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RESUMO

Varias caracteristicas quimicas e morfoldgicas de plantas influenciam no
forrageamento de insetos. Plantas que sofrem injuria de herbivoria e oviposi¢ao
liberam diferentes compostos volateis, os quais sdo atrativos para parasitoides.
Essa interag@o ¢ muito estudada e utilizada para aprimorar o controle bioldgico
de pragas em lavouras. Este estudo tem como objetivo avaliar a resposta olfativa
do parasitoide de ovos Telenomus podisi (Hymenoptera: Platygastridae) para
volateis induzidos por Euschistus heros (Hemiptera: Pentatomidae) em trés
espécies de plantas diferentes: milho (Zea mays), girassol (Helianthus annuus) e
feijdo guandu (Cajanus cajan) e caracterizar o perfil quimico destas plantas.
Para isso foi avaliada a resposta do parasitoide 7. podisi a volateis de cada
espécie de planta com injuria e sem injuria por E. heros e depois foi
caracterizado o perfil de volateis de plantas de girassol, feijao guandu e milho
que foram submetidas ao ataque do percevejo. Cada planta foi tratada com trés
fémeas, virgens (para herbivoria), e quatro acasaladas (para oviposicdo e
herbivoria conjuntamente), do percevejo e deixadas por 72 horas para injuria.
Em bioensaios de olfatdmetro em Y foram testadas as seguintes combinagoes:
plantas sem injuria versus ar; planta com injuria versus ar; planta com injuria
versus planta sem injuria e planta com injairia de herbivoria versus planta com
injuria oviposic@o e herbivoria conjuntamente. O perfil dos volateis das plantas
foi identificado através da coleta dindmica de headspace e andlise em
cromatdgrafo gasoso acoplado a um espectdmetro de massas. Ndo houve
diferenca significativa nas respostas do parasitoide 7. podisi nas combinagdes
planta sem injaria versus ar e plantas com injurias de herbivoria versus planta
com injuria de herbivoria e oviposicdo conjuntamente nas trés espécies de
planta. No tratamento de plantas com injuria versus ar houve um maior niimero
de fémea do parasitoide que preferiu odores de planta de milho com injdria de
herbivoria, e maior tempo de residéncia no brago do olfatometro que havia o
odor de plantas de feijao guandu com injuria de herbivoria. Quando foi
contrastado o odor de plantas com injuria versus planta sem injtria o parasitoide
apresentou maior nimero de escolhas iniciais para o odor de plantas de girassol
com injuria de herbivoria, plantas de milho com injuria de herbivoria e
herbivoria e oviposi¢do conjuntamente ¢ maior tempo de residéncia em planta de
feijdo guandu com injuria de herbivoria. O perfil quimico das plantas foi
identificado e houve diferenca qualitativa entre os compostos de plantas sem
injaria e com injuria. Podemos concluir que plantas de girassol, milho e feijao
guandu quando sofrem uma injuria do percevejo E. heros liberam volateis que
sd0 atrativos para o parasitoide 7. podisi.

Palavras - chave: Parasitoide de ovos. Percevejo marrom. Volateis de planta.



ABSTRACT

Many chemical and morphological characteristics of plants influence
insect foraging. Plants that suffer damage caused by herbivory and oviposition
release different volatile compounds that attract parasitoids. This interaction is
widely studied and used to enhance the biological control of pests in crops. In
this study, we aimed at evaluating the olfactory response of the Telenomus
podisi (Hymenoptera: Platygastridae) egg parasitoid to volatiles induced by
Euschistus heros (Hemiptera, Pentatomidae) in three different plant species:
maize (Zea mays), sunflower (Helianthus annuus) and pigeon pea (Cajanus
cajan), as well as characterizing the chemical profile of these plants. In order to
achieve this, we evaluated the response of parasitoid 7. podisi to volatiles of
each plant species, damaged or not by E. heros, later characterizing the profile of
the volatiles of sunflower, pigeon pea and maize plants submitted to stinkbug
attack. Each plant was treated with three E. heros virgin females (for herbivory)
and four mated females (for oviposition), left for 72 hours to do damage. We
tested the following combinations in Y-tube olfactometer bioassays: plants
without damage against air, damaged plants against air, damaged plants against
plants without damage and plants with herbivory damage against plant with
herbivory + oviposition damage. The volatile profiles of the plants was
identified by means of headspace dynamic collection and analysis in gas
chromatography coupled to mass spectrometer. There was no difference in the
responses of the parasitoid 7. podisi to the combination of plants without
damage against air and plants with herbivory damage against plant with
herbivory + oviposition damage in any of the three plant species. In the
treatment of damaged plants against air, there was a higher number of parasitoid
females preferring the odor of maize plants with herbivory damage, and higher
residence time in the olfactometer arm with the pigeon pea odor and herbivory
damage. When contrasting damaged plants to plants without damage, the
parasitoid showed higher number of initial choices for the odor of sunflower
plants with herbivory damage, maize plants with herbivory and herbivory +
oviposition damage, and greater residence time on pigeon pea plants with
herbivory damage. The chemical profile of the plants was identified and showed
qualitative difference between the plant compounds with and without damage.
We can conclude that sunflower, maize and pigeon pea plants, when damaged
by E. heros, release volatiles that attract the parasitoid 7. podisi.

Keywords: Egg parasitoid. Stinkbug. Plant volatile.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ¢ um dos maiores produtores e exportadores agricolas no
mundo (BRASIL, 2009). Extensas areas sfo ocupadas com culturas,
predominando as monoculturas, como ¢ o caso da soja. Esses sistemas de
producdo possuem grandes desvantagens ecoldgicas, uma vez que reduzem a
biodiversidade do local e promovem o surgimento de pragas relacionadas a
cultura.

Os percevejos da familia Pentatomidae s3o, na atualidade, uma das
principais pragas agricolas. Estes insetos sugam as sementes e outras partes da
planta causando danos a uma vasta area e variedade de culturas (CORREA;
FERREIRA; MOSCARDI, 1995; PANIZZI, 1997). Dentre os membros dessa
familia o percevejo marrom, Euschistos heros (Fabricius, 1749), é considerado a
praga de maior destaque na soja no Brasil (PANIZZI, 1987, 2013). Ocorre desde
o Parand (PANIZZI; OLIVEIRA, 1998) até a regido centro-oeste (BORGES et
al., 2011; SUJII et al., 2002).

A ocorréncia do percevejo E. heros ndo ¢€ observada somente em
culturas de soja, ja que também utiliza como hospedeiros alternativos uma
grande variedade de plantas, como outras leguminosas, solanaceas, brassicaceas,
euforbidceas e asteraceas (PANIZZI, 1997, PANIZZI; VIVAN, 1997). Por
exemplo, em culturas de girassol E. heros pode causar danos qualitativos e
quantitativos nos aquénios ao se alimentar (MALAGUIDO; PANIZZI, 1998).
Em plantacdes de milho o percevejo marrom E. heros tem se tornado uma praga
frequente provocando danos as plantas nos primeiros estdgios de
desenvolvimento vegetativo (COPATTIL; OLIVEIRA, 2011).

Para o controle de E. heros s@o utilizados predominantemente
agrotoxicos. Os inseticidas sdo uma ferramenta eficiente para o controle

imediato da praga, mas o uso indiscriminado destes provoca, além da resisténcia
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das pragas, a eliminagdo de todos os insetos benéficos a cultura, como os
inimigos naturais da praga, poluicdo do solo e rios, e principalmente risco a
saude publica (METCALF, 1994; SMITH, 1970).

Tendo em vista os riscos causados pelo uso indiscriminado de
agrotoxicos, a filosofia do manejo integrado de pragas (MIP) constitui a
alternativa mais viavel. Dentre as estratégias utilizadas no MIP, para o controle
populacional de E. heros, o incremento do controle biolégico mediante a atracio
de inimigos naturais tem grande potencial (CORREA; FERREIRA;
MOSCARDI, 1995).

Entre os principais agentes de controle biologico de percevejos,
encontram-se 0s parasitoides de ovos, entre eles Telenomus podisi (Ashmead,
1881) (Hymenoptera: Platygastridae) que é o principal inimigo natural de E.
heros em cultivos de soja (MEDEIROS et al., 1997, 1998; PACHECO;
CORREA-FERREIRA, 2000). A vantagem de se usar um parasitoide de ovos se
da pelo fato de que este inseto pode matar o hospedeiro antes que ele se
desenvolva e assim causar algum dano a cultura.

Os ovos de percevejos sdo hospedeiros pouco conspicuos e,
consequentemente, dificeis de encontrar no campo, com isso o parasitoide 7.
podisi utiliza diversas pistas durante seu forrageio, que podem ser de natureza
quimica e fisica. Dentre os sinais de natureza fisica estdo cor do substrato (),
tamanho e cor do hospedeiro (AQUINO et al., 2012; BORGES et al., 1999) e
sinais vibracionais transmitidos através do substrato vegetal durante a
comunicagdo sexual do hospedeiro (LAUMANN et al., 2011). Os sinais de
natureza quimica sdo os feromonios de percevejos (BORGES et al., 2011),
cairomonios provenientes dos ovos (LAUMANN et al., 2010), rastros deixados
nas folhas pelo percevejo (BORGES et al., 2003) e volateis de plantas (LOPES
et al., 2012; MICHEREEFF et al., 2011; MORAES et al., 2005, 2009).
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Geralmente parasitoides sdo atraidos por pistas de longa distancia, como
volateis de plantas presentes no habitat de seus hospedeiros, em geral a resposta
a este tipo de estimulo ¢ inata (BRUCE; PICKETT, 2007; DICKE et al., 1990).
Contudo, as plantas quando sofrem algum tipo de estresse podem liberar volateis
ainda mais atrativos para os inimigos naturais. Injurias pela alimentacdo (PARE;
TUMLINSON, 1999) ou oviposicdo (HILKER; MEINERS, 2006) de insetos
herbivoros podem induzir a liberagdo de uma nova mistura de volateis que
resultam em pistas atrativas para os inimigos naturais de herbivoros (HILKER;
MEINERS, 2002). Assim estes volateis fazem parte das defesas indiretas das
plantas e sdo conhecidos, genericamente, como volateis de plantas induzidos
(VPI) e defesas induzidas (DI).

Estudos com o sistema tri-trofico: soja, E. heros e T. podisi mostraram
que injurias do percevejo (alimentagdo e oviposi¢do) induzem a liberagdo de
volateis em soja que resultam atrativos para o parasitoide, e que esta inducio
depende do genotipo, ja que variedades de soja mostraram comportamento
diferencial frente a inducdo(LOPES et al., 2012; MICHEREFF et al., 2011,
MORAES et al., 2005, 2009). Estes estudos feitos em laboratdrio deram suporte
para estudos em campo onde também ocorreu a atragdo do parasitoide 7. podisi
(VIEIRA et al., 2013, 2014).

Uma vez que o parasitoide 7. podisi ¢ atraido por volateis de diversas
espécies de leguminosas, como soja e feijio guandu (MORAES et al., 2005), e
que E. heros possui habito polifago, é de grande relevancia o estudo de
interagdes tri-tréficas em diversos sistemas que incluam outras espécies vegetais,
que também sdo hospedeiras de E. heros, como milho e girassol. Assim o
objetivo deste trabalho foi avaliar a inducdo de defesas em trés espécies de
plantas cultivadas de grande relevancia agrondmica como girassol, milho e
feijdo guandu. As metas sdo: 1- incrementar o conhecimento sobre as defesas de

plantas induzidas por percevejos; 2- estabelecer quais plantas podem seratrativas
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para os parasitoides apds a injuria de insetos herbivoros. Estes conhecimentos
podem ser fundamentais para desenvolver estratégias de manejo de inimigos
naturais através do consodrcio de diversas culturas que sofrem o ataque de E.

heros visando ao incremento do controle bioldgico.
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2 OBJETIVO

Avaliar a atracdo de 7. podisi para os compostos organicos volateis de
plantas de girassol, feijdo guandu e milho, induzidos por herbivoria ¢ herbivoria

conjuntamente a oviposi¢do de E. heros .

2.1 Objetivos especificos

Avaliar por meio de bioensaios comportamentais a resposta olfativa de
T. podisi a volateis de plantas de girassol, feijao guandu e milho, induzidos por
herbivoria e por herbivoria e oviposi¢do de E. heros;

Avaliar se o parasitoide 7. podisi consegue discriminar os volateis de
planta de girassol, feijdo guandu e milho, induzidos por herbivoria e por
herbivoria ¢ oviposi¢do conjunta do percevejo E. heros, mostrando preferéncia
por volateis de alguma planta em particular;

Analisar o perfil quimico dos COVs liberados por plantas de girassol,
feijao guandu e milho, induzidos por herbivoria e por oviposi¢do e herbivoria do

herbivoro E.heros.
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3 HIPOTESES

Neste trabalho foram testadas trés hipoteses relacionadas a atragdo de 7.

podisi para plantas de milho, girassol e feijdo guandu:

a) plantas de milho, girassol e feijao guandu no terceiro estagio
vegetativo quando injuriadas por herbivoria e/ou oviposi¢do do
percevejo E. heros emitem volateis que sdo atrativos para o
parasitoide 7. podisi,

b) a resposta olfativa preferencial do parasitoide varia dependendo da
injuria realizada pelo herbivoro;

c) a resposta olfativa preferencial do parasitoide varia entre as

diferentes espécies de planta.

Foram testadas duas hipdteses relacionadas aos compostos quimicos
liberados que também serfo avaliadas:
a) o perfil quimico dos volateis induzidos pode variar dependendo da
espécie da planta;
b) o perfil quimico dos volateis induzidos pode variar dependendo da

injaria (herbivoria ou oviposi¢ao) realizada na planta.
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4 REFERENCIAL TEORICO

4.1 As culturas de girassol, feijao guandu e milho

Entre os produtos exportados no Brasil estdo o milho e o girassol. Estas
culturas s3o tanto produzidas por grandes produtores, quanto por pequenos,
sendo que entre os pequenos produtores ha o cultivo de feijao guandu para
subsisténcia ou consércios com outros cultivos (EMPRESA BRASILEIRA DE
PESQUISA AGROPECUARIA -EMBRAPA, 2011).

A produgdo e consumo de milho ocorre de forma ampla em diversos
paises. Contudo, no Brasil, 30% dos produtores produzem em areas pequenas,
menores que um hectare, ¢ sé contribuem com 1,9% da produgdo total
(EMBRAPA, 2011). Estes produtores, em geral, ndo t&ém acesso a tecnologias de
producdo e insumos para mitigar a perda de produtos devido a herbivoros.
Grandes produtores utilizam agrotoxicos e plantas transgénicas para o controle
de pragas, porém, estes métodos, além dos efeitos prejudiciais ao meio ambiente
e a saude, em geral, sdo de alto custo e tornam-se inacessiveis ao pequeno
produtor. Uma alternativa ecologicamente ¢ economicamente viavel é o controle
bioldgico.

Varios paises realizam o controle de pragas através do consorcio de
culturas. Por exemplo, estudos realizados na Nigéria mostram que o feijdo
guandu apresenta um grande potencial como planta de refugio no controle de
Helicoverpa armigera (Lepidoptera: Noctuidae) (Hiibner) em plantagdes de
quiabo Abelmoschus esculentus (Malvaceae) (RATNADASS et al., 2014). A
agricultura de subsisténcia ¢ predominante em quase toda regido africana, e para
melhorar a producdo de pequenos produtores de milho e sorgo estudos vém
sendo realizados na regido, como o a implementagdo da estratégia de push-pull

nessas culturas (COOK; KHAN; PICKETT, 2007).
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Em paises subdesenvolvidos as culturas de girassol, feijio guandu e
milho sdo de grande importancia para pequenos produtores e agricultores
familiares (ABASS et al.,, 2014). Considerando que estas culturas sao
importantes na agricultura de subsisténcia, que nestas situa¢des sofrem o ataque
de diversas pragas e que o controle bioldgico ¢ mais facil de estabelecer em
pequenas propriedades, o estudo de interagdes tri-troficas visando ao controle

bioldgico é muito importante.

4.2 O percevejo marrom Euschistus heros

O percevejo marrom E. heros (Figura 1) ¢ uma praga de grande
importancia agricola, ocorrendo principalmente em culturas de soja, sendo
registrado em culturas existentes em todo o territorio brasileiro (BORGES et al.,
2011; CORREA; FERREIRA; MOSCARDI, 1995;PANIZZI, 2013; PANIZZI,
OLIVEIRA, 1998; SUIJII et al., 2002). No campo, tanto o adulto quanto ninfas
se alimentam da soja em varios estagios fenoldgicos da planta, sendo que ao se
alimentarem das sementes causam danos, uma vez que as enzimas salivares
causam deformagdo no tecido e diminui¢do no tamanho do grio e,
consequentemente, perda de seu valor economico (SILVA et al., 2012; SOUZA
et al., 2013).
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Foto: Antonio A. S. Neto.

Figural Adulto do percevejo marrom, Euschistus heros

Mesmo sendo uma praga polifoga, muitas vezes s3o mais seletos quanto
a locais de oviposi¢do, pois a ninfas precisam de componentes essenciais para
seu desenvolvimento (AZAMBUIJA; DEGRANDE; PEREIRA, 2013; PANIZZI
1997). Fatores ambientais como temperatura e umidade afetam de forma direta a
sobrevivéncia de E. heros, contudo sua alimentagdo além de diretamente ligada
a sua sobrevivéncia também influencia na composi¢do feromonal produzida por
machos (MORAES et al., 2008a).

Sabendo que E. heros ¢ presente em diversas culturas, entre elas
girassol, feijao guandu e milho (COPATTI; OLIVEIRA, 2011; MALAGUIDO;
PANIZZI, 1998). Ele se desenvolve bem em plantas de feijio e soja
(AZAMBUJA; DEGRANDE; PEREIRA, 2013; MORAES et al., 2008b) e
nessas culturas ocorre a presenga de seus inimigos naturais (PANIZZI, 1997),¢
importante saber se ha o controle populacional de E. heros mediante inimigos
naturais quando estes estdo presentes em outras plantas hospedeiras.

Dada a importancia econémica do percevejo t€m sido realizados varios

estudos acerca de sua biologia, fisiologia (AZAMBUJA; DEGRANDE;
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PEREIRA, 2013; MORAES et al., 2008a) e técnicas de criacdo massal (SILVA
et al., 2008). Esses estudos sdo primordiais para o estabelecimento de técnicas
de controle da praga associadas ao MIP, como monitoramento da praga através
de armadilhas com iscas de feroménio (BORGES et al., 2011), estudos de
preferéncia de oviposi¢do em diferentes substratos (SILVA; PANIZZI, 2009),
uso de frequéncias sonoras no substrato vegetal que causard confusdo no
reconhecimento para a copula e atracdo de inimigos naturais por comunicagao
vibracional do percevejo (LAUMANN et al., 2007, 2011) ou volateis induzidos
de plantas (VIEIRA et al., 2013, 2014).

4.3 O parasitoide de ovos Telenomus podisi

Os insetos da ordem Hymenoptera representam a maior parte do grupo
classificado como parasitoides, e dentre eles existem aqueles que sao
parasitoides de ovos, que em seu estdgio imaturo vivem como parasitas
desenvolvendo-se dentro de ovos de outros artrépodes (FATOUROS et al.,
2008; GODFRAY, 1994). O parasitoide 7. podisi (Figura 2) parasita varias
espécies de pentatomideos em toda regido sul, sudeste ¢ centro-oeste do Brasil,
porém preferencialmente o percevejo E. heros € a principal praga de soja na

regido Centro-Oeste (LAUMANN et al., 2009; SUJII et al., 2002).
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Figura2 Parasitoide Telenomus podisi adulto parasitando ovos de Euschistus
heros

Tendo em vista sua grande eficiéncia em campo (VIEIRA et al., 2013,
2014), T. podisi é considerado um potencial agente de controle bioldgico de
pentatomideos relacionados a diversas culturas. Entretanto, dada a dificuldade
de criagdo massal, ao néo se dispor de uma dieta artificial, a utiliza¢cdo no campo
em programas de controle bioldgico inundativo € pouco viavel, mesmo com
esforcos de pesquisa relacionados a estocagem de ovos do hospedeiro
congelados para criagio massal (CINGOLANI; GRECO; LILJESTHROM,
2014; FAVETTI; BUTNARIU; DOETZER, 2014; ZHOU et al., 2014). Sendo
assim o manejo comportamental visando ao controle bioldgico conservativo
(que utiliza populagdes naturais) pode ser uma alternativa eficiente. Estudos que
avaliam a atracdo do parasitoide por estimulos visuais ¢ sonoros (AQUINO et
al., 2012; LAUMANN et al., 2011), por cairoménios do hospedeiro (SILVA et
al., 2006) ou sinomoénios de plantas (MACHADO et al., 2014) podem contribuir

para este objetivo.



25

4.4 Defesas de plantas

As plantas produzem metabdlitos primdrios, os quais s@o essenciais para
sua sobrevivéncia, como agucares, aminoacidos e proteinas. A partir destes
metabdlitos primdrios conseguem produzir metabolitos secunddrios, como
alcoois, alcaloides, terpenoides, entre outros (FRAENKEL, 1959), os quais
podem atuar na sua defesa contra herbivoros. Esta defesa pode ser direta,
atuando diretamente sobre o herbivoro como no caso de compostos toxicos
como terpenoides. As defesas diretas também podem se originar em estruturas
morfologicas das plantas como tricomas, cera e espinhos (KOST; HEIL, 2005).
Adicionalmente, os metabolitos secundarios podem atuar como defesas indiretas
quando estdo relacionados a atragdo de inimigos naturais que atacardo o
herbivoro, evitando assim que este cause prejuizo a planta (POECKE; DICKE,
2004).

A defesa pode se manifestar de forma constitutiva, com compostos que
agem de forma preventiva a ataques, tais como terpenoides, alcaloides,
compostos fendlicos, dentre outros tantos metabdlitos secundarios, os quais sao
toxicos a herbivoros. E pode ser induzida, isto ¢, quando algum estimulo externo
a planta ativa a defesa, como oviposic¢do, herbivoria, defecacdo ou volateis de
outra planta (SCHOONHOVEN; LOON; DICKE, 2005).

As plantas podem perceber a presenca de herbivoros e induzir defesas
diretas como a expressdo de genes controladores da sintese de proteinas de
defesas em folhas de soja quando essas sdo atacadas pelo percevejo marrom £.
heros (TIMBO et al., 2014), ou indiretas, como a produ¢do de nectarios
extraflorais, uma forma de recompensa para formigas que protegerdo a planta
hospedeira do ataque de herbivoros (HEIL, 2008; PERREIRA; TRIGO, 2013);
também através da inducdo de volateis que sdo atrativos aos inimigos naturais do

herbivoro (DICKE et al., 1990; DICKE;LOON, 2000).
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4.5 Interacoes tri-troficas mediadas por volateis de plantas

Muitos metabolitos secundérios desempenham fungo de aleloquimico e
podem ser liberados na forma de compostos orgédnicos volateis (COVs). Esses
compostos podem mediar interagdes entre plantas e outros organismos
(BORGES et al., 1999; DEBOER, 2008;DICKE; BALDWIN, 2010;HILKER;
MEINERS, 2010; KARBAN; MYERS, 1989; MORAES; PARE, 1998;
PASHALIDOU et al., 2010; POECKE; DICKE, 2004).

Quando acontece dano mecanico sdo liberados os volateis verdes das
folhas (do inglés ‘“green-leaf-volatiles” - GLV), compostos formados por
aldeidos, alcoois e ésteres de seis carbonos, como (Z£)-3-acetato de hexenila e
(E)-2-hexenal, que s@o originados na rota metabdlica das lipoxigenases
(GATEHOUSE, 2002). Entretanto os GLVs sozinhos muitas vezes ndo sio
atrativos para os inimigos naturais. Junto com a injuria mecanica, enquanto o
herbivoro se alimenta, a sali entra em contato com o tecido vegetal deteriorado e
induz vias metabdlicas, como a via octadecanoide, a do acido chiquimico ¢ a do
etileno levando a producdo e liberacdo de compostos como monoterpenos e
sesquiterpenos atrativos a inimigos naturais (ALBORN et al., 1997).

A atragdo do inimigo natural relacionada a volateis liberados somente
quando a saliva do hospedeiro entra em contado com a planta é fundamental,
uma vez que o inimigo natural necessita do indicativo de pistas confiaveis que
indiquem a presenca do seu hospedeiro ou presa. Em um estudo recente
realizado com plantas de arroz (Oryza sativa L.), herbivoro Tibraca
limbativentris Stal. (Hemiptera: Pentatomidae) e os parasitoides de ovos
Trissolcus basalis (Wollaston) (Hymenoptera, Platygastridae) e T. podisi, foi
observado que a defesa induzida da planta também pode afetar diretamente o
herbivoro, uma vez que as fémeas de 7. limbativentris preferiram volateis de

plantas que ndo sofreram injuria de herbivoria de seus coespecificos a volateis
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de plantas que sofreram injaria. Adicionalmente estes volateis afetaram o
comportamento do inimigo natural, visto que o parasitoide 7. podisi apresentou
preferéncia por voldteis de plantas que sofreram herbivoria de fémeas do
percevejo ¢ ndo apresentou preferéncia por volateis de plantas que sofreram
herbivoria de machos do percevejo. Este resultado mostra que plantas podem
produzir pistas, através de seus volateis, que sdo especificas para os inimigos
naturais (MELO et al., 2014).

A indugfo de volateis pode ser sist€émica, assim quando a planta sofre
injuria de herbivoria em qualquer parte vegetal como: tecido foliar (GIRLING;
HASSALL, 2008), nas sementes (STEIDLE; FISCHER; GANTERT, 2005) ou
nas raizes (RASMANN et al., 2005; SOLER et al., 2012), ocorre a produgéo e
liberacdo de volateis de defesa em toda a planta, ndo somente na regifo onde foi
realizada a injuria (RODRIGUEZ-SAONA et al., 2010).

Além da resposta inata a determinados volateis de plantas, os inimigos
naturais que forrageiam em ambientes varidveis (temporal e espacialmente), em
especial parasitoides, podem aprender a relacionar a composi¢ao especifica de
uma mistura de volateis liberados pelas plantas com a presenca de seu
hospedeiro, fendmeno conhecido como aprendizado associativo (BLEEKER et
al., 2006; TURLINGS et al., 1993; VET; LEWIS; CARDE, 1995). Devido ao
aprendizado associativo, a resposta do inimigo natural a volateis induzidos pode
ser variavel durante a busca de seus hospedeiros, podendo mudar seu
comportamento quando ha uma experiéncia prévia. Em um estudo foi observado
que o parasitoide Cotesia marginiventris Cresson (Hymenoptera: Braconidae)
responde de forma inata a odores de plantas de milho induzidos por injaria de
herbivoria de Spodoptera spp., contudo, apos ter experiéncias negativas (uma
planta sem o hospedeiro), sua resposta ¢ alterada, ¢ passa a preferir odores de
plantas de outras espécies onde encontraram seus hospedeiros (COSTA et al.,

2010).
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Parasitoides de ovos tém se adaptado para reconhecerem volateis
liberados pela planta quando ela sofre injuria de oviposi¢do (HILKER;
MEINERS, 2006). Tamiru et al. (2011) observaram que as fémeas do parasitoide
de ovos Trichogramma bournieri Pintureau (Hymenoptera: Trichogrammatidae)
foram atraidas para os volateis de planta de milho crioulo que foram expostos a
oviposicdo da broca do caule, Chilo partellus Swinhoe (Lepidoptera:
Crambidae). Os volateis induzidos pela oviposicdo de C. partellus também
foram atrativos ao parasitoide de larvas, Cotesia sesamiae Cameron
(Hymenoptera: Braconidae).

Quando as folhas de Ulmus minor Mill. sofrem injuria pela oviposi¢ao
do coledptero Xanthogaleruca Iluteola Miiller (Coleoptera: Chrysomelidae), o
parasitoide Oomyzus gallerucae Fonscolombe (Hymenoptera: Eulophidae) ¢
capaz de discriminar volateis liberados pelas plantas com injdria, tanto com a
presenca do ovo, ou quando eles foram retirados antes da realizagdo do
bioensaio (MEINERS; HILKER, 1997, 2000). O mesmo foi visto com o
parasitoide de ovos de lepidopteros Trichogramma brassicae Bezdeko
(Hymenoptera: Trichogrammatidae), ele foi atraido por volateis de folhas de
couve-de-bruxelas (Brassica oleracea) induzidas por oviposicdo de Pieris
brassicae L. (Lepidoptera: Pieridae). As fémeas do parasitoide quando
acasaladas preferiram os discos que continham folhas de couve-de-bruxelas que
foram tratados por oviposi¢do, tanto com a presenca ou auséncia do ovo, aos

discos controle (Planta sem injaria alguma) (FATOUROS et al., 2005).

4.6 Parasitoides de ovos no controle biolégico

O controle biologico consiste em reduzir a densidade de uma populagdo

praga utilizando outro ser vivo antagonista (predador, parasita ou patdgeno) a

ela, evitando danos econdomicos. Quando devidamente aplicada esta forma de
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controle ndo polui, ndo interfere na biodiversidade do agroecossistema e nio
seleciona pragas resistentes (COUTINOT et al., 2013; PARRA et al., 2002). Ele
¢ classificado como cléssico, quando ha a importag@o de um inimigo natural e a
introdu¢do de forma inoculativa, pode ser natural quando ocorre a conservagio
dos inimigos naturais nativos, ou inundativo quando se realizam liberagdes de
agentes de controle bioldgico que foram criados e mantidos na forma de criagio
massal (PARRA et al., 2002). Devido ao seu sucesso, o controle biologico é uma
das principais formas do controle de pragas em casa de vegetagdo em paises
europeus (LENTEREN, 2012; LENTEREN; WOETS, 1988; PILKINGTON et
al., 2010), modelo que pode ser seguido para outras culturas e sistemas de
producdo.

No Brasil, programas de controle bioldgico em culturas de milho, cana-
de-agucar, soja e tomate utilizam parasitoides de ovos da familia
Trichogrammatidae, que muitas vezes ocorrem naturalmente no campo (PARRA
et al., 2002), e sdo eficientes parasitoides de lepiddpteros, praga de grande
importancia agricola. Na China, os parasitoides da familia Trichogrammatidae
sdo criados massalmente, e quando acontecem picos populacionais da lagarta do
algoddo, Helicoverpa armigera Hibner (Lepidoptera: Noctuidae), pequenos
cartdes com ovos parasitados sdo distribuidos nos campos e em alguns dias os
parasitoides eclodem e realizam o controle da praga (LUO; NARANJO; WU,
2014). Outro importante inimigo natural € o parasitoide Telenomus remus Nixon
(Hymenoptera: Platygastridae) que ¢ especializado no parasitismo de ovos de
Spodoptera spp., varios estudos estdo sendo conduzidos para utilizagdo de T.
remus como agente de controle bioldgico destes noctuideos (POMARI et al.,
2013).

O comportamento de forrageio e de selecdo de hospedeiros
(reconhecimento e aceitacdo) dos parasitoides é mediado por diferentes tipos de

estimulos, principalmente visuais, olfativos e gustativos (DESANTIS et al.,
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2008). No caso de parasitoides de ovos, estes estimulos podem ser diretos,
provenientes de ovos do hospedeiro (DAUPHIN et al., 2009; FATOUROS et al.,
2008; GAZIT; LEWIS; TUMLINSON, 1996; STRAND; VINSON, 1983) ou
indiretos, provenientes de plantas ou de outros estagios do ciclo de vida do
hospedeiro (JIAWEI et al., 1982). Para um uso eficiente dos agentes de controle
bioldgico € necessario um amplo conhecimento de aspectos fisicos, bioldgicos,
fisiologicos e ecologicos dos organismos e dos sistemas nos quais sera

implantado esse método como controle populacional.

4.7 Interacio tri-trofica e aplicagdo no controle biologico no sistema de

estudo

Atinando para a importancia e eficiéncia de 7. podisi como inimigo
natural de E. heros, ha 10 anos vém sendo realizados varios trabalhos
relacionados a interagdes tri-troficas destes organismos. Moraes et al., em 2005,
observaram que plantas de soja e feijdo guandu ao sofrerem injuria de herbivoria
por E. heros mudam o perfil quimico dos VOCs e o parasitoide 7. podisi ¢
atraido por esses volateis. Posteriormente em experimentos com plantas de soja,
da variedade BR 16, quando sofrem injuria de herbivoria, oviposi¢@o e injuria
conjunta (Herbivoria +Oviposi¢do) de E. heros, foi demonstrado que T. podisi
foi atraido somente ao tratamento que continha injuria de herbivoria, e que o
perfil quimico mudou quantitativamente entre os tratamentos (MORAES et al.,
2008b).

Cada espécie vegetal possui um padrio especifico de expressdo de seu
perfil quimico, sabendo disto, € que a injuria de herbivoria do percevejo marrom
E. heros induz a defesa indireta em plantas de soja, Michereff et al. (2011)
testaram a atracdo do parasitoide 7. podisi a plantas de soja das cultivares

Silvania, Dowling ¢ IAC100 com injuria de herbivoria, oviposi¢do, e oviposi¢cdo
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simultanea a herbivoria pelo percevejo E. heros feitos continuamente durante 96
horas. As fémeas do parasitoide preferiram os tratamentos de herbivoria e injuria
simultanea dos cultivares Dowling (com 72 ¢ 96 horas de dano) e IAC100 (com
96 horas de dano), quando contrastado com plantas sem injaria. Posteriormente
testou-se a resposta olfativa de T.podisi a volateis de plantas de soja induzidos
pelo dano de herbivoria de E. heros separadamente ou conjuntamente com o
percevejo N. viridula, e o parasitoide teve um maior nimero de escolhas iniciais
a plantas tratadas somente com injuria de E. heros, seu hospedeiro preferencial
(LOPES et al., 2012).

Diversos compostos volateis sdo liberados apés a injuria do percevejo E.
heros em plantas de soja do cultivar Dowling. Foram selecionados quatro
compostos, (E,E)-a-farneseno, salicilato de metila, (Z)-3-acetato de hexenila, ¢
(E)-2-octen-1-0l, preparadas solugdes destes compostos isoladamente ou
misturas em diferentes concentracdes e testadas em bioensaios de olfatometria a
preferéncia do parasitoide 7. podisi aos tratamentos de diferentes extratos
contrastados ao solvente n-hexano. Dentre os compostos testados isoladamente o

.. . ~ -5M
parasitoide preferiu somente (E,E)-o-farneseno na concentragio de 107

, € NOS
bioensaios de mistura apresentou maior tempo de residéncia no bragco que
continha a mistura (£,F)-a-farneseno+ salicilato de metila na concentracdo de
10°™(MICHEREFF et al., 2013).

Estudos mostram que os fitohormdnios volateis, salicilato de metila e
jasmonato de metila, servem como moléculas sinalizadoras ativando o sistema
defensivo das plantas, principalmente as vias metabodlicas relacionadas com
defesas induzidas por herbivoria (DAS et al., 2013). Em um estudo realizado por
Moraes et al. (2009) pdde-se comprovar que a aplicagdo de cis-jasmone em
plantas de soja induziu a mesma via de defesa que a injuria por herbivoria do
percevejo marrom FE. heros induz. As plantas induzidas por cis-jasmone

produziram especificamente componentes de defesa como: camfeno, mirceno,
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(E)-ocimeno, salicilato de metila e (E£,E)-4,8,12-trimetiltrideca-1,3,7,11-tetraeno.
Estas plantas atrairam o parasitoide 7. podisi em testes em olfatometria
contrastando com plantas sem indugdo.

O efeito da indugdo de plantas de soja com cis-jasmone nos inimigos
naturais foi avaliado em experimentos de campo com maior escala espacial e
temporal. Vieira et al. (2013) trabalharam em um campo de soja dividido em
parcelas, onde as plantas de algumas parcelas ndo receberam tratamento
(parcelas controle) e as plantas de outras parcelas foram tratadas com aplicagéo
exdgena de cis-jasmone, via pulverizagdo manual. Em cada parcela foram
distribuidas armadilhas adesivas amarelas para o monitoramento dos insetos no
local. Quando foi avaliado o niumero de individuos em cada armadilha amarela,
houve um maior nimero de parasitoides de familia Platygastridac em parcelas
tratadas com cis-jasmone, o que demostrou o poder de atragdo dos inimigos
naturais pelas plantas induzidas.

Em um estudo mais recente, foram distribuidos septos contendo o
composto (E)-2-hexenal, composto induzido por herbivoria em plantas de soja e
atrativo para parasitoides (LAUMANN et al., 2009). Pode-se observar uma
maior abundéancia de parasitoides da familia Platygastridae nas armadilhas
adesivas amarelas colocadas nas dreas tratadas com o composto e maior
intensidade de parasitismo em ovos sentinelas que E. heros que foram colocados

nas parcelas tratadas (VIEIRA et al., 2014).
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 Criacio de Euchistus heros

A colénia de percevejo foi mantida, no laboratdrio de Semioquimicos da
Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia DF, Brasil, em sala
climatizada sob temperatura 26°C + 2°C, 60 + 10% de umidade relativa e 14:10
horas de fotofase e escotofase, respectivamente. Os insetos foram criados
segundo a metodologia descrita por Borges et al. (2006). Os adultos foram
mantidos em potes de plastico de 8 L com sementes de amendoim (Arachis
hypogaea), soja (Glycine max (L.) Merril) e girassol (Helianthus annus (L.))
coladas com cola branca (nfo toxica, lavavel) em cartelas de papel (10 cm de
comprimento X 8 cm de largura) e vagens frescas de feijdo (Phaseolus vulgaris
(L.)) como dieta natural. Estas gaiolas foram tampadas com um tecido tipo
organza, preso com um elastico. Foi oferecida dgua em potes de plastico de 350
mL com a tampa furada onde se colocou um pavio de algoddo. Telas de nylon de
15 cm? foram colocadas nas gaiolas servindo como substrato para oviposigao.
Os ovos foram coletados ¢ colocados em placa de Petri (9 cm de didmetro).
Apds a eclosdo das ninfas, estas foram alimentadas com sementes e vagens de
feijado até atingirem o segundo instar. Posteriormente, as ninfas foram
transferidas para gaiolas de plastico contendo a dieta descrita anteriormente.
Para obtengdo de ovos com idade conhecida, as posturas foram coletadas

diariamente. (ANEXO A).

5.2 Criacao de Telenomus podisi

A colonia de parasitoides foi mantida, no laboratdrio de Semioquimicos

da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia, Brasilia DF, Brasil, em sala
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climatizada sob temperatura 26°C £ 2°C, 60 = 10% de umidade relativa e 14:10
horas de fotofase e escotofase, respectivamente. Casais de 7. podisi foram
mantidos em gaiolas de plastico (cultura de tecido de 25 cm” - ICN Biomedicals,
Irvine, CA) tampadas com um chumago de algoddo. Foi oferecido mel como
alimento para os adultos. Ovos de E. heros (< 24 hs) foram oferecidos como
hospedeiros e deixados por 48 h para permitir a oviposi¢ao do parasitoide. Apos
esse periodo os ovos foram transferidos para outra gaiola com as mesmas
dimensdes para incubag@o. As fémeas que foram utilizadas nos bioensaios
estavam acasaladas, devidamente alimentadas, sem experiéncia de oviposi¢do e

apresentavam 24 — 48 h de idade adulta (Anexo 2).

5.3 Cultivo das plantas

As plantas utilizadas foram: Milho (Zea mays) variedade BRS Caimbé,
sementes fornecidas pela Embrapa Milho e Sorgo, Sete Lagoas, Minas Gerais,
Brasil; Girassol de Jardim Amarelo Ando (Helianthus annuus) da marca Isla Pro
super sementes (Numero de referéncia 392), e Feijao Guandu (Cajanus cajan)
BRS Mandarim, Categoria BAS, Lote BSB 159/12, Safra 2011/2012, sementes
fornecidas pela Embrapa Sementes Bésicas. As sementes foram plantadas em
vasos de plastico de 10,5 cm de altura e 11 cm de didmetro, com furos no fundo,
preenchidos de solo estéril, enriquecido com NPK 10:10:10, e substrato para
crescimento de plantas (Tropstrato HA Hortalicas) misturados em porgdes
iguais. Estes vasos foram mantidos em casa de vegetacdo para germinagdo e
crescimento, a temperatura de 27°C e luz complementar para 14 h de fotofase.
As plantas foram regadas diariamente e monitoradas para evitar infestagdo com
herbivoros ou patdgenos, de forma que no momento de uso estiveram livres de

qualquer injuria. Para a realizag@o dos bioensaios em olfatometro e aeragdes
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foram utilizadas plantas de girassol e feijao guandu com 25-30 dias e em plantas

de milho apds 15-20 dias.

5.4 Inducio de defesas

Para realizar a injaria de herbivoria foram colocadas trés fémeas virgens
do percevejo E. heros, em cada planta, estas fémeas tinham 8-10 dias na fase
adulta para garantir a ndo interferéncia da oviposi¢do durante o periodo de
injuria. No teste de injuria conjunta, herbivoria + oviposi¢éo, foram utilizadas 4
fémeas (acasaladas e com 12 a 20 dias na fase adulta) para aumentar as
possibilidades de oviposi¢do. As fémeas foram mantidas em contato com as
plantas e para que elas ndo escapassem e ndo houvesse interferéncia de outro
herbivoro durante o tempo de injuria, as plantas foram envoltas com saco de
pléstico de polietileno microperfurado e foi padronizado utilizar as plantas que
possuiam de duas a trés posturas com no minimo dez ovos cada. O tempo de
injuria foi de 72 horas, tempo proposto por Moraes et al. (2008b), uma vez que a
emiss@o de volateis ¢ maior com esse tempo de injiria em plantas de soja.
Passando o tempo de injtria o plastico e as fémeas foram retirados e as plantas

foram utilizadas para os testes.
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Figura3 Detalhe da preparacdo das plantas para os experimentos de indugfo
de defesas por injuria de percevejos. Planta de girassol em estagio V3
com fémeas de E. heros envolvida com saco de pléstico micro
perfurado

Apds este periodo, as plantas foram cuidadosamente retiradas de seus
copos para evitar contaminagdo com volateis do solo durante o experimento, o
solo foi envolvido com papel aluminio, logo apos foram colocadas em frascos de
vidro de 3,2 litros da marca Cisper, com tampas adaptadas para conexdo de

mangueiras de silicone onde ocorreu a entrada e saida do ar.

5.5 Bioensaios

Para a avaliagdo da resposta aos volateis das plantas foram realizados

bioensaios de olfatometria. O olfatémetro foi do tipo Y, confeccionado em uma
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placa de acrilico (19 cm x 19 ¢cm) com uma area perfurada em formato de “Y”
(corpo central 8 cm; bragos 7 cm, separados por um angulo de 80°, e 1,5 cm de
largura). Esta placa ficou entre duas placas de vidro (19 cm x 19 cm) sendo que
a superior ¢ transparente ¢ a inferior translucida. Para manter o sistema com
fechamento hermético os vidros e a placa de acrilico foram presos com clipes de
papel em cada lado (MORAES et al., 2005).

No interior do olfatometro foi mantido um fluxo de ar filtrado por
carvao ativado e umedecido com agua destilada. O ar foi bombeado a um fluxo
de 0,7 L/min (regulado por meio de fluxdmetros) utilizando bombas de aquario.
A entrada do ar no sistema se fez pelos bragos do olfatometro (bragos do "Y"), e
o escoamento do ar na extremidade oposta & das entradas, isto € no corpo do

“Y”, no qual estava conectado uma bomba de vacuo com fluxo de 0,2 L/min.



Figura 4
Legenda:
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Foto: Aline M. Dias

Sistema de bioensaios com olfatdmetro em “Y”

A-olfatémetro; B- potes com a fonte de odor; C- fluxometro; D- filtro de
carvao ativado; E- frasco com agua destilada. Circulagdo de ar filtro de
carvio-agua destilada-fluxometro-fontes de odor-bragos do olfatometro-
corpo do olfatdmetro-orificio de saida. Setas em vermelho simbolizam o fluxo
de ar dentro do olfatometro.

Foram realizados experimentos para comparar a resposta olfativa as

seguintes

a)
b)
¢)
d)

combinagdes de odores:

Ar contra Ar (controle do equipamento);

Planta sem injuria (S.1.) contra ar;

Plantas com injuria de herbivoria (H) contra Ar;

Planta com injuria de oviposi¢@o e herbivoria conjuntamente (H+O)

contra Ar;
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e) Plantas com injuria de herbivoria (H) contra Planta sem injuria (S.1.);

f) Planta com injuria de oviposi¢do e herbivoria conjuntamente (H+O)
contra planta sem injuria (S.1);

g) Plantas com injuria de herbivoria (H) contra Planta com injuria de

oviposicao e herbivoria conjuntamente (H+O).

Para cada espécie de planta (milho, girassol e feijdo guandu) foram
feitas todas as combinagdes acima detalhadas com 35-60 repeti¢des (bioensaios).
Para evitar problemas de pseudorepeticdes e viés nas respostas dos insetos, as
plantas foram trocadas a cada 3-5 repeti¢des, o olfatdmetro substituido por um
limpo (lavado com detergente neutro e seco em estufa a 40°C por 1 h) e as
posicdes de cada tratamento alternadas no momento de substitui¢do das plantas e
olfatometro.

Em cada repeticdo uma fémea de parasitoide foi colocada na arena do
olfatdmetro (base do “Y™) e sua resposta comportamental foi avaliada durante
600 s, a escolha inicial (brago do olfatdmetro onde a fémea do parasitoide entrou
pela primeira vez permanecendo no local por mais de 15 s) e o tempo de
residéncia em cada brago e na area de liberagdo foram registrados. Apods
cadabioensaios, as fémeas foram descartadas utilizando-se uma nova fémea em

cada repetigdo.

5.6 Caracterizacgao do perfil quimico dos COVs

Para a caracterizagdo do perfil quimico dos volateis liberados foram
feitas aeragdes segundo os métodos propostos por Moraes et al. (2009). Foram
realizadas aeragdes com todas as espécies de plantas, sem injdria e tratadas com

os tratamentos descritos na secdo 5.5. Os vasos com plantas foram envolvidos
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com papel aluminio, para evitar qualquer contaminacdo com volateis de solo
durante a aeragdo, e colocadas em camaras de vidro (volume de 10 L).

O ar entrou no sistema impulsionado por uma bomba de compressdo a
um fluxo de 1,0 L/min, antes de entrar nas camaras onde se encontravam as
plantas, o ar foi purificado com carvéo ativado e conduzido por mangueiras de
politetrafluoretileno (PTFE), até a cAmara. Para escoar o ar das cdmaras na parte
superior das mesmas foi conectada uma bomba de vacuo com fluxo de 0,6
L/min, criando assim um sistema “push-pull” com pressdo positiva dentro das
camaras, este sistema evita a entrada de ar de fora das camaras e impede a
contaminagdo das amostras. Na saida do ar da cdmara foi conectado um tubo de
vidro contendo 100 mg de adsorvente Porapak Q, onde ficavam retidos os
compostos quimicos. O periodo de aeragdo foi de quatro dias, e foi coletada uma
amostra a cada 24 h. Os volateis coletados em cada periodo foram eluidos com 1
mL do solvente organico n-hexano e pré-concentrados para 100 pul com fluxo
suave de N,. Antes de cada aeracgdo os tubos contendo adsorvente foram limpos
com n-hexano e aquecidos a 200°C sobre fluxo de N, por 40 minutos. As
amostras foram armazenadas a -20°C.

Para analise as amostras foram divididas em uma aliquota de 100 uL e 1
pL do composto n-tetracosano foi adicionado como padrio interno (PI), na

concentragdo final de 0,005mg/mL(5 pg/mL).
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Foto: Aline M. Dias

Figura 5 Sistema push-pull de coleta de volateis de plantas. Em detalhe
camaras de vidro com plantas de milho no terceiro estagio vegetativo

Legenda: A- cdmara de vidro de boro silicato; B- canal de entrado do ar; C- tubo de
vacuo do sistema; D- tubo de compressdo do sistema; E- tubo de vidro com
adsorvente; F- canal de saida do ar.

As amostras foram analisadas em cromatografo gasoso (CG) (Agilent
7890, coluna apolar DB-5, 0,32 mm de didmeto x 60 m de comprimento, filme
1,0 um, Supelco, Bellefonte, PA, EUA), com detector de ionizacdo por chama
(DIC) a 250°C e um programa na temperatura de 50°C/1 min, 15°C/min a
250°C/20 min. Um microlitro de cada amostra foi injetado usando o modo
“splitless” com Hélio utilizado como gas de arraste. Para identificagdo dos
compostos (analise qualitativa) extratos selecionados foram analisados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria massa de CG-EM (Agilent 5975

C) equipado com analisador quadrupolar, em coluna apolar DB-5 (0,25 mm de
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diametro x 30 m de comprimento, com filme 0,25 um, Supelco, Bellefonte, PA,
EUA), com ionizag@o de impacto de elétrons (70-eV, temperatura 200°C) e com
um injetor “splitless”. Novamente foi utilizado Hélio como gas de arraste. Os
dados foram coletados e analisados com o software ChemStation. A
identificagdo dos compostos foi obtida por comparacdo do padrio de
fragmentacdo dos compostos da amostra com o de dados catalogados em
bibliotecas espectrais (NIST) e através do célculo do indice de retengdo (IR).
Para isto uma mistura de padrdes de Alcanos (C9-C21) foi injetada, nas mesmas
condicdes descritas anteriormente. Para a confirmagdo final, o padrio de
fragmentacdo e o IR dos compostos foram comparados com os dados obtidos da

injecdo de padrdes auténticos, quando este ndo for disponivel.

5.7 Analises Estatisticas

Para analisar os dados de escolha inicial do parasitoide 7. podisi foi
realizada uma analise de regressdo logistica para estimar a probabilidade de
escolha para cada um dos tratamentos. O teste de ¥ de Wald foi utilizado para
avaliar a hipdotese de ndo preferéncia (50% de probabilidade de escolha para
cada area do olfatobmetro) por um tratamento particular. O tempo médio de
residéncia em cada area do olfatometro em cada combinagdo de tratamentos foi
calculado e submetido ao teste de Wilcoxon. Foi realizada somente a analise

qualitativa, que ndo necessita de testes estatisticos.

5.8 Origem dos compostos

Os padrdes de compostos quimicos utilizados para confirmar a

identidade quimica dos volateis liberados pelas plantas avaliadas foram obtidos

de: 1- a-pineno (98%,), canfeno (75%), benzotiazol (96%), B-pineno (99%), B-
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mirceno (90%), (Z)-3-acetato de hexenila (98%), limoneno (97%), B-ocimeno,
benzaldeido, indol (98,5%) e salicilato de metila, foram adquiridos da
SigmaAldrich (Steinheim, Alemanha). 2- Linalol e [-cariofileno foram
adquiridos da TCI-América (Portland, EUA). 3- Geranil acetona da TCI-Japao
(Téquio, Japdo), 4 Os compostos DMNT e TMTT foram sintetizados a partir do
geraniol e (E,E)-farnesol, respectivamente, por oxida¢do de seus aldeidos
correspondentes, seguida por metilena¢do de Wittig (LEOPOLD, 1990), estes
compostos foram fornecidos pelo Dr. Michael Birkett do Rothamsted Research
(UK) e 5- O hexano foi obtido da Fischer Scientific (Loughborough,

Leiscestershire, UK) e re-destilado antes do uso.
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6 RESULTADOS

Nos testes onde se contrastou ar limpo e ar limpo, ndo houve diferenca
entre a primeira escolha (p=0,796, ¥*>=0,066, g.1.=1, N=60) e tempo de residéncia
(W=1007,5, p=0,355, g.1.=1, N=60) do parasitoide 7. podisi, comprovando que

o sistema de bioensaio ndo condiciona a resposta do parasitoide (Figura 6).

A
60 (4)
1 0,5 0 0,5 1
Proporgdo de resposta do
inseto
B
300 200 100 0 100 200 300

Tempo de Residéncia (s)

Figura 6 Primeira escolha (A) e o tempo de residéncia (B) do parasitoide T.
podisi de bioensaios em olfatdmetro tipo Y onde foi oferecido ar
limpo nos dois bragos do olfatémetro

Legenda: As andlises das primeiras escolhas foram realizadas por regressdo logistica e
foi realizado um teste estatistico ¥ de Wald para avaliar a significancia. O
tempo de residéncia nos tratamentos foi analisado por teste de Wilcoxon. No
grafico A as barras horizontais indicam a propor¢do média de resposta
calculada a partir da regressdo logistica e as linhas o IC de 95% e no gréafico B
as barras horizontais indicam o tempo de residéncia médio e as linhas o erro
padrdo. Os numeros do lado esquerdo das figuras sdo o numero total de
insetos testados com resposta. Os nimeros entre parénteses representam o
numero de insetos que ndo responderam ao tratamento testado.
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Em plantas de feijdo guandu ndo houve diferenga significativa para
primeira escolha e tempo de residéncia para nenhum dos tratamentos nas
combinagdes: sem injuria versus ar limpo (SIxAr) (p=0,25, ¥*=1,318, g.l.=1,
N=61) (W=822, p=0,377, g.1.=1, N=61); injaria de herbivoria versus sem injuria
(HxSI) (p=0,701, ¥>=0,147, gl=1, N=61) (W=1000, p=0,698, g.l=1, N=61);
injaria de herbivoria versus ar limpo (H+OxAr) (p=0,439, %*>=0,598,g.1.=1,
N=60) (W=899, p=0,909, g.l.=1, N=60) e injuria conjunta versus injuria de
herbivoria (H+OxH) (p=0,515, ¥>=0,422, g.1.=1, N=59) (W=707, p=0,18, g.1.=1,
N=59).Houve diferenca significativa no tempo de residéncia em cada brago do
olfatdmetro somente nas combinac¢des de plantas com injuria versus plantas sem
injuria (H+OxSI) (W=1207, p=0,0310,g.1.=1, N=60), o parasitoide 7. podisi
ficou mais tempo nos bragos do olfatémetro com o odor de plantas com injuria
conjunta, porém nio houve diferenca na primeira escolha (p=0,073, ¥*>=3,206,
g.l.=1, N=60), e nos bioensaios onde plantas com injuria de herbivoria foram
contrastadas com ar limpo (HxAr) (W=129,5, p<0,001,g.l.=1, N=62)o
parasitoide 7. podisi ficou mais tempo nos bragos do olfatdmetro com injuria de
herbivoria, primeira escolha ndo foi significativa (p=0,446, ¥*>=0,579, g.1l.=1,

N=62) (Figura 7).
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Primeira escolha (A) ¢ o tempo de residéncia (B) do parasitoide 7.
podisi de bioensaios em olfatdmetro tipo Y onde foram oferecidos
odores de planta de feijao guandu com os seguintes tratamentos feitos
por fémeas de E.heros: H = herbivoria; S.I. = planta sem injuria; H+O
= herbivoria+oviposi¢do ¢ Ar = ar limpo.

Legenda: As andlises das primeiras escolhas foram realizadas por regressdo logistica e

foi realizado um teste estatistico y*de Wald para avaliar a significancia. O
tempo de residéncia nos tratamentos foi analisado por teste de Wilcoxon. *
Representa valores que foram estatisticamente significativos 0,05> p> 0,01.
No grafico A as barras horizontais indicam a propor¢do média de resposta
calculada a partir da regressdo logistica e as linhas o IC de 95% e no grafico B
as barras horizontais indicam o tempo de residéncia médio e as linhas o erro
padrdo. Os numeros do lado esquerdo das figuras sdo o mimero total de
insetos testados com resposta. Os nimeros entre parénteses representam o
nimero de insetos que ndo respondeu a nenhum dos odores apresentados.
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As fémeas de T. podisi preferiram odores de plantas de girassol com
injuria de herbivoria quando contrastadas com plantas sem injuria (HxSI) tanto
na primeira escolha (p=0,005, ¥*>=7,599, g.l.=1, N=55) quanto no tempo de
residéncia (W=1049,5, p=0,019, g.l.=1, N=55), porém no houve preferéncia
para nenhum dos odores quando foram contrastadas com plantas com injuria
conjunta (H+OxH) (primeira escolha: p=0,865, ¥*=0,028, g.l.=1, N=35) (tempo
de residéncia W=281,5; p=0,588; g.1.=1;N=35) ou ar limpo (HxAr) (primeira
escolha: p=0,123, ¥*>=2,363, gl=1, N=60) (tempo de residéncia: W=762,
p=0,613, g.l.=1, N=60). Nos demais conjuntos de tratamentos testados também
ndo houve diferenca significativa de 7. podisi tanto na primeira escolha (SIxAr:
p=0,13, ¥>=2,292 gl=1, N=62); (H+OxAr:p=0,325, ¥*=0,964, g.l.=1, N=66);
(H+OxSI: p=0,789, ¥>=0,071 g.1.=1, N=56) quanto no tempo de residéncia do
parasitoide (SIXAr:W=729, p=0,329, gl=1, N=62); (H+OxAr: W=1082,
p=0,883, g.1.=1, N=66); (H+OxSI: W=920, p=0,21, g.1.=1, N=56)(Figura 8).
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Figura 8 Primeira escolha (A) e o tempo de residéncia (B) do parasitoide T.
podisi de bioensaios em olfatdmetro tipo Y onde foram oferecidos
odores de planta de girassol com os seguintes tratamentos feitos por
fémeas de E.heros: H = herbivoria; S.I. = planta sem injuria; H+O =
herbivoria+oviposi¢do e Ar = ar limpo

Legenda: As analises das primeiras escolhas foram realizadas por regressdo logistica e
foi realizado um teste estatistico x> de Wald para avaliar a significancia. O
tempo de residéncia nos tratamentos foi analisado por teste de Wilcoxon. *
Representa valores que foram estatisticamente significativos 0,05> p> 0,01.
No grafico A as barras horizontais indicam a propor¢do média de resposta
calculada a partir da regressdo logistica e as linhas o IC de 95% e no grafico B
as barras horizontais indicam o tempo de residéncia médio e as linhas o erro
padrdo. Os numeros do lado esquerdo das figuras sdo o nuimero total de
insetos testados com resposta. Os niimeros entre parénteses representam o
nimero de insetos que ndo respondeu a nenhum dos odores apresentados.
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Nao houve diferenca significativa na resposta do parasitoide, tanto para
primeira escolha quanto para tempo de residéncia em cada braco do olfatometro
para odores de plantas de milho nos bioensaios onde se contrastou planta sem
injaria versus ar limpo (SIxAr) (p=0,176, ¥*=1,829, g.l.=1, N=54) (W=935,5,
p=0,097, g.1.=1, N=54) planta com injuria conjunta versus ar limpo (O+HxAr)
(p=0,378, ¥*>=0,774, g.1.=1, N=63) (W=1093, p=0,562, g.l.=1, N=63) e planta
com injuria conjunta versus planta com injuria de herbivoria (H+OxH)
(p=0,117, ¥*>=2,447, gl=1, N=58) (W=874,5, p=0,886, g.l=1, N=58). As
fémeas de T. podisi preferiram os odores de plantas que sofreram injuria de
herbivoria quando contrastadas com ar limpo (HxAr) (p=0,009, ¥*=6,676, g.1.=1,
N=70)(W=1713, p=0,002, g.1.=1, N=70) e plantas sem injuria (HxSI);(p<0,001,
v*=15,28, gl=1,N=55) (W=1054,5, p=0,017, g.l.=1, N=55)tanto na primeira
escolha, quanto no tempo de residéncia. Preferiu odores de plantas com injuria
conjunta quando contrastadas com plantas sem injuria (H+OxSI) na primeira
escolha (p=0,005, ¥*=7,681, g.1.=1 N=60), mas ndo houve diferenca significativa
no tempo de residéncia (W=1067,5, p=0,263, g.1.=1, N=60) (Figura 9).
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Figura 9 Primeira escolha (A) e o tempo de residéncia (B) do parasitoide T.
podisi de bioensaios em olfatdmetro tipo Y onde foram oferecidos
odores de planta de milho com os seguintes tratamentos feitos por
fémeas de E.heros: H = herbivoria; S.I. = planta sem injuria; H+O =
herbivoria+oviposi¢do e Ar= ar limpo

Legenda: As andlises das primeiras escolhas foram realizadas por regressdo logistica e
foi realizado um teste estatistico y? para avaliar a significincia. O tempo de
residéncia nos tratamentos foi analisado por teste de Wilcoxon. * Representa
valores que foram estatisticamente significativos 0,05 > p> 0,01, e **
p<0,001. No grafico A as barras horizontais indicam a propor¢ao média de
resposta calculada a partir da regresso logistica e as linhas o IC de 95% e no
grafico B as barras horizontais indicam o tempo de residéncia médio e as
linhas o erro padrdo. Os nimeros do lado esquerdo das figuras sdo o numero
total de insetos testados com resposta. Os numeros entre parénteses
representam o numero de insetos que ndo respondeu a nenhum dos odores
apresentados.
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Houve diferenga qualitativa dos compostos entre os tratamentos de
plantas de feijio guandu. Os compostos [-mirceno, ¢y-terpineno, foram
detectados somente em plantas com injuria conjunta; os compostos heptanal, 1-
octen-3-ol, 3-octanol, linalol e4-etilbenzaldeido estavam presentes em plantas
sem injuria; ¢ o composto decano somente em plantas com herbivoria; os
compostos B-pineno, undecano e geranil acetona estavam presentes em plantas
com injuria de herbivoria e conjunto ¢ o composto (Z)-3-acetato de hexenila

presente nos tratamentos sem injuria e conjunto (Tabela 2) (ANEXOS C, D ¢ E).

Tabela 1 Compostos identificados em plantas de feijao guandu submetidas a
diferentes tratamentos de injuria, a partir de extratos de aeragdo. Os
compostos foram identificados por analise de CG_EM

FEIJAO GUANDU

n° Composto TR IR SI  Herb Conj
1  a-pineno 7,02 939 X X X
2 1l-octen-3-ol 8,14 978 X

3  B-pineno 8,19 982 X X
4 6-metil-5-hepten-2-ona 8,29 985 X

5  B-mirceno 8,45 990 X
6  3-octanol 8,62 995 X

7  Decano 8,74 1000 X

8  (Z)-3-acetato de hexenila 8,81 1004 X X
9  2-etil-1-hexanol 9,48 1032 X X
10 Limoneno 9,59 1033 X X
11 (E)-B-ocimeno 10,04 1049 X X
12 y-terpineno 10,41 1062 X
13 Undecano 11,60 1100 X X
14 Linalool 11,6 1100 X

15 Nonanal 11,72 1104 X X
16 DMNT 11,97 1114 X X
17 4-etilbenzaldeido 13,41 1170 X

18 Salicilato de metila 14,26 1192 X X
19 Dodecano 14,49 1199 X b'e
20 Decanal 14,64 1205 X X X
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“Tabela 1, conclusio”

FEIJAO GUANDU
n°  Composto TR IR SI  Herb Conj
21 Benzotiazol 15,20 1227 X X X
22  Tridecano 17,28 1300 X X
23 Tetradecano 19,93 1400 X X
24 Geranil acetona 21,10 1447 X X
25 Pentadecano 22,45 1500 X X X
26 TMTT 24,15 1571 X X X
27 Hexadecano 24,84 1599 X X X

Compostos de feijao guandu com 72 horas de aeragdo. Letra x representa a presenca do
composto. TR = tempo de retengdo; IR = indice de retengdo, SI = planta sem injuria;
Herb = injuria de herbivoria; Conj = injaria de herbivoria+oviposi¢do. X = compostos
exclusivos de planas sem injuria, X = compostos exclusivos de plantas com injuria, X =
compostos exclusivos de plantas com injuria por herbivoria, X = compostos exclusivos
de plantas com injuria herbivoria+oviposi¢ao.

Houve diferenca qualitativa dos compostos entre os tratamentos de
plantas de girassol. O composto ciclohexil isotiocianato ¢ o B-gurjuneno estavam
presentes somente em plantas sem injuria; e os compostos 3-hexanona, 2-
hexanona, 4-metil-3-penten-2-ona, 2-hexanol, 4-hidrox-4-metil-2-pentanona, 3-
mirceno eciclohexil isocianato, presentes em plantas com herbivoria e injuria

conjunta (Tabela 2) (ANEXO F e G).
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Tabela2 Compostos identificados em plantas de girassol submetidas a
diferentes tratamentos de injuria, a partir de extratos de aeragdo. Os
compostos foram identificados por andlise de CG_EM

GIRASSOL
n° Composto TR IR SI  Herb Conj
1 3-hexanona 3,89 785 X X
2 2-hexanona 3,95 790 X X
3 4-metil-3-penten-2-ona 4,08 970 X
4 2-hexanol 4,15 805 X
5 4-hidroxi-4-metil-2-pentanona 4,83 839 X
6 o-tujeno 6,81 930 X X
7 oa-pineno 7,02 939 X X X
8 Camfeno 7,46 956 X X X
9  3-metil-2-ciclopentenona 7,7 964 X
10 Sabineno 8,04 977 X X X
11 B-pineno 8,19 982 X X X
12 6-metil-5-hepten-2-ona 8,29 985 X X
13 B-mirceno 8,45 990 X X
14 Ciclohexil isocianato 8,73 1000 X
15 Octanal 8,82 1003 X
16 2-etil hexanol 9,49 1032 X X X
17 o-terpineno 9,24 1020 X
18 Limoneno 9,59 1033 X X X
19 (E)-B-ocimeno 10,04 1049 X X X
20 y-terpineno 10,41 1062 X X X
21 Undecano 11,6 1100 X X X
22 Nonanal 11,72 1104 X X X
23 DMNT 11,97 1114 X X X
26 Salicilato de metila 14,26 1192 X X X
27 Dodecano 14,49 1199 X X X
28 Decanal 14,64 1205 X X X
29 Benzotiazol 15,2 1227 X X
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“Tabela 2, conclusio”

n° Composto TR IR SI  Herb Conj
30 Ciclohexil isotiocianato 15,44 1236 X

31 Tridecano 17,28 1300 X X X
32 Tetradecano 19,93 1400 X X X
33 PB-cariofileno 20,5 1423 X X X
34 pB-gurjuneno 20,78 1435 X

35 Geranil acetona 21,1 1448 X X X
36 Pentadecano 22,45 1500 X X X
37 TMTT 24,15 1572 X X X
38 Hexadecano 24,84 1600 X X X

Compostos de girassol com 72 horas de aeracdo. Letra x representa a presenga do
composto. TR = tempo de retengdo; IR = indice de reteng¢do, SI = planta sem injuria;
Herb = injuria de herbivoria; Conj = injuria herbivoriatoviposi¢do. X = compostos
exclusivos de planas sem injuria, X = compostos exclusivos de plantas com injuria, X =
compostos exclusivos de plantas com injuria herbivoria+oviposicao.

Na analise qualitativa dos compostos presentes em plantas de milho os
compostos que diferiram foram os compostos: benzaldeido presente somente nas
plantas com dano conjunto; 2-etil-1-hexanal presente somente nas plantas com
tratamento de herbivoria e conjunto, e (£)-2-octenal, etanol, indole, um
sesquiterpeno, a-muuroleno e PB-cadineno presentes somente nas plantas sem

injaria (Tabela 3) (ANEXOS H, I e J).



55

Tabela3 Compostos identificados em plantas de milho, submetidas a
diferentes tratamentos de injuria, a partir de extratos de aeragdo. Os
compostos foram identificados por andlise de CG_EM

MILHO

n° Composto TR KI SI  Herb Conj
1 Benzaldeido 7,67 960 X
2 6-metil-5-hepten-2-ona 8,29 985 X X X
3 -mirceno 8,45 990 X
4 Octanal 8,8 995 X
5 2-etil-1-hexanal 9,48 1032 X X
6 Limoneno 9,59 1033 X X X
7 (E)-B-ocimeno 10,04 1049 X X X
8 (E)-2-octenal 10,30 1058 X

9 Linalol 11,6 1100 X X X
10 Nonanal 11,72 1104 X X X
11 DMNT 11,97 1114 X X X
12 Salicilato de metila 14,26 1192 X X X
13 Dodecano 14,49 1199 X X X
14 Decanal 14,64 1205 X X X
15 Benzotiazol 15,20 1227 X X X
16 Ciclohexil isotiocianato 15,44 1236 X X X
17 indole 17 1290 X

18 Tridecano 17,28 1300 X X X
19  (+)-Ciclosativeno 19,11 1370 X X X
20 Tetradecano 19,93 1400 X X X
21 B-cubebeno 20,46 1422 X X X
22 Sesquiterpeno ? 20,75 1433 X

23 Geranil acetona 21,10 1447 X X X
24 o-muuroleno 21,99 1482 X

25 Pentadecano 22,45 1500 X

26 A-cadineno 22,55 1512 X X X
27 B-cadineno 22,92 1520 X

28 TMTT 24,15 1571 X X X
29 Hexadecano 24,84 1599 X X X

Compostos de plantas de milho com 72 horas de aeragdo. Letra X representa a presenca
do composto. TR=tempo de retenc¢do; IR = indice de retengdo, SI = planta sem injuria;
Herb = injaria de herbivoria; Conj = injuria herbivoria+oviposi¢cdo. X = compostos
exclusivos de planas sem injuria, X = compostos exclusivos de plantas com injuria, X =
compostos exclusivos de plantas com injuria herbivoria+oviposicao.



56

7 DISCUSSAO

Insetos parasitoides utilizam varias pistas para encontrar seu hospedeiro,
muitas vezes estes sdo dificeis de encontrar na natureza, como no caso de
parasitoides de ovos, assim estes insetos utilizam pistas especificas que
fornecem as pistas da presenga de seu hospedeiro. Dentre elas os COVs
fornecem informagdes essenciais durante a busca. O parasitoide 7. podisi
apresentou um comportamento de atracdo a volateis de plantas de girassol, milho
e feijdo guandu que sofreram injaria de seu hospedeiro preferencial, o percevejo
E. heros.

A resposta do parasitoide foi diferente para cada espécie de planta
utilizada. 7. podisi foi atraido por volateis de plantas de girassol e milho que
sofreram herbivoria de E. heros, mas ndo respondeu aos volateis deste
tratamento em plantas de feijio guandu. Resultados similares foram observados
nos trabalhos de Michereff et al. (2011) e Moraes et al. (2005, 2009) onde o
parasitoide T. podisi foi atraido por volateis de plantas de soja que sofreram
injuria de herbivoria de E. heros.

O padrao de respostas das fémeas de 7. podisi frente as combinacdes de
tratamentos realizadas durante os bioensaios foi diferente dependendo da espécie
de planta. Por exemplo, o parasitoide preferiu o odor de plantas de milho com
injuria de herbivoria quando contrastadas com odores de plantas sem injdria e
com ar limpo. J4 em plantas de girassol somente quando contrastou o odor de
plantas com injuria de herbivoria com o de plantas sem injuria. Diferengas no
padrdo de resposta dos parasitoides podem ser influenciadas por diferenga nos
cultivares de uma mesma espécie de planta, como foi comprovado por Michereff
et al. (2011). Logo, era esperado que plantas diferentes, apresentando um perfil
quimico especifico, promovessem um padrdo comportamental diferenciado em

T. podisi. Este resultado confirma a hipdtese de que plantas de milho e girassol
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no terceiro estagio vegetativo, quando injuriadas por herbivoria do percevejo E.
heros, emitem volateis que sdo atrativos para 7. podisi, assim como a hipdtese
de que a resposta olfativa preferencial do parasitoide varia entre as diferentes
espécies de planta.

T. podisi foi atraido por odores de plantas de girassol com injuria de
herbivoria e plantas de milho com injtria conjunta somente quando esses odores
foram contrastados com o de plantas sem injuria. Este resultado pode ser
explicado pela “hipétese do contraste olfativo” durante o forrageio do
parasitoide, proposta por Hilker ¢ McNeil (2008). Estes autores sugerem que o
parasitoide necessita de um contraste de pistas, pois muitas vezes o odor de uma
planta com injuria ¢ uma pista mais detectavel pelo parasitoide quando ele é
oferecido juntamente a um background, isto é, o odor de uma planta sem injuria.
Tendo como exemplo o parasitoide Chrysonotomyia ruforum Krausse
(Hymenoptera, Eulophidae) especializado em moscas-serra, o parasitoide foi
atraido pelo composto (E)-B-farneseno (composto presente em maior quantidade
em odores de pinheiros quando sofrem oviposi¢do do herbivoro) quando o
composto foi oferecido conjuntamente ao odor de pinheiros sem injdria
(HILKER et al., 2002; MUMM et al., 2003; MUMM; HILKER 2005).

Sabendo que 7. podisi ¢ um parasitoide de ovos esperava-se que
preferisse odores de plantas com injiria conjunta quando contrastados com
odores de plantas que sofreram injuria de herbivoria, como foi demonstrado no
trabalho de Colazza (2004) e Colazza, Mcelfresh e Millar (2004), em que o
parasitoide 7rissolcus basalis preferiu plantas com injuria de oviposicdo +
herbivoria do percevejo verde, Nezara viridula. No entanto, T. podisi ndo
mostrou o mesmo padrao de resposta, ja que ndo houve resposta significativa na
escolha inicial do parasitoide a nenhum dos dois odores em todas as espécies de
planta. Houve preferéncia para o odor de planta com injtria conjunta somente na

primeira escolha do parasitoide em plantas de milho, e tempo de residéncia do
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parasitoide em plantas de feijdo guandu, ambos somente quando contrastados
com plantas sem injuria. Muitas vezes os parasitoides se orientam pela
quantidade e propor¢do de compostos existentes na fonte de odor (MORAES et
al., 2005), uma vez que em ambos os bragos foram oferecidos odores de
herbivoria, a propor¢do dos volateis presentes no olfatdmetro pode ter tornado a
pista de oviposi¢do menos atrativa. Esta hipotese deve ser avaliada analisando
quantitativamente as misturas de volateis presentes nos estratos dos diferentes
tratamentos.

A ndo atragdo do parasitoide para plantas que tinham injaria de
oviposi¢do pode ser explicada pelo mesmo motivo proposto por Michereff et al.
(2011) e Moraes et al. (2008). Nestes trabalhos 7. podisi foi atraido por odores
de plantas de soja que sofreram herbivoria, ¢ ndo preferiu odores de plantas
quando estas eram tratadas com oviposi¢do ou herbivoria + oviposi¢do. Esse
padrido de resposta pode ser explicado pelo fato de as fémeas de parasitoides
geralmente selecionarem hospedeiros mais novos. Uma vez que o material
amnidtico do ovo € mais facil de ser metabolizado pelo parasitoide que quando
os tecidos do hospedeiro ja estdo formados (BARRETT; SCHMIDT, 1991;
GODIN; BOIVIN, 2000; PAK, 1986).

No trabalho de Moraes et al. (2008b), infere-se que a ndo preferéncia de
T. podisi para plantas com oviposi¢do e injuria conjunta pode ter sido pelo
desligamento da rota de jasmonato provocado pela oviposi¢do de E. heros. Para
conferir se essa resposta fisioldgica ocorre em plantas de girassol e milho ¢ se
relaciona com a resposta comportamental do parasitoide observada neste
trabalho, serfo feitas analises quantitativas dos compostos e experimentos com a
injuria de oviposicdo isoladamente.

A resposta de T. podisi para os odores de plantas de feijio guandu com
injuria de herbivoria difere dos resultados prévios reportados por Moraes et al.

(2005). Eles observaram que o parasitoide foi atraido por odores de plantas com
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injuria de herbivoria quando contrastadas com plantas sem injuria. Duas
possiveis explica¢des para esta resposta diferente do parasitoide podem ser: 1- a
indugdo diferencial de COVs nas cultivares utilizadas em cada trabalho e 2-
variagdes nos procedimentos experimentais que podem influenciar a indugéo das
plantas. Neste trabalho foram utilizadas trés fémeas virgens, e no de Moraes et
al. (2005) foi utilizado extrato salivar de cinco fémeas.

Nos testes com plantas de milho o comportamento do parasitoide foi
diferente comparado as outras plantas. 7. podisi preferiu odores de plantas com
injuria de herbivoria tanto quando contrastados com os de planta sem injaria
quanto quando contrastadas com ar. O parasitoide também foi atraido por odores
de plantas com injuria conjunta quando contrastadas com odor de plantas sem
injaria. Este resultado mostra mais uma vez que o background pode ser
determinante no comportamento de forrageio do parasitoide, pois o odor de
plantas com injuria conjunta ndo atraiu o parasitoide quando contrastado com ar,
mas o parasitoide se orientou para este odor quando foi contrastado com odores
de plantas sem injuria (HILKER; MCNEIL, 2008; MUMM; HILKER, 2005). Ja
o tempo de residéncia em cada brago foi significativamente maior somente nos
bragos do olfatémetro dos testes onde a planta apresentava injuria de herbivoria.
Mais uma vez se confirma que o odor de uma planta que sofreu injuria de
herbivoria ¢ mais atrativo ao parasitoide.

Considerando os resultados de uma forma geral podemos observar que a
presenca da indugfo de herbivoria nas plantas € o indicativo mais importante no
comportamento de forrageio de 7. podisi orientando o parasitoide para habitats
onde a probabilidade de achar ovos é maior

Os parasitoides, em geral, dispdem de um curto espaco de tempo para o
ataque e uso eficiente do hospedeiro (VINSON, 1998). Zhou et al. (2014)
observaram que a idade do ovo do pentatomideo Podisus maculiventris (Say)

(Hemiptera: Pentatomidae) influenciou no tempo de desenvolvimento de machos
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do parasitoide 7. podisi, quanto mais velhos eram os ovos do percevejo maior
era o tempo de desenvolvimento do parasitoide. Esse resultado mostra uma
desvantagem do parasitismo de 7. podisi em ovos mais velhos, uma vez que esta
espécie € arrenotoca (ovos ndo fecundados geram machos); como o macho
emerge primeiro que a fémea, este atraso pode fazer com que a fémea, ao
emergir, ndo encontre parceiro para copula, assim tendo uma préxima prole
somente de individuos machos.

Neste trabalho plantas com injuria de herbivoria e oviposi¢do foram
menos atrativas para 7. podisi que plantas com injuria de herbivoria somente. A
auséncia de resposta frente a plantas com o dano conjunto pode explicar-se pelo
intervalo de tempo entre a oviposi¢do e a realiza¢do dos bioensaios (72 h apds a
oviposi¢do). Neste intervalo de tempo a viabilidade de T. podisi ¢ reduzida em
relagdo ao parasitismo em ovos de E. heros de 24 a 48 h. Desta maneira a
resposta a volateis de herbivoria pode assegurar que o parasitoide localize
ambientes onde a densidade de percevejos € alta e consequentemente a chance
de encontrar ovos seja maior.

O perfil quimico das plantas sem injuria mudou qualitativamente quando
estas plantas sofreram injuria de herbivoria de E. heros. Plantas de milho, feijdo
e girassol apresentaram compostos diferentes. Podendo ser este o motivo da
atracdo do parasitoide 7. podisi para plantas com injuria de herbivoria. Para
avaliar esta hipdtese serdo conduzidas andlises quantitativas dos perfis quimicos
dos COVs em plantas sem injuria ¢ induzidas por injurias de percevejos.

Muitas vezes somente a diferenca qualitativa ndo interfere na
preferéncia do parasitoide, principalmente quando se trata de um parasitoide
generalista (VET et al., 1998, 1999), como ¢ o caso de 7. podisi. Ao realizar as
analises quantitativas, caso mostre que ndo houve diferenga entre os tratamentos

com plantas de feijdo guandu, mesmo apresentando diferenca qualitativa entre
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os tratamentos, este pode ser o motivo pelo qual o parasitoide ndo foi atraido por
estas plantas, tratando-se de sua primeira escolha.

Existe um amplo registro na literatura que sugere que as diferencas
quantitativas (quantidades e propor¢des nas misturas de compostos volateis) sdo
relevantes para que o parasitoide identifique/selecione COVs de plantas
injuriadas por insetos (MUNN; HILKER, 2005; RODRIGUEZ-SAONA et al.,
2002). Para o sistema tri-trofico em estudo (planta-percevejo-parasitoides de
ovos) Michereff et al. (2011) e Moraes et al. (2005, 2009) observaram que a
mudan¢a do perfil quimico das plantas de soja ¢ somente quantitativa. Por
exemplo, plantas de soja ao serem atacadas por fémeas de E. heros emitem uma
maior quantidade de compostos comparado a plantas sem injuria ou plantas
injuriadas por machos (MORAES et al., 2005). Em forma similar quando ocorre
herbivoria na planta, a emissdo de compostos volateis ¢ maior do que quando
ocorre oviposi¢do ou herbivoria + oviposicdo (MICHEREFF et al., 2011;
MOARAES et al., 2009). Em todos os casos citados 7. podisi foi atraido para a
mistura de COVs emitido pelas plantas com injuria de herbivoria (MICHEREFF
et al., 2011; MORAES et al., 2005, 2008a). Logo ndo se pode afirmar que a
mudanga qualitativa em plantas de milho e girassol foi a causa da atragdo do
parasitoide para os tratamentos. Adicionalmente, para inferir se a oviposi¢do
realmente influencia no perfil da planta e no comportamento do parasitoide
durante o seu forrageio, experimentos onde se avalia somente a oviposi¢cdo
devem ser conduzidos.

Volateis constitutivos de hospedeiras principais dos percevejos da
familia Pentatomidae, como a soja, sdo atrativos para o parasitoide 7. podisi
(MACHADO et al., 2014; MORAES et al., 2005, 2008a). Girassol, feijao
guandu e milho sdo culturas em que E. heros ¢ encontrado com menos
frequéncia, podendo ser consideradas plantas hospedeiras alternativas, o que

poderia explicar a ndo preferéncia de T. podisi por plantas sem injuria quando
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contrastadas com ar limpo.Esta resposta pode estar relacionada a maior
densidade populacional do herbivoro em hospedeiros preferenciais (PANIZZI
1997,1998).

Em resumo, os resultados deste trabalho contribuem para melhor
compreensdo das interagdes tri-troficas entre plantas, percevejos e parasitoides
de ovos. Os resultados sugerem que plantas de diferentes familias
(Leguminosae, Compositae, Poaceae) respondem de maneira similar, o que
poderia sugerir que o mecanismo de indug@o de defesas pelos percevejos possui
um padrdo geral independentemente da planta injuriada. A indugdo de defesas
pelos percevejos em diferentes plantas resulta em misturas de volateis atrativas
para o parasitoide 7. podisi. O que sugere uma estratégia de busca de
hospedeiros adaptativa considerando-se que esta espécie utiliza como
hospedeiros ovos de percevejos polifagos.

Saber quais compostos volateis, ¢ de quais plantas sdo atrativos para o
parasitoide T. podisi facilita o uso e desenvolvimento de programa de controle
biologico. Os resultados obtidos neste estudo podem mostrar quais plantas
induzem defesa quando sdo atacadas por E. heros, e assim s3o mais atrativas
para o parasitoide, como visto com plantas de milho e girassol. A identificagdo
dos compostos relacionados com a atracdo dos parasitoides € o passo prévio
paraaplicacdo no campo destes conhecimentos. Uma vantagem de conhecer as
misturas de COVs que podem atrair os parasitoides ¢ que diferentes
combinagdes entre consorcios de plantas podem ser feitas, e estabelecer quais
espécies podem ser utilizadas para favorecer o controle bioldgico conservativo.
Adicionalmente a identificagdo dos compostos pode viabilizar outra estratégia
de manejo dos inimigos naturais mediante a aplicagdo direta destes compostos
(ou suas misturas) em campo para atragdo/retencdo dos parasitoides em areas

especificas.
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8 CONCLUSAO

A injaria por herbivoria e/ou oviposi¢do e herbivoria conjuntamente de
E. heros induz a produgdo de COVs em plantas de milho, feijdo guandu e
girassol. O parasitoide 7. podisi ¢ atraido por odores de plantas de milho e feijdo
guandu quando so induzidas por injuria de herbivoria e oviposi¢do e herbivoria
conjuntamente do percevejo E. heros, e odores de plantas de girassol induzidas

por herbivoria do percevejo.
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ANEXOS

ANEXO A - Criagdo do percevejo E. heros no laboratorio de Semioquimicos

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia Brasilia-DF.

Fotos:Cecilia Vieira
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ANEXO B - Criaco do parasitoide 7. podisi no laboratério de Semioquimicos

Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia Brasilia-DF




ANEXO C - Cromatograma de compostos de planta de feijao guandu sem injuria. 72h de aeragdo.
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etil-hexen-1-ol, 8) Limoneno, 9) B-E-ocimeno, 10) linalol, 11) nonanal, 12) DMNT, 13) impureza, 14) 4-etilbenzaldeido, 15) salicilato de

metila, 16) dodecano, 17) decanal, 18) Etanol,, 19) benzotiazol, 20) ciclohexil isotiocianato, 21) fenoxi propanol , 22) tridecano, 23)
tetradecano, 24) petadecano, 25) TMTT, 26) hexadecane
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ANEXO D - Cromatograma de compostos de planta de feijdo guandu com injuria de herbivoria. 72h de aeragio.
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nonanal, 10) DMNT, 11) salicilato de metila. 12) dodecano, 13) decanal , 14) benzotiazol, 15)tridecano, 16) tetradecano, 17) geranil
acetona, 18) pentadecano, 19) TMTT.
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ANEXO E - Cromatograma de compostos de planta de feijdo guandu com injuria de herbivoria+ oviposicdo. 72h de

aeracdo.
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ANEXO F - Cromatograma de compostos de planta de girassol sem injuria. 72h de aeragdo. O circulo em azul

corresponde a detalhe do cromatograma nos tempos de retengdo 20 a 24 m.
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60000
40000
20000

2 1

20.50 21.00 21.50 22.00 22.50 23.00 23.50 24.00

8.00 . . 24.00 2600  28.00

Tempo em minutos

1) a-Pineno, 2) Camfeno, 3) B-filandreno, 4) B-pinene, 5) 6-metil-5-hepten-2-ona, 6) limoneno, 7 B-E-Ocimeno, 8) y-terpinen, 9) undecano, 10)
nonanal, 11) DMNT, 12) impureza, 13) salicilato de metila , 14) dodecano, 15) decanal, 16) benzotiazol, 17) ciclohexil isotiocianato, 18)
tridecano, 19) tetradecano, 20) B-cariofileno, 21) B-gurjuneno, 22) geranil acetona, 23) petadecano, 24) TMTT, 25) hexadecane
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ANEXO G - Cromatograma de compostos de planta de girassol com injuria de herbivoria+oviposi¢do. 72h de aeragédo. O

circulo em azul corresponde a detalhe do cromatograma nos tempos de retengao 3,5 a 5,60 m.
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Tempo em minutos

1) 3-hexanona, 2) 2-hexanona, 3) 3-penten-2-ona, 4) methil-,4- 2-Hexanol, 5) 4-hidroxy-4-metil-2-Pentanona, 6) a-fielandreno, 7) a-pineno, 8)
camphene, 9) 3-methil-2-ciclopentenona, 10) B-filandreno, 11) B-pinene, 12) .6-metil-5-hepten-2-ona, 13) B-mirceno, 14) ciclohexil isocianate,
15) Octanal, 16) impureza 17) o-terpineno, 18) limoneno, 19) B-E-Ocimeno, 20) y-terpineno, 21) undecano, 22) nonanal, 23) DMNT, 24)
impureza, 25) salicilato de metila, 26) dodecano, 27) decanal, 28) benzotiazol, 29) ?, 30) tridecano, 31) tetradecano, 32) geranil acetona, 33)
petadecano, 34) TMTT, 35) hexadecano.
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ANEXO H - Cromatograma de compostos de planta de milho sem injuria. 72h de aera¢do. O circulo em azul
corresponde a detalhe do cromatograma nos tempos de retencdo 5,0 a 11 m..

ABUNDANCIA

240000
220000
200000
180000
160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000
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Tempo em minutos

6
8 1
1 1
U AL B %ﬂ%‘ﬂ N A il T T T
4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00  20.00  22.00  24.00  26.00

1) 6-metll-5-hepten-2-onA, 2) B-mirceno,3) 2-ethil-hexan-1-ol, 4) limoneno, 5) B-E-Ocimeno, 6) E)-2-octenal , 7) linalol, 8) nonanal, 9
DMNT, 24) 10) salicilato de metila, 11) dodecano, 12) decanal, 13) benzotiazol, 14) ciclohexil isotiocianato, 15) indol, 16) tridecano, 17) (+)-
ciclosativeno, 18) tetradecano, 19) sesquiterpeno ?, 20 ) sesquiterpeno , 21) geranil acetona, 22) .y-gurjuneno , 33) petadecano, 24) d-cadineno,
25)8-cadineno ,26) TMTT, 27) hexadecane.
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ANEXO I - Cromatograma de compostos de planta de milho com injuria de herbivoria. 72h de aeragao.
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Tempo em minutos

1) 6-metll-5-hepten-2-ona, 52 B-mirceno, 3) 2-ethil-1-hexanol, 4) linalol, 5) nonanal, 6) DMNT, 7) salicilato de metila,
8) dodecano, 9) decanal , 10) benzotiazol, 11) ciclohexil isotiocianato, 12) tridecano, 13) undecanal, 14) ciclosativeno,
15) tetradecano, 16) dodecanal, 17) B-cubeneno, 18) pentadecano, 19) A-cadineno, 20) TMTT, 21) hexadecano.
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ANEXO J - Cromatograma de compostos de planta de milho com injuria de herbivoria+oviposi¢do. 72h de aeragio.

ABUNDANCIA
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L T T
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1) heptanal, 2) (E)-2-hexenal, 3) Benzaldeido, 4) 6-metil-5-hepten-2-ona, 5) B-mirceno, 6) octanal, 7) 2-etil-1-hexanol, 8) (E)-B-ocimene, 9)
linalol, 10) nonanal, 11) DMNT, 12) salicilato de metila, 13) dodecane, 14) decanal ,15)benzotiazol, 16) ciclohexil isotiocianato, 17)
tridecano, 18) undecanal, 19) ciclosativeno, 20) tetradecano, 21)dodecanal, 22)Bcubeneno, 23) pentadecano, 24) delta-cadinene, 25) TMTT,
26) hexadecane.
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