-bravo), o a-ilangeno e o f-bourboneno foram também identificados
por Oliveira et al. (2010) em folhas frescas de figueira [Ficus carica (L.)] colhidas no nordeste de
Portugal, enquanto o y-cadineno foi mencionado por Lyczko et al. (2019), como estando entre 0s
principais constituintes volateis de folhas frescas de lavanda [Lavandula angustifolia Mill.], cultivadas
na Polonia. J& Bracho-Nunez et al. (2011) observaram que 0 B-copaeno foi emitido apenas por folhas
maturas de Cistus albidus (L.), em Montpellier (Franca), fornecendo evidéncias de que a fase de
desenvolvimento tem um impacto nas emissdes de compostos organicos volateis. Muitos dos compostos
encontrados nas duas castas de vinha foram indicados por Giuliani et al. (2018) como sendo conhecidos
por desempenharem um papel de defesa contra insectos fit6fagos, como é o caso do germacreno D e do
B-cariofileno, reforcando Giuliani et al. (2020) que ao germacreno D é atribuido um papel defensivo,
enquanto que o B-cariofileno esta envolvido tanto nas estratégias de atrac¢do para polinizadores, como
nos mecanismos de defesa contra pragas, parasitas e herbivoros, sendo esta Ultima actividade tipica dos
hidrocarbonetos sesquiterpénicos, acrescentando que a biossintese do p-bourboneno pode ser induzida
por herbivoria. Também Oliveira et al. (2010) indicam que existe a hip6tese do germacreno D e do -
cariofileno serem importantes na defesa contra insectos. Sun et al. (2015) observaram, em folhas frescas
de Artemisia annua (L.) e Chrysanthemum morifolium (Ramat.) Hemsl., que as emissfes de B-
cariofileno aumentaram em folhas infestadas por pulgdes que se alimentam do floema, das duas
espécies, quando comparadas com as folhas saudaveis, tendo verificado 0 mesmo para o germacreno D
em C. morifolium. Os autores mencionam que os terpenos defendem muitas espécies de plantas contra
pragas e patdgenos, tendo sido demonstrado que o B-cariofileno pode atrair pulgdes, sendo assim menos
correlacionado na resisténcia a estes, enquanto o germacreno D é mencionado como um potente
repelente de artropodes. Klimm et al. (2020) observaram que a produgio de B-bourboneno foi 3 vezes
maior nas folhas com galhas de Quercus robur (L.) (carvalho-roble), causadas por microvespas, quando
comparada a das folhas de controlo saudaveis, indicando que a regulacdo positiva (upregulation) de -
bourboneno ocorre normalmente em resposta a danos causados pela “mastigacdo” de insectos
herbivoros, ou por indutores de galhas. Os autores mencionam resultados que indicam que o B-
bourboneno pode estar envolvido na atraccdo de predadores. Anastasaki et al. (2015) observaram
diferengas consideraveis na abundancia do 6-elemeno (apenas identificado em Alicante-Bouschet nesta
dissertacdo) entre plantas do tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) intactas (1%) e plantas que
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possuiam ovos de uma das suas principais pragas, Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae),
72 h apods a oviposicdo (4%), verificando-se que a quantidade deste composto aumentou quando as
plantas possuem ovos deste insecto. Os mesmos autores indicam que 0s sesquiterpenos (onde se inclui
0 o6-elemeno) desempenham um papel na resisténcia do tomate contra insectos, sendo encontradas
emissdes elevadas de sesquiterpenos apos a exposi¢do de plantas do tomate a stress. Também Pasquini
et al. (2021) referem que muitos terpenos volateis tém um importante papel na proteccdo contra insectos
herbivoros, sendo emitidos em resposta aos ataques de herbivoros, em que 0s sesquiterpenos,
especificamente, desempenham uma accao repelente contra insectos herbivoros, podendo também atrair
predadores naturais destes ou polinizadores. Estes autores acrescentam que os terpenos podem ser
considerados uma alternativa importante aos insecticidas quimicos, pois 0s insectos ndo parecem
desenvolver resisténcia a estes compostos e ndo contaminam os alimentos ou 0 meio ambiente, sendo
pouco persistentes.

Assim, a presenca e composicdo percentual expressiva de cada um dos compostos volateis
maioritarios detectados e identificados nas duas castas de videira, através do método de SPME, nesta
dissertacdo, pode ser explicada pela presenca de sintomas de hopperburn, causados pelos ataques de
cigarrinhas-verdes, em algumas das folhas colhidas no Outono, o que pode ter levado a uma emissao
expressiva/elevada dos compostos volateis maioritarios mencionados para estas duas castas, como um
meio de defesa contra os ataques levados a cabo pelas cigarrinhas-verdes, a semelhanga do que se
verifica com outras espécies referidas previamente.

A andlise da bibliografia existente, Tabela 3.2, no que diz respeito aos compostos volateis
encontrados em V. vinifera revelou algumas similitudes, mas também ha que realcar as diferengas
existentes em relacao aos dados obtidos. E importante realcar o facto que, neste trabalho, algumas folhas
colhidas das duas castas para a extrac¢do de volateis por SPME, especificamente no caso de Alicante-
Bouschet e num grau muito mais reduzido em Antdo Vaz, apresentavam sintomas de hopperburn, em
resultado do ataque de cigarrinhas-verdes, como é possivel observar nas Figuras 2.3 e 2.4, ao contrario
do que sucede na maioria dos casos referidos na bibliografia, em que as folhas utilizadas sdo saudaveis
ou intactas. Na bibliografia consultada ndo houve nenhuma experiéncia que relacionasse folhas de V.
vinifera atacadas por insectos e os volateis libertados pelas folhas, tornando esta dissertagdo inovadora
neste ponto. Como exemplo de semelhangas, o facto de na bibliografia analisada a parte da planta
utilizada ter sido em todos os casos as folhas e a maioria ter recorrido a SPME (excepto Hebash et al,
1991) como método de extracgdo (Tabela 3.2), uma técnica igual a utilizada no presente trabalho. As
técnicas de analise em todas as referéncias bibliograficas analisadas foram a GC-MS, excepto em
Hebash et al. (1991), em que para além da GC-MS também recorreram a GC (Tabela 3.2), exactamente
como neste trabalho, em que se recorreu a ambas as técnicas. Em relacéo a diferencas encontradas,
comparando os resultados deste trabalho com a bibliografia em que a SPME foi utilizada, detectou-se e
identificou-se um menor numero de compostos volateis, apenas pertencentes ao grupo dos
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos (Tabela 3.2). Na bibliografia analisada, ndo foi utilizada nenhuma das
duas castas alvo de analise neste estudo, Tabela 3.2. Contudo, ndo é possivel fazer uma comparagédo
directa entre os dados da bibliografia sobre V. vinifera e os obtidos neste trabalho, uma vez que as
condicOes de analise e do material vegetal sdo diferentes, assim como 0 momento de colheita, que em
qualquer das referéncias bibliograficas estudadas pouco coincide com o do presente trabalho e, apesar
do método de extraccdo ser o mesmo, este também apresentou variagdes, em distintas referéncias
bibliograficas, nomeadamente no que diz respeito a temperatura e a duracdo da extraccao.

Rizvi & Raman (2017) foi a Unica referéncia onde a extrac¢do apresentou uma duragdo de 60 minutos
e decorreu a temperatura ambiente, ou seja, condi¢fes idénticas as utilizadas neste trabalho. Contudo,
tanto a casta branca como a casta tinta (Antéo Vaz e Alicante-Bouschet, respectivamente) apresentaram
compostos volateis maioritarios completamente distintos (Tabela 3.1) dos de Rizvi & Raman (2017),
onde os compostos volateis maioritarios de folhas ndo infectadas com Botrytis cinerea (ou seja, sas), da
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casta branca Chardonnay sdo, em maior percentagem, o nonanal (29%), seguido principalmente do
benzaldeido (13%), do &cido acético e do hexanal (ambos com 11%), enquanto que nas folhas infectadas
com B. cinerea, destacam-se 0 trans-2-hexen-1-ol (16%), o 2-trans-hexenal (12%) e o0 1-hexanol (11%),
compostos distintos dos encontrados em folhas ndo infectadas (Tabela 3.2).

Tabela 3.2. Dados da literatura sobre os componentes volateis dominantes extraidos de folhas de Vitis vinifera.

Variedade PO PP MC CA ME TAN UQ  Componentes maioritarios (=5%, Referéncia
> 55 pg 100 g, > 3000 pg g,
> 75000 Area)
Baladi EG Folhas DAV, GCe % cis-3-hexenal 53, 2-hexenol 6, trans-2- Hebash et
limpas 60 min GC-MS nonenal 6 al. (1991)
Banati EG Folhas DAV, GCe % cis-3-hexenal 54, 1-propanal 10, 3- Hebash et
limpas 60 min GC-MS metil butanal 5, 1-hexenol 5 al. (1991)
Biz El- EG Folhas DAV, GCe % trans-2-nonenal 43, 2-metil propanal Hebash et
Khanza limpas 60 min GC-MS 14, 2-trans-hexenal 5 al. (1991)
Chardonnay AU Parte Folhas ndo HS-SPME, GC-MS % NI: nonanal 29, benzaldeido 13, acido Rizvi &
(branca) aérea de infectadas, 60 min, 24- acético 11, hexanal 11, 4,8-dimetil- Raman
plantas e 27°C, TA 1,(trans)3,7- nonatrieno 7, a-farneseno  (2017)
jovens infectadas, 5, acetofenona 5
mantidas com I: trans-2-hexen-1-ol 16, 2-trans-
emvaso Botrytis hexenal 12, 1-hexanol 11, 3-octanona 9,
cinerea nonanal 7, a-terpineol 6, 4,8-dimetil-
1,(trans)3,7- nonatrieno 5
Gazaz EG Folhas DAV, 60 GCe % 2-trans-hexenal 30, trans-2-nonenal 30, Hebash et
limpas min GC-MS 2-pentenal 5, 2-metil propanal 5 al. (1991)
Malvasia PT Julho FC,NP/ HS-SPME, GC-MS pg FC: cis-3-hexenil acetato 8672, cis-3- Lima et al.
Fina FE 5min/ 30 min, 100g™* hexen-1-ol 3383, cis-3-hexenal 1528, (2017)
(branca) FCZ (EPP) 40°C cis-3-hexenil butanoato 878, metil (cis)-
por 60min, 3-hexenoato 647, cariofileno 390,
75min e undecano 240, 2-trans-hexenal 166,
90min cis-3-hexenil isovalerato 150, psi-
cumeno 86, (trans,trans)-2,4-
hexadienal 86, octanal 62, acetato de
hexilo 57, alcool benzilico 57
FE: 6-metil-5-hepten-2-ona 1499,
pentanal 502, cis-3-hexenil acetato 202,
nonanal 196, octanal 128, undecano 91,
acetato de hexilo 84, cis-3-hexenil
butanoato 66, psi-cumeno 57
FCZ (60 min): pentanal 472, 6-metil-5-
hepten-2-ona 358, nonanal 161, octanal
83, undecano 79, p-xileno 70, acetato
de hexilo 61
FCZ (75 min): pentanal 350, 6-metil-5-
hepten-2-ona 318, nonanal 108,
undecano 100, octanal 74, p-xileno 59
FCZ (90 min): cariofileno 356, pentanal
324, 6-metil-5-hepten-2-ona 265,
undecano 108, nonanal 107, octanal 67,
p-xileno 64
Moscato IT FJ/FJunho Folhas HS-SPME GC-MS pg g FJ: hexanal 24928, geraniol 24897, 2-  Matarese et
Bianco frescas, trans-hexenal 22440, éxido de cis- al. (2014)
(branca) esmagadas linalol (pirandide) 4063, nonanal 3142,
em azoto alcool benzilico 3032
liquido FM: 2-trans-hexenal 50729, hexanal

5123, geraniol 3796
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Variedade PO PP  MC CA ME TAN uQ Componentes maioritarios (5%, Referéncia
>55 g 100 g™, > 3000 pg g?,

> 75000 Area)

Pinot Noir AT F Junho Folhasdo SPME, 60 GC-MS Area* N&o sujeitas a SH: 2-trans-hexenal Griesser et
(tinta) quinto né, min, 90°C 644621, B-ionona 227660, nonanal al. (2015)

em po, 126965, 5,6,7,7A-tetrahidro-2(4H)-

sujeitas, ou benzofuranona 120166, hexanal 85338,

néo, a (trans,trans)-2,4-hexadienal 76032

stress 3-5 dias SH: 2-trans-hexenal 724632,

hidrico B-ionona 263707, 5,6,7,7A-tetrahidro-

2(4H)-benzofuranona 120166,
fenilacetaldeido 117464, hexanal
116209, nonanal 103378, (trans,trans)-
2,4-hexadienal 91488
6-8 dias SH: 2-trans-hexenal 576546,
fenilacetaldeido 226350, nonanal
158019, B-ionona 126569, geranil
acetona 108890, metilbenzeno 101635,
5,6,7,7A-tetrahidro-2(4H)-
benzofuranona 90921

Sangiovese IT FM Folhas de Folhasde HS-SPME, GC-MS % NIN: 2-trans-hexenal 44, 4-hexen-3- Velésquez

(tinta) plantas  plantas 35 min, ona, 5-metil- 15, B-ionon-5,6-epoxido et al. (2020)
jovens  NIN, e IN, 60°C 10, hexanal 7, sorbaldeido 5
mantidas com MA; IN: 2-trans-hexenal 59, 4-hexen-3-ona,
emvaso folhas 5-metil- 16

examinad frescas
as 23 SAI esmagadas

em azoto
liquido
TintaRoriz PT F 30e60 Folhas sds, HS-SPME, GC-MS % 30 DAC uvas: benzaldeido 88, DL- Fernandes et
(tinta) DAC uvassecas 30 min, limoneno 6 al. (2015)
banho- 60 DAC uvas: DL-limoneno 36, 6-
maria a metil-5-hepten-2-ona 21, cis-citral 16,
50°C eucaliptol 15, 1-undeceno 12
TintaRoriz PT F 30e60 Infusdo de HS-SPME, GC-MS % 30 DAC uvas: benzaldeido 69, 1,6- Jorddo et al.
(tinta) DAC uvasfolhas sas, 30 min octadien-3-ol,3,7-dimetil 8, 6-metil-5- (2017)
secas, em hepten-2-ona 7, 5,9 -undecadien-2-ona-
po (esma- 6,10-dimetil-(5-trans) 6
gadas) 60 DAC uvas: 1,6-octadien-3-ol,3,7-

dimetil 23, cis-citral 17, 6-metil-5-
hepten-2-ona 17, ciclohexeno, 1-metil-
4-(1-metiletil) 15, 5,9 -undecadien-2-
ona-6,10-dimetil-(5-trans) 14, heptano-
1,2,4,6-tetraeno 7, 1-undeceno 6

Touriga PT F Julho FC,NP/ HS-SPME, GC-MS pg FC: cis-3-hexenil acetato 10353, cis-3- Lima et al.

Franca FE 5min/ 30 min, 100g* hexen-1-ol 4514, cis-3-hexenal 922, (2017)
(tinta) FCZ (EPP) 40°C metil (cis)-3-hexenoato 612, cariofileno

por 60min, 548, cis-3-hexenil butanoato 368,

75min e undecano 205, 2-trans-hexenal 160,

90min cis-3-hexenil isovalerato 94, octanal 85,

(trans,trans)-2,4-hexadienal 77, alcool
benzilico 73, psi-cumeno 70, acetato de
hexilo 61
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Variedade PO PP  MC CA ME TAN uQ Componentes maioritarios (5%, Referéncia
>55 g 100 g™, > 3000 pg g?,
> 75000 Area)
FE: 6-metil-5-hepten-2-ona 1173,
cariofileno 719, pentanal 630, cis-3-
hexenil acetato 627, limoneno 215,
nonanal 201, octanal 170, undecano
128, heptanal 93, cis-3-hexenil
butanoato 73, p-citral 67, psi-cumeno
63
FCZ (60 min): 6-metil-5-hepten-2-ona
559, cariofileno 544, pentanal 493,
nonanal 134, undecano 102, octanal 81,
B-citral 74, p-xileno 68, acetato de
hexilo 61
FCZ (75 min): 6-metil-5-hepten-2-ona
689, pentanal 516, cariofileno 489,
nonanal 143, undecano 99, p-citral 97,
octanal 89, p-xileno 73, acetato de
hexilo 55, decanal 55
FCZ (90 min): 6-metil-5-hepten-2-ona
548, pentanal 464, cariofileno 397,
nonanal 107, undecano 107, B-citral
104, octanal 77, p-xileno 66
Touriga PT F 30e60 Folhassas, HS-SPME, GC-MS % 30 DAC uvas: benzaldeido 78, 6-metil- Fernandes et

Nacional DAC uvassecas 30 min, 5-hepten-2-ona 8, B-bourboneno 7 al. (2015)
(tinta) banho- 60 DAC uvas: hexanal 41, 6-metil-5-

maria a hepten-2-ona 22, DL-limoneno 15,

50°C cedrenol 14, valanceno 14, cis-citral 12,

1-noneno 10, 3-hexan-1-ol 9
Touriga PT F 30e60 Infusdode HS-SPME, GC-MS % 30 DAC uvas: benzaldeido 73, 1,6- Jorddo et al.

Nacional DAC uvasfolhas sas, 30 min octadien-3-ol,3,7-dimetil 11, 6-metil-5-  (2017)
(tinta) secas, em hepten-2-ona 5, cedrenol 5

po (esma- 60 DAC uvas: 1,6-octadien-3-ol,3,7-

gadas) dimetil 28, cedrenol 20, 5,9-undecadien-

2-ona-6,10-dimetil-(5-trans) 18, 6-
metil-5-hepten-2-ona 16, cis-citral 11,
heptano-1,2,4,6-tetraeno 7

PO: Pais de origem (codigo ISO com duas letras). PP: Partes da planta. MC: Momento de colheita (se referido pelos autores).
CA: Condic0es de analise. ME: Método de extraccdo. TAN: Técnica de analise. UQ: Unidades de quantificacdo. EG: Egipto.
AU: Australia. PT: Portugal. IT: Italia. AT: Austria. F: Folhas. FJ: Folhas jovens. FM: Folhas maturas. SAIl: Semanas ap0s
inoculacdo. DAC: Dias ap6s colheita. FC: Folhas controlo. NP: N&o processadas. FE: Folhas escaldadas. FCZ: Folhas
cozinhadas. EPP: Em panela de pressdo. NIN: N&o inoculadas. IN: Inoculadas. MA: Micorrizas arbusculares. DAV: Destila¢do
por arrastamento de vapor. TA: Temperatura ambiente. NI: N&o infectadas. I: Infectadas. GC: Cromatografia gasosa
(cromatografia gas-liquido). GC-MS: Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa. *: Chromatographic peak
areas of extracted ion chromatograms. SH: Stress hidrico.

Se a anélise for alargada a estudos em que a duracdo da extrac¢do ou a temperatura a que foram
realizadas as extracc6es séo distintas, ou em que ambas séo diferentes das do presente trabalho, verifica-
se que os compostos dominantes sdo totalmente distintos dos identificados nesta dissertagdo (Tabela
3.2). Observa-se que em nenhuma das referéncias mencionadas na Tabela 3.2, nos casos em que 0
método de extracc¢do utilizado foi a SPME (ou HS-SPME), existe a presenca de quaisquer dos compostos
detectados e identificados neste trabalho, em que o método de extraccao utilizado foi idéntico (SPME),
existindo apenas pequenas excepgdes, como ¢ o caso do -bourboneno, que se encontra presente em
Fernandes et al. (2015) com uma percentagem de 7%, em folhas da casta tinta Touriga Nacional, 30
dias apos a colheita das uvas; e o B-cariofileno (ou simplesmente cariofileno), presente em Lima et al.
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(2017) nas duas castas estudadas, a branca Malvasia Fina e a tinta Touriga Franca. Na casta branca, o
cariofileno € o composto maioritario quando as folhas séo cozinhadas em panela de pressdo durante 90
min (356 pg 100 g?), estando também presente em folhas ndo sujeitas a qualquer tipo de tratamento.
Em relacdo a casta tinta, o cariofileno esta presente em todos os tratamentos e em folhas ndo sujeitas a
qualquer tratamento, apresentando concentragdes em quaisquer dos casos superiores as verificadas para
a casta branca (na presente dissertacdo ocorre o0 inverso, ou seja, a casta branca apresenta uma
composicdo percentual superior deste composto em comparacdo com a casta tinta), sendo de assinalar
gue na casta tinta o cariofileno nunca é o composto maioritario (com maior concentra¢do) em qualquer
dos tratamentos, destacando-se o facto de apresentar uma concentracdo mais elevada nas folhas
escaldadas (719 pg 100 g*) e menor nas folhas cozinhadas em panela de pressdo (entre 397 e 544 ug
100 g), indo diminuindo a sua concentragdo nestas Ultimas a medida que o tempo aumenta (Tabela
3.2). Importante realcar o facto de, no estudo de Fernandes et al. (2015) e de Limaet al. (2017), as folhas
ndo terem sido esmagadas previamente a extrac¢do, tal como nesta dissertacdo, ao contrario do que
aconteceu noutras referéncias (Tabela 3.2). Contudo, em Rizvi & Raman (2017), em que as folhas da
casta branca Chardonnay também ndo foram esmagadas e que apresentam condi¢Ges de extracgdo
bastante semelhantes as da presente dissertagdo, nomeadamente no que diz respeito ao tempo e a
temperatura de extraccdo, em folhas ndo infectadas e em folhas infectadas, ndo se detectou a presencga
quer do B-bourboneno quer do cariofileno (Tabela 3.1). Destacar contudo as diferencas existentes entre
Fernandes et al, 2015 e Lima et al, 2017 e o presente trabalho, nomeadamente o diferente momento de
colheita [neste trabalho as folhas foram colhidas em Novembro, ao passo que Lima et al. (2017)
colheram-nas em Julho], as diferentes condi¢des de analise [as folhas neste trabalho eram frescas,
enguanto que as de Fernandes et al. (2015) secas, e as de Lima et al. (2017) sujeitas a diferentes
tratamentos, nomeadamente ndo processadas (controlo), escaldadas durante 5 min, e cozinhadas em
panela de pressdo durante 60, 75 e 90 min)], e a durac&o e a temperatura a que decorreram as extrac¢des
[em Fernandes et al. (2015) duraram 30 min, em banho-maria a 50°C, e em Lima et al. (2017), 30 min,
a 40°C] (Tabela 3.2).

Diferencas nos resultados podem também ser atribuidas a idade das folhas (jovens ou maturas) ou se
foram reduzidas a p6 ou esmagadas [como ocorreu em Matarese et al. (2014), Griesser et al. (2015),
Velasquez et al. (2020), e Jordao et al. (2017)], ou usadas infusdes [como em Jorddo et al. (2017)].
Adicionalmente, alguns dados de outros autores sdo baseados em folhas inoculadas com fungos (Rizvi
& Raman, 2017) ou com micorrizas arbusculares (Velasquez et al, 2020), e folhas sujeitas a stress
hidrico (Griesser et al, 2015).

3.1.2. Volateis obtidos por Hidrodestilagéo

No presente trabalho, no que diz respeito aos Oleos essenciais obtidos por hidrodestilagcdo, o
rendimento obtido foi sempre inferior a 0,05 mL.

A andlise da bibliografia sobre V. vinifera revelou que nesta dissertagdo se utilizou este método de
extrac¢do pela primeira vez para volateis de folhas de videira tendo-se, no entanto, obtido alguns
compostos volateis muito semelhantes aos dos restantes autores que utilizaram outros métodos. Outros
autores, como Hebash et al (1991) usaram a destilacdo por arrastamento de vapor (metodologia de
extraccdo também utilizada na extraccao de 6leos essenciais), contudo nao ha trabalhos equivalentes ao
realizado na presente dissertagdo em relagdo as castas estudadas, as condi¢fes de andlise, as condi¢des
do material vegetal, a0 momento de colheita, ou ao método de extrac¢do utilizado, ndo sendo possivel
comparar os resultados da hidrodestilacéo.

Os componentes identificados nas diferentes amostras de Oleos essenciais isolados (Alicante-
Bouschet e Antdo Vaz), bem como as suas percentagens, encontram-se listados na Tabela 3.1, por ordem
de eluigdo numa coluna DB-1.
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Nos 0leos essenciais isolados de folhas de Alicante-Bouschet colhidas no Outono, foram detectados
74 componentes, dos quais foram possiveis identificar 66, totalizando uma percentagem de identificacéo
de 85%. Para a casta Antdo Vaz foram detectados 39 componentes, dos quais foram identificados 36,
totalizando uma percentagem de identificacdo de 88% (Tabela 3.1). O 2-trans-hexenal, o cis-3-hexen-
1-ol e o acido palmitico foram os compostos dominantes (> 5%) comuns dos 6leos essenciais isolados
de Alicante-Bouschet e de Antdo Vaz, com Alicante-Bouschet a apresentar uma menor composicao
percentual do 2-trans-hexenal (21%) e do cis-3-hexen-1-ol (8%) comparativamente com Antdo Vaz: 2-
trans-hexenal (31%) e cis-3-hexen-1-ol (11%) (Tabela 3.1). No caso do acido palmitico, a composicao
percentual foi idéntica em ambas as castas (8%) (Tabela 3.1). Outros compostos dominantes em
Alicante-Bouschet foram o edulan 11 (10%) e o &cido linoleico (5%) (Tabela 3.1). Em Antdo Vaz, o cis-
2-hexen-1-ol foi outro dos compostos dominantes (6%) (Tabela 3.1). O acido linoleico também foi
detectado em Antdo Vaz, mas numa composi¢do percentual menor (4%) comparativamente com
Alicante-Bouschet, ndo sendo um composto dominante, semelhante ao que ocorreu no caso do cis-2-
hexen-1-ol, também detectado em Alicante-Bouschet (4%), mas numa composicao percentual inferior
a encontrada em Antdo Vaz (Tabela 3.1). No caso de Alicante-Bouschet pode ser ainda destacado o
salicilato de metilo (4%), apenas detectado nos 6leos essenciais desta casta, ndo tendo sido detectado
nos Oleos essenciais de Antdo Vaz (Tabela 3.1). Em Antdo Vaz podem ainda ser destacados, apesar de
ndo serem compostos dominantes, o n-hexanol (3%) e o acetato de fitol (3%) (Tabela 3.1). Em relacéo
aos componentes agrupados em funcéo da sua via biossintética, o grupo de componentes agrupados em
maioria foi, nas duas castas, o dos Volateis das folhas verdes (GLV), com 36% em Alicante-Bouschet,
uma composicdo percentual inferior a registada em Antéo Vaz (51%) (Tabela 3.1). Deste grupo faziam
parte 0 2-trans-hexenal, o cis-3-hexen-1-ol, o cis-2-hexen-1-ol e o n-hexanol. O &cido palmitico e o
4cido linoleico faziam parte do grupo dos Acidos gordos, o segundo mais representado em ambas as
castas, com 13% em Alicante-Bouschet e 12% em Antdo Vaz (Tabela 3.1). Em Alicante-Bouschet, o
edulan Il integrou-se no grupo dos Apocarotenoides, grupo que apresentou uma percentagem de 12%,
sendo o terceiro mais representado, enquanto o salicilato de metilo integrou-se no grupo dos Derivados
de &cidos benzdicos, sendo o Unico constituinte deste, apresentando assim este grupo uma composi¢éo
percentual de 4% (Tabela 3.1). Em Antdo Vaz, o acetato de fitol era constituinte Unico do grupo dos
Diterpenos oxigenados, com uma composicao percentual de 3% (Tabela 3.1). Os compostos dominantes
e 0s compostos com percentagens consideraveis, dos 6leos essenciais de Alicante-Bouschet, foram
semelhantes aos de Antdo Vaz, diferindo apenas nas percentagens entre 0S compostos presentes nos
6leos essenciais das 2 castas de videira, com a casta Antdo Vaz a apresentar uma maior composi¢do
percentual dos componentes volateis que estavam presentes em ambas as castas (Tabela 3.1).

Consultando a bibliografia é possivel observar que os compostos volateis mencionados
anteriormente estdo presentes também noutras espécies de plantas. Hassan et al. (2015) referem que as
plantas emitem apenas quantidades vestigiais de GLVs em condig¢des fisiol6gicas normais, no entanto,
sob condigdes de stress, aumentam a sua emissdo, como ocorre no caso da resposta a herbivoria, onde
essa emissdo induz defesas indirectas ao activar a expressdo de genes relacionados com a defesa. Sun et
al. (2015) referem que os GLVs, como o 2-trans-hexenal e o cis-3-hexen-1-ol, sdo encontrados em
tecidos verdes das plantas, agindo como moléculas de sinal para herbivoros, geralmente em resposta a
ferimentos, sendo referido por Myung et al. (2006) que o 2-trans-hexenal é sintetizado em resposta ao
ferimento e que pode ser detectado em menos de 20 segundos ap6s a ruptura do tecido. Hu et al. (2020)
acrescentam que os GLVs, onde se incluem o 2-trans-hexenal e o cis-3-hexen-1-ol (elemento chave em
GLVs, que funciona como resposta ao ataque de insectos), podem ser induzidos por danos mecanicos,
infeccdo fangica ou bacteriana e até mesmo stresses abidticos. Copolovici et al. (2017) verificaram na
floresta Lipova (Roménia), que as emissdes induzidas de GLVs (entre eles o 2-trans-hexenal e o 1-
hexanol) pela alimentacdo de larvas de Lymantria dispar dispar L., que se alimentam de Q. robur,
aumentaram com o grau de dano. Hu et al. (2020) observaram a acumulacao do cis-3-hexen-1-ol e do
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2-trans-hexenal, em folhas de cha sujeitas a stress hiperosmotico, enquanto o acetato de fitol, o linalol
e 0 geraniol (trés compostos presentes neste trabalho) apresentaram uma diminuicdo significativa,
acrescentando que a acumulacdo de cis-3-hexen-1-ol aumentou significativamente a toleréncia e a
resisténcia ao stress hiperosmotico do chazeiro, demonstrando a sua fungao de resisténcia. Birkett et al.
(2003) estudaram a composicdo de volateis extraidos de folhas de Phaseolus vulgaris (L.), tendo
observado que em folhas infestadas por Trialeurodes vaporariorum Westwood, os niveis de cis-3-
hexen-1-ol foram maiores do que nas folhas néo infestadas, podendo os compostos serem considerados
como resultantes da infestacdo da mosca-branca. Para Nie et al. (2020), o cis-3-hexen-1-ol é um dos
VOCs mais importantes nas plantas sendo, por exemplo, amplamente encontrado em folhas frescas de
cha como um aleloquimico importante em resposta a lesdes mecanicas. No presente trabalho verificou-
se gue as maiores composicOes percentuais do 2-trans-hexenal, cis-3-hexen-1-ol, cis-2-hexen-1-ol e n-
hexanol (compostos pertencentes ao grupo dos GLVs) detectadas em folhas das duas castas colhidas no
Outono de 2020, comparativamente com as da Primavera de 2021, podem assim ser explicadas pelo
facto de algumas folhas colhidas no Outono apresentarem sintomas de hopperburn, ao contrario das
folhas sas colhidas na Primavera (Tabela 3.1). Kanobe et al. (2015) indicam que os acidos gordos estdo
envolvidos nas respostas das plantas ao stress bi6tico e abi6tico e agem como sinais de alarme durante
0 ataque de insectos, referindo Sumayo et al. (2014) que o &cido linoleico é utilizado pelas plantas para
a producdo de &cido jasmonico, um importante composto de sinalizacdo envolvido na defesa e no
desenvolvimento das plantas. Conconi et al. (1996) observaram aumentos nas concentracdes deste
composto em folhas de plantas do tomate (L. esculentum) feridas em comparagado com folhas néo feridas,
tal como Ryu & Wang (1998), que relataram que os niveis de 4cido linoleico aumentaram nas folhas de
tomate em resposta ao ferimento. Pode ser estabelecida uma comparacdo com as folhas de Alicante-
Bouschet colhidas no Outono, uma vez que algumas apresentavam sinais de ferimentos causados pelas
cigarrinhas-verdes e os 6leos essenciais dessas folhas exibiram a maior percentagem de &cido linoleico
(5%), quase o dobro da registada para Alicante-Bouschet na Primavera (3%), onde ndo existiam sinais
de ferimentos nas folhas. No que diz respeito a Antdo Vaz, as composi¢Ges percentuais do &cido
linoleico foram idénticas no Outono e na Primavera (4%). Kanobe et al. (2015) observaram um aumento
assinalavel nos niveis de acido palmitico nas folhas de soja infestadas por pulgdes em comparagdo com
os niveis nas folhas ndo infestadas, revelando que a infestagao de pulgdes teve um forte efeito nos niveis
relativos de acido palmitico das folhas de soja. No presente trabalho, os niveis de acido palmitico foram
superiores nos 6leos essenciais de folhas das duas castas colhidas no Outono (8% em Alicante-Bouschet
e Antdo Vaz), em que existiam sinais de infestacdo por cigarrinhas-verdes (nomeadamente na casta
Alicante-Bouschet), ao contrario do que se verificou para folhas colhidas na Primavera, que
apresentaram niveis menores de &cido palmitico nos seus 6leos essenciais (3% em Alicante-Bouschet,
enguanto em Antdo Vaz apresentou uma composicdo percentual superior, com 5%) (Tabela 3.1). O
salicilato de metilo (MeSA, do inglés methyl salicylate), segundo indicam Rowen et al. (2017), é
frequentemente emitido por plantas sujeitas a herbivoria por insectos, atraindo diversos inimigos
naturais (predadores), sendo essencial para a defesa da planta contra insectos que se alimentam do
floema. Lee (2010) verificou, em campos de morango, que plantas infestadas por gorgulhos Anthonomus
rubi (Herbst), emitiram niveis mais elevados de MeSA em comparacdo com plantas ndo atacadas, sendo
gue em armadilhas adesivas, uma reducao de 19% foi observada para cigarrinhas nas parcelas tratadas
com MeSA. Mallinger et al. (2011) referem que a alimentacdo pelo pulgdo da soja, Aphis glycines
Matsumura (Hemiptera: Aphididae) resultou na emissao de altos niveis de salicilato de metilo em plantas
de soja [Glycine max (L.) Merr.], afectando indirectamente as populagGes de herbivoros através da
atraccdo natural de predadores, podendo também influenciar directamente o comportamento dos
herbivoros. No entendimento de Mallinger et al. (2011), a capacidade de atrair inimigos naturais e repelir
herbivoros sugere um papel significativo para volateis de plantas como 0 MeSA na gestdo de populacdes
de pragas. Singewar et al. (2021) mencionam que a emissao de MeSA é um elemento do mecanismo de
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defesa indirecto que é activado apds o ataque de herbivoros para atrair 0s inimigos naturais desses
herbivoros. Ja Ren et al. (2020) indicam que o MeSA pode actuar também como um repelente para
certos herbivoros e, como predadores de pragas herbivoras usam as emissdes de MeSA de plantas
infestadas na localizacdo das suas presas, reduzem assim indirectamente os ataques de herbivoros. Pode-
se entdo inferir, tendo em conta os exemplos anteriores, que uma das possiveis razdes para, neste
trabalho, este composto estar presente nos 6leos essenciais de folhas de Alicante-Bouschet colhidas no
Outono (4%) e ndo nos de Antdo Vaz (ndo detectado), seja o facto de algumas das folhas colhidas desta
casta nessa estacdo apresentarem sintomas de hopperburn, resultantes do ataque de cigarrinhas-verdes,
numa escala superior aos sintomas observados em Antdo Vaz, sendo mais susceptiveis ao ataque de
cigarrinhas-verdes (Tabela 3.1).

Na bibliografia consultada sobre V. vinifera, o 2-trans-hexenal, que neste trabalho é o composto
volatil maioritario em 6leos essenciais isolados das duas castas de folhas colhidas no Outono, também
aparece indicado em 6 das 8 referéncias bibliogréficas citadas na Tabela 3.2. Em Matarese et al. (2014)
é o componente volatil maioritario de folhas maturas esmagadas da casta branca Moscato Bianco,
enquanto em folhas jovens esmagadas, apesar de ndo ser maioritario, apresenta uma concentracao
significativa, sendo o terceiro composto com maior concentragdo (Tabela 3.2). Griesser et al. (2015),
em folhas em pd da casta tinta Pinot Noir, verificaram que o 2-trans-hexenal é o composto maioritario
nos 3 tratamentos realizados (folhas ndo sujeitas a stress hidrico, folhas sujeitas a entre 3 a 5 dias de
stress hidrico e folhas sujeitas a entre 6 a 8 dias de stress hidrico) (Tabela 3.2), sendo importante
acrescentar que a sua presenca € superior nas folhas sujeitas a entre 3 a 5 dias de stress hidrico em
comparagdo com as folhas ndo sujeitas a stress hidrico e com as folhas sujeitas a entre 6 a 8 dias de
stress hidrico (Tabela 3.2). Em Velasquez et al. (2020) € também o composto maioritario, em ambos o0s
casos, apresentando uma maior percentagem em folhas da casta tinta Sangiovese inoculadas com
micorrizas arbusculares (59%) do que em folhas ndo inoculadas (44%). Rizvi & Raman (2017) também
indicaram a presenca do 2-trans-hexenal (12%), em folhas da casta branca Chardonnay infectadas com
B.cinerea (Tabela 3.2), uma composicéo percentual inferior & verificada nesta dissertacao para as folhas
das duas castas colhidas no Outono (em que algumas apresentavam sintomas de hopperburn, ou seja,
ataques de cigarrinhas-verdes), sobretudo quando comparada com outra casta branca, neste caso Antéo
Vaz (Tabela 3.1). H& que referir contudo as diferencas existentes entre as referéncias bibliograficas
mencionadas e a presente dissertacdo, nomeadamente 0 momento de colheita [em Matarese et al. (2014)
e em Griesser et al. (2015) as folhas foram colhidas em Junho, sendo que Velasquez et al. (2020) e Rizvi
& Raman (2017) também apresentaram momentos de colheita diferentes dos do presente trabalho], as
castas utilizadas, as condicOes de analise [em Matarese et al. (2014) e Velasquez et al. (2020) as folhas
foram previamente esmagadas, em Griesser et al. (2015) as folhas foram reduzidas a pd, e em Rizvi &
Raman (2017) folhas foram infectadas com B. cinerea, 0 que ndo ocorreu neste trabalho], o método de
extraccdo [em Matarese et al. (2014), Griesser et al. (2015), Velasquez et al. (2020) e Rizvi & Raman
(2017), foi utilizada a SPME ou HS-SPME], e em alguns casos o préprio pais de origem [em Rizvi &
Raman (2017) é um pais de um hemisfério diferente, neste caso a Austrélia]. Apesar das diferengas
mencionadas entre as referéncias citadas anteriormente e a presente dissertagdo, é possivel encontrar
algo em comum, nomeadamente 0 aumento das concentra¢fes ou composicBes percentuais do 2-trans-
hexenal, em folhas sujeitas a factores de stress abi6ticos ou biéticos, como o stress hidrico (Griesser et
al, 2015) e a infeccdo com um fungo (Rizvi & Raman, 2017), algo semelhante ao encontrado neste
trabalho, em que folhas das duas castas colhidas no Outono com vestigios de ataque pelas cigarrinhas-
verdes apresentaram composic¢Oes percentuais do 2-trans-hexenal muito superiores as verificadas na
Primavera, em que as folhas eram sas (Tabela 3.1). Este aumento pode ser assim explicado pelo ataque
das cigarrinhas-verdes, sendo este composto emitido numa maior percentagem e actuando como um
mecanismo de defesa das videiras. Em Lima et al. (2017), o 2-trans-hexenal esta presente em folhas ndo
sujeitas a qualquer tratamento, tanto da casta branca Malvasia Fina como da casta tinta Touriga Franca,
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apresentando uma concentragdo bastante inferior ao composto maioritario, em ambos os casos (Tabela
3.2). Diferentemente de todas as referéncias encontradas e expostas na Tabela 3.2, Hebash et al. (1991)
recorreram a destilacdo por arrastamento de vapor, onde o 2-trans-hexenal também foi detectado, nas
castas Biz El-Khanza (com uma composicdo percentual de 5%, inferior as detectadas no presente
trabalho para as duas castas) e Gazaz (um dos compostos maioritarios com uma composi¢ao percentual
de 30%, superior a das folhas colhidas no Outono de Alicante-Bouschet e ligeiramente inferior a de
Antdo Vaz, verificadas neste trabalho), como é indicado na Tabela 3.2. O cis-3-hexen-1-ol, um dos
compostos maioritarios em Oleos essenciais isolados de folhas colhidas no Outono, estd também
presente em Lima et al. (2017), em folhas ndo sujeitas a qualquer tratamento, da casta branca Malvasia
Fina e da tinta Touriga Franca, sendo o segundo composto com maior concentracdo, a uma grande
distancia do primeiro, em ambas as castas (Tabela 3.2). Contudo, é importante mencionar que o
momento de colheita (Julho) e 0 método de extraccdo (HS-SPME) em Lima et al. (2017) sdo diferentes
dos apresentados neste trabalho, assim como as préprias condi¢es de analise e as castas (Tabela 3.2).
O cis-2-hexen-1-ol, o edulan Il, o acido linoleico e o salicilato de metilo ndo foram detectados ou
identificados em nenhuma das referéncias bibliogréaficas consultadas (Tabela 3.2).

Foram observadas diferengas consideraveis no que diz respeito aos componentes volateis dominantes
dos 6leos essenciais isolados de folhas de Alicante-Bouschet e de Antdo Vaz colhidas no Outono e de
6leos essenciais isolados de folhas colhidas na Primavera.

Nos 6leos essenciais isolados de folhas colhidas na Primavera, tanto de Alicante-Bouschet como de
Antdo Vaz, foram detectados 65 componentes, dos quais foram possiveis identificar 56, totalizando uma
percentagem de identificacdo de 87% no caso de Alicante-Bouschet e de 89% no caso de Antdo Vaz
(Tabela 3.1). O linalol, o geraniol e 0 2-trans-hexenal foram os compostos dominantes (> 5%) dos 6leos
essenciais isolados de Alicante-Bouschet e dos dleos essenciais isolados de Antdo Vaz, nos quais a
maior percentagem coube ao linalol em ambas as castas, com uma composi¢ao percentual superior em
Antéo Vaz (37%) comparativamente com Alicante-Bouschet (31%), sequido do geraniol e do 2-trans-
hexenal, que apresentaram uma composic¢do percentual superior em Alicante-Bouschet (12% no caso
do geraniol e 8% no caso do 2-trans-hexenal) em rela¢do a Antéo Vaz (9% no caso do geraniol e 6% no
caso do 2-trans-hexenal). No caso dos 6leos essenciais isolados de Antdo Vaz, o acetato de fitol (6%) e
0 acido palmitico (5%) foram os outros compostos dominantes. Apesar de ndo serem compostos
dominantes, também se podem destacar, em Alicante-Bouschet, o acetato de fitol (4%), o &cido
palmitico (3%), o acido linoleico (3%) e¢ o a-terpineol (3%), enquanto em Antdo Vaz podem ser
destacados o o acido linoleico (4%), o edulan II (3%), o a-terpineol (3%) e o 1,2-dihidro-1,1,6-trimetil-
naftaleno (3%). Em relacdo aos componentes agrupados em funcdo da sua via biossintética, o grupo de
componentes agrupados em maioria foi 0 dos Monoterpenos oxigenados, nas duas castas, com 48% em
Alicante-Bouschet e uma composic¢do percentual ligeiramente superior em Antdo Vaz (51%). Neste
grupo integraram-se o linalol, o geraniol ¢ o a-terpineol. Em ambas as castas, o grupo dos Volateis das
folhas verdes (GLV) foi o segundo mais representado com uma composic¢do percentual superior em
Alicante-Bouschet (12%) comparativamente com Antdo Vaz (9%). O grupo dos Acidos gordos,
apresentou uma composi¢do percentual de 6% em Alicante-Bouschet, inferior a registada em Antdo Vaz
(9%). Em Alicante-Bouschet, o grupo dos Diterpenos oxigenados apresentou uma percentagem de 5%,
inferior a detectada em Antdo Vaz (6%) (Tabela 3.1). Em Antdo Vaz, o 1,2-dihidro-1,1,6-trimetil-
naftaleno inseriu-se no grupo dos Apocarotendides, grupo que apresentou uma composi¢ao percentual
de 7% (Tabela 3.1). Assim, para as folhas colhidas na Primavera, o linalol, o geraniol e o 2-trans-hexenal
foram compostos dominantes (> 5%) nos 6leos essenciais de folhas de ambas as castas, verificando-se
apenas uma divergéncia nas composic¢Ges percentuais (Tabela 3.1).

Consultando a bibliografia disponivel constata-se que 0s compostos volateis indicados previamente
estdo presentes também noutras espécies de plantas, ndo estando apenas presentes em V. vinifera. Nessa
mesma bibliografia sdo observadas, em alguns casos, diferencas de concentracfes ou composicdes
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percentuais consoante o estado fenoldgico da planta. O geraniol, segundo Maczka et al. (2020), é um
componente importante de muitos 6leos essenciais de plantas, sendo indicado por Chen & Viljoen
(2010) como tendo um odor caracteristico de rosa. Foi detectado em 6leos essenciais de folhas colhidas
de Pelargonium graveolens (L"Hér.) Dum. Cours. submetidas a hidrodestilagdo: em Szutt et al. (2019),
estava entre os componentes em maior quantidade (16%); e em Boukhris et al. (2013), em que as folhas
foram colhidas na fase de floracdo no sudeste da Tunisia, era também um dos principais constituintes
(15%). Moldéo-Martins et al. (1999) detectaram-no como um dos constituintes mais abundantes, em
partes aéreas de Thymus zygis subsp. sylvestris (Hoffmanns. & Link) Cout. colhidas na regido de Tréas-
0s-Montes (Portugal), submetidas a destila¢cbes num aparelho de Clevenger, variando a sua composicao
no 6leo essencial: durante a dorméncia (valores minimos), periodo de floracdo (18%), p6s-floragdo
(22%), apresentando assim grandes variagdes ao longo do ciclo vegetativo. Variacdes devido a fase do
ciclo vegetativo também foram detectadas na presente dissertacdo, uma vez que se observaram grandes
diferencas nas composicdes percentuais de geraniol, assim como de linalol, entre as folhas das duas
castas colhidas no Outono (fase vegetativa) e as colhidas na Primavera (fase de floracao), apresentando
estas Ultimas composicOes percentuais de geraniol e de linalol muito superiores nos seus 6leos
essenciais, sendo 0s dois compostos principais nas duas castas, ao contrario do que se verifica com as
folhas das duas castas colhidas no Outono, onde apresentam composi¢Bes percentuais minimas, nao
estando sequer entre 0s principais compostos, sendo que o linalol ndo é sequer detectado na casta Antdo
Vaz (Tabela 3.1). O linalol, segundo Chizzola (2013), também é encontrado em muitos 6leos essenciais,
sendo por exemplo o principal composto nos 6leos de lavanda (L. angustifolia). Soulimani & Joshi
(2020) indicam que constitui um dos principais aromas florais da natureza, sendo encontrado nos éleos
essenciais de mais de 200 espécies de plantas, pertencentes a diferentes familias, sendo biossintetizado
em tecidos florais e ndo florais. Miguel et al. (2004) detectaram, em 6leos essenciais obtidos por
hidrodestilacdo de folhas frescas de Thymus albicans Hoffmanns. & Link colhidas na Quinta do Lago
(Algarve) durante a fase de floracdo, quantidades importantes de linalol (30%), enquanto Pereira et al.
(2009) detectaram este composto em folhas de murta (Myrtus communis L.) colhidas em Sintra
(Portugal), onde atingiu o seu pico na fase de pre-floragéo (Maio) (8%) e, a partir dai, as suas quantidades
comecaram a diminuir até atingir o minimo na fase de floracdo (Julho) (6%), subindo novamente até a
fase de frutos verdes (Setembro) (9%), e descendo depois até a fase de frutos maduros (Outubro) (8%).

A bibliografia consultada sobre V. vinifera revela que o geraniol foi também detectado e identificado
em Matarese et al. (2014), onde apresentou uma concentragdo muito superior em folhas jovens (onde é
o0 segundo composto em termos de concentracéo, com 24897 ug g, estando muito préximo do primeiro)
comparativamente com as folhas maturas (concentragdo bastante inferior, com 3796 ug g), como se
observa na Tabela 3.2. E, no entanto, importante referir que Matarese et al. (2014) recolheram as folhas
jovens e maturas em Junho, ou seja, final da Primavera a inicio do VVerdo, ao contrario do que aconteceu
neste trabalho, em que as folhas de Primavera foram colhidas em Maio, existindo assim diferentes
momentos de colheita, para além de outras diferencas ja mencionadas anteriormente (Tabela 3.2). J& 0
linalol, o composto maioritério nas folhas colhidas na Primavera, ndo foi detectado ou identificado nos
outros estudos da bibliografia consultada (Tabela 3.2). O &cido palmitico, o acetato de fitol e o &cido
linoleico sdo outros compostos gque se destacam em folhas colhidas na Primavera e no Outono, pela sua
composicdo percentual, contudo, nenhum dos trés compostos foi detectado ou identificado nas
referéncias bibliogréficas sobre V. vinifera consultadas (Tabela 3.2). Esta dissertagdo também foi
inovadora e original devido ao facto de ndo existir nenhum estudo em que fosse realizada uma distingéo
entre os compostos detectados e identificados em folhas colhidas na fase vegetativa e na fase de floragéo.
Os que mais se aproximam da procura de uma diferenca entre diferentes momentos de colheita sdo os
estudos de Fernandes et al. (2015) e de Jordao et al. (2017), que colheram folhas em dois momentos
distintos, 30 dias e 60 dias apds a vindima, e encontraram também diferencas entre 0s compostos.
Também ndo foram encontrados trabalhos que tivessem estudado uma casta branca e a uma casta tinta
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em simultaneo, de forma a comparar os resultados obtidos para as duas castas, excepto Lima et al.
(2017), que recorreram a uma casta branca (Malvasia Fina) e a uma casta tinta (Touriga Franca), tendo
observado a existéncia de algumas diferencas ao nivel dos compostos volateis maioritarios e das
concentragdes de certos compostos volateis (Tabela 3.2).
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4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Este trabalho procurou avaliar as diferencas dos perfis de volateis de castas de videira com elevada
(Alicante-Bouschet) ou reduzida (Antdo Vaz) susceptibilidade ao ataque de cigarrinhas-verdes, neste
caso Jacobiasca lybica, em dois momentos de colheita distintos: no Outono, mais concretamente em
Novembro, na fase vegetativa da vinha e quando tinha sido sujeita as picadas dos insectos; e na
Primavera, especificamente em Maio, quando a vinha se encontrava na fase de plena floragdo, com os
bagos jovens em crescimento, ainda sem ter sido sujeita as picadas.

Existiram diferencas aprecidveis nos compostos identificados, em particular nos compostos
maioritarios, consoante o0 método de extraccao utilizado (SPME ou hidrodestilacdo), destacando-se o
facto de terem sido detectados um nimero de compostos volateis bastante superior na hidrodestilacao
comparativamente com a SPME, para além dos compostos maioritarios serem completamente distintos.
Estas diferencas podem ser explicadas pelas diferentes condi¢Ges operativas (temperatura de extrac¢do
muito superior no caso da hidrodestilacdo), a duracdo das extrac¢des (também superior no caso da
hidrodestilacdo), mas essencialmente o facto da hidrodestilagdo ser um processo de extracao invasivo
que requer calor e humidade, enquanto na SPME os volateis apenas sdo extraidos do “headspace” do
recipiente onde se encontra o material.

Os volateis obtidos pelo método de SPME foram extraidos de folhas colhidas no Outono das duas
castas estudadas e observou-se que os compostos detectados e identificados sdo praticamente idénticos,
havendo apenas algumas diferencas no que diz respeito as composicdes percentuais de determinados
compostos, e & detec¢do do -elemeno apenas em Alicante-Bouschet. Tanto no caso da casta Alicante-
Bouschet como da casta Antdo Vaz, as composi¢des percentuais dos compostos pertencentes ao grupo
dos hidrocarbonetos sesquiterpénicos pode dever-se ao facto das folhas utilizadas para a extraccéo dos
voléateis por SPME terem sido picadas pelas cigarrinhas-verdes e, como uma das actividades tipicas dos
hidrocarbonetos sesquiterpénicos é o seu envolvimento nos mecanismos de defesa contra insectos
fitofagos, isso justificaria 0s aumentos observados nas emissdes destes compostos em resposta a folhas
picadas por insectos fitéfagos, quando comparadas com as folhas saudaveis. Assim, a presenca dos
compostos volateis identificados em folhas de Alicante-Bouschet e Antdo Vaz € um mecanismo comum
a varias espécies de plantas, onde se inclui V. vinifera, sendo os valores expressivos que esses compostos
apresentam neste trabalho resultado do facto de algumas das folhas colhidas apresentarem evidéncias
de terem sido atacadas por cigarrinhas-verdes, apresentando sintomas de hopperburn, mais visiveis em
folhas de Alicante-Bouschet do que em folhas de Antdo Vaz.

Nos Oleos essenciais obtidos de folhas das duas castas por hidrodestilacdo, verificou-se
essencialmente uma diferenca nas composicBes percentuais dos seus compostos principais, nos dois
momentos de colheita (Outono e Primavera). Os compostos dominantes e 0s compostos com
composicGes percentuais importantes nos Oleos essenciais de folhas colhidas no Outono foram
essencialmente os mesmos nas duas castas, diferindo apenas nas composi¢des percentuais, sendo que a
principal diferenca residiu no salicilato de metilo, apenas detectado em Alicante-Bouschet. Os volateis
das folhas verdes (GLVs) sdo importantes na defesa da planta e produzidos por estas geralmente em
resposta a ferimentos, apresentando um aumento das suas emissées com o grau de dano ou ferimento, o
que pode ajudar a explicar a maior composicao percentual apresentada por compostos maioritarios
identificados neste trabalho, que pertenciam a esse grupo (GLVs), em folhas colhidas das duas castas
no Outono (Novembro), uma vez que algumas dessas folhas apresentavam indicios de ataque (picadas)
por parte das cigarrinhas-verdes, manifestando-se através de sintomas de hopperburn. As folhas das
duas castas colhidas na Primavera eram sds, ndo tendo sido alvo de ataques por parte das cigarrinhas-
verdes, 0 que pode ajudar a explicar as menores composicdes percentuais destes compostos detectadas.
Os é&cidos linoleico e palmitico, envolvidos na defesa das plantas, registam aumentos das suas
concentracdes em folhas sujeitas a ferimentos ou infestadas por insectos, em comparagdo com folhas
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ndo sujeitas a esses ferimentos ou infestactes, algo semelhante ao ocorrido nesta dissertagcdo, uma vez
que os Oleos essenciais das folhas de Alicante-Bouschet colhidas no Outono (algumas picadas pelas
cigarrinhas-verdes), apresentavam quase o dobro da composi¢cdo percentual em compara¢do com 0s
6leos essenciais das folhas da mesma casta colhidas na Primavera, sendo também mencionado que o
estado fenologico da planta pode influenciar os niveis deste composto. Também o &cido palmitico
apresentou composi¢fes percentuais superiores em folhas das duas castas colhidas no Outono,
comparativamente com as registadas na Primavera em folhas sas. Uma das grandes diferencas entre as
duas castas de videira prendeu-se com a presenca exclusiva do salicilato de metilo em 6leos essenciais
de folhas de Alicante-Bouschet colhidas no Outono, composto ndo exclusivo de V. vinifera, que
desempenha também um papel fundamental na defesa da planta, sendo emitido em niveis mais elevados
por plantas danificadas em comparacdo com plantas ndo danificadas, em resposta a ataques por parte de
insectos fitéfagos. A capacidade de atrair inimigos naturais e repelir herbivoros sugere um papel
importante para o salicilato de metilo na gestdo de popula¢es de pragas. Na Primavera, em que as folhas
colhidas eram sés, os componentes maioritarios foram distintos aos detectados no Outono, sendo de
assinalar que os componentes dominantes e outros que apresentaram percentagens assinalaveis, nao
variaram muito entre as duas castas nas folhas colhidas na Primavera, existindo apenas uma divergéncia
ao nivel das composicOes percentuais. Dois dos compostos com as maiores composicoes percentuais
(geraniol e o linalol) estdo também presentes em 6leos essenciais de varias plantas como dois dos
compostos mais abundantes. No presente trabalho, estes compostos apresentaram uma grande variagdo
entre as folhas colhidas na fase vegetativa (Outono) e a fase de plena floracdo (Primavera), em relacdo
as composicOes percentuais, uma vez que as percentagens observadas na Primavera sdo bastante
superiores as registadas no Outono.

Regra geral, a comparacéo entre o presente trabalho e a bibliografia existente sobre os compostos
volateis presentes em folhas de V.vinifera mostrou grandes diferengas no que diz respeito aos compostos
maioritarios, existindo apenas algumas excepcles, que se devem provavelmente a diferentes
metodologias, regides geograficas, estados fenoldgicos, etc.

Na presente dissertacdo, para além de terem sido avaliadas as diferencas dos perfis de volateis de
duas castas de videira com elevada e reduzida susceptibilidade ao ataque de cigarrinhas-verdes, era
também um dos objectivos iniciais estudar a resposta das cigarrinhas-verdes aos volateis principais em
ensaios com olfactémetro dindmico de multipla escolha. Contudo, estes ensaios ndo foram realizados,
uma vez que durante o ano de 2021, pelo menos na regido Centro e Sul do pais, locais onde foi realizado
este trabalho, a densidade de cigarrinhas-verdes no Outono foi muito reduzida, ao contrario do ocorrido
em anos anteriores, ndo tendo permitido colectar exemplares em tempo Gtil. Assim, no futuro devem ser
realizados ensaios com olfactometro dinamico de multipla escolha, para caracterizar eventuais chaves
quimicas usadas pelas cigarrinhas-verdes na seleccéo da casta de videira, podendo-se assim desenvolver
estratégias de gestdo baseadas na utilizacdo de semioquimicos volateis derivados de plantas, que alteram
0 comportamento da praga ou 0 dos seus inimigos naturais, através de um modo de ac¢do néo tdxico,
ndo persistente, especifico da espécie, econémico e sem danos para 0 ambiente. Adicionalmente, podera
até ser implementado o intercropping, empurrando (pushed) as cigarrinhas-verdes para fora das vinhas
através do recurso a repelentes volateis de plantas ndo hospedeiras e, simultaneamente atrai-las (pulled)
para culturas armadilha adjacentes. Uma vez que as cigarrinhas-verdes estejam concentradas na cultura
armadilha, esta pode ser tratada se necessario com um insecticida sintético, sendo a area tratada reduzida
em comparacdo com 0s sistemas convencionais onde toda a area da cultura é sujeita a tratamento
quimico. Nesta estratégia, os efeitos combinados de semiogquimicos volateis de armadilhas atractivas e
plantas repelentes na entrelinha ou adjacentes a cultura podem resultar numa reducg&o significativa dos
prejuizos das cigarrinhas-verdes nas vinhas, levando a grandes melhorias nos ganhos de
produtividade/rendimento da cultura.
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