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RESUMO

As plantas liberam compostos organicos volateis que podem ativar a defesa em
plantas, além de interferir no comportamento dos herbivoros e inimigos naturais.
No presente estudo o objetivo foi avaliar como a exposi¢do de plantas de soja
Glycine max L. (Fabales: Fabaceae) a Compostos Organicos Volateis - COVs
sintéticos afeta as plantas, percevejo marrom da soja, Euschistus heros
(Fabricius, 1794) e o parasitoide de ovo Telenomus podisi Ashmead
(Hymenoptera: Platygastridae). Foram testadas trés diferentes cultivares de soja,
definidas por estudos preliminares, uma resistente a pulgdo, Dowling e duas
suscetiveis, BR-16 e Jatai. As plantas foram pulverizadas com os COVs acetato
de (cis)-3-hexenila, salicilato de metila, (cis)-jasmona e o (trans)-2-octen-1-ol.
Os experimentos realizados com as plantas expostas aos COVs tiveram o
objetivo de responder as seguintes hipdteses: (i) as plantas de soja tratadas pelos
COVs tém a sua defesa induzida; (ii) alteracBes induzidas pelos COVs na
emissdo dos volateis afetam a atracdo do T. Podisi; (iii) as plantas induzidas
pelos COVs afetam no desenvolvimento do percevejo marrom (E. heros); (iv) a
exposicdo aos COVs alteram no peso da parte aérea e da raiz das plantas
induzidas; (v) acdo dos volateis de plantas induzidas pelos COVs afetam no
comportamento de parasitoides e percevejos em area de campo com soja. Os
resultados demonstraram que 0s compostos: acetato de (cis)-3-hexenila e
salicilato de metila afetaram a producdo e liberacdo das misturas de COVs,
formados por acetato de (cis)-3-hexenila, (trans)-f-ocimeno, (trans,trans)-a-
farneseno e (trans,trans)-4,8,12-trimetil-1,3(trans),7(trans),11-tridecatetrae (TMTT),
sendo que estes volateis podem ser responsaveis pela atragdo do parasitoide de
ovo T. podisi, e também afetam no comportamento de busca por alimento e
sitios de oviposicao além do desenvolvimento do percevejo marrom E. heros. A
exposicdo das plantas aos COVs ndo interferem no desenvolvimento inicial da
planta. No ensaio de campo foi verificada a presenca de parasitoides
pertencentes a varias familias, principalmente da familia Platygastridae. Embora
ndo tenham sido observadas diferengas na abundancia de percevejos. A
pulverizacdo com o acetato de (cis)-3-hexenila e salicilato de metila influenciam
na interacdo tritrofica entre plantas induzidas, o parasitoide T. podisi e 0
percevejo E. heros.

Palavras-chave: Glycine max. Volateis. Interacdo tritréfica. Telenomus
podisi. Euschistus heros.



ABSTRACT

The plants release volatile organic compounds that can activate the defense in
plants, besides interfere in the herbivores behavior and natural enemies. In this
study had as objective to evaluate how exposure of soybean plants Glycine max L.
(Fabales: Fabaceae) to Volatile Organic Compounds - VOCs synthetic affect the
plants, brown stink bug, Euschistus heros (Fabricius, 1794) and the egg parasitoid
Telenomus podisi Ashmead (Hymenoptera: Platygastridae). Three different
soybean cultivars were tested, defined by preliminary studies, one resistant to
aphid, Dowling and two susceptible, BR-16 and Jatai. The plants were sprayed
with VOCs (cis)-3-hexenyl acetate, methyl salicylate, (cis)-jasmone and (trans)-2-
octen-1-ol. The experiments conducted with plants exposed to VOCs were
intended to answer the following assumptions: (i) the soybean plants treated by
VOCs have their induced defense; (ii) changes induced by VOCs in the volatile
emission affect the attraction of T. Podisi; (iii) plants induced by VOCs affect the
development of brown stink bug (E. heros); (iv) exposure to VOCs change in
weight of shoot and root of the induced plants; (v) action of plant volatiles induced
by the VOCs affect in the parasitoid behavior and bugs in soybean field area. The
results showed that the compounds: (cis)-3-hexenyl acetate and methyl salicylate
affect the production and release of VOCs mixtures formed by (cis)-3-hexenyl
acetate, (trans)-S-ocimene, (trans,trans)-oa-farnesene and (trans,trans)-4,8,12-
trimethyl-1,3(trans),7(trans),11-tridecatetraene (TMTT), and these volatiles may be
responsible for attraction of egg parasitoid T. podisi, and also affect the food by
seeking behavior and oviposition sites in addition of the development of brown
stink bug E. heros. Plants’ exposure to VOCs do not interfere in the initial
development of the plant. In the field test was verified the parasitoids presence
belonging to several families, mainly from Platygastridae family. Although no
differences were observed in the bugs abundance. Spraying with (cis)-3-hexenyl
acetate and methyl salicylate influence in the tritrophic interaction among induced
plants, parasitoid T. podisi and the stik bug E. heros.

Keywords: Glycine max. Volatile. Tritrophic interaction. Telenomus podisi.
Euschistus heros.



Figura 1

Figura 2

Figura 3

Figura 4

LISTA DE FIGURAS

ARTIGO 1

Proporcéo de respostas de fémeas de Euschistus heros no olfatdmetro
em Y para a cv Dowling no estadio (R2) submetidas a diferentes
tratamentos de exposicio a COVs. Controle: agua destilada.
Tratamentos: salicilato de metila, acetato de (cis)-3-hexenila, em
concentracdo de 1,0x10°M. * 0,05>P>0,01; ** 0,01>P>0,001 pelo teste
de (%) de Wald. NGmeros entre parénteses representam os insetos que
ndo responderam a nenhum dos tratamentos apresentados. Com total de
bioensaios: 42 (salicilato de metila); 41 (acetato de (cis)-3-hexenila; 24
(controle (Agua destilada))..........uuueereeerrereersirnessereseeseese e

Proporcéo de respostas de fémeas de Euschistus heros no olfatbmetro
em Y para a cv Jatai no estadio (R2) submetidas ao tratamento de
exposicdo ao COV. Controle: agua destilada. Tratamentos: salicilato de
metila em concentracdo de 1,0x10°M. * 0,05>P>0,01; ** 0,01>P>0,001
pelo teste de (°) de Wald. Ndmero entre parénteses representam 0s
insetos que ndo responderam a nenhum dos tratamentos apresentados.
Com total de bioensaios: 42 (salicilato de metila); 21 (controle (Agua
AESHHATA)).......cveveevrreierieiere e

NUmero de posturas e nimero de ovos (média + EP) de Euschistus heros
na cultivar de soja Dowling no teste com chance de escolha, nas arenas.
(A) Numero de postura; (B) Numero de ovos. As plantas foram
pulverizadas com salicilato de metila (SM), acetato de (cis)-3-hexenila
(Ac. Hex) na concentracdo de 1,0 x 10° M, e controles 4gua destilada +
Tween 20 (0,1%) e agua destilada. Os dados foram transformados em
log (x+1) para as anlises. Barras da variavel seguidas pela mesma letra
ndo diferiram significativamente entre si, pelo teste Tukey (P>0.05).........

NUmero de posturas e niimero de ovos (média + EP) de Euschistus heros
na cultivar de soja Dowling no teste sem chance de escolha, nas arenas.
(A) Numero de postura; (B) Numero de ovos. As plantas foram
pulverizadas com salicilato de metila (SM), acetato de (cis)-3-hexenila
(Ac. Hex) na concentragdo de 1,0 x 10° M, e controles agua destilada +
Tween 20 (0,1%) e agua destilada. Os dados foram transformados em
log (x+1) para as analises. Barras da variavel seguidas pela mesma letra
ndo diferiram significativamente entre si, pelo teste Tukey
(P>0.05)..ecvereieeeeinssseesieresssesssessessss s ssse st sssss st st ssssess s snssnsnnssessnssans

36

36

38



Figura 5

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Curvas de sobrevivéncia de Euschistus heros (ninfas e adultos) ao
longo de 31 dias de alimentagdo com plantas da cv Dowling
pulverizadas com salicilato de metila, acetato de (cis)-3-hexenila na
concentracdo de 1,0 x 10 M, e controles 4gua destilada + Tween
20 (0,1%) e &gua destilada...........ccoerveerieririieireie e

ARTIGO 2

Proporcdo de respostas (+EP) de fémeas de Telenomus podisi no
olfatbmetro em () para as cultivares Dowling, BR-16 e Jatai no estadio
de desenvolvimento (V3), apés 72 horas a exposicdo aos COVs.
Controle: planta pulverizada com &gua destilada. Tratamentos: salicilato
de metila, acetato de (cis)-3-hexenila, (cis)-jasmona, (trans)-2-octen-1-ol
em concentracdo de 1,0 x 10°M, e 4gua destilada + Tween 20 (0,1%).
Asterisco indica diferenca significativa entre os tratamentos vs controle
pelo teste de Wald (%), a 5% (*) ou 1% (**) de probabilidade. Os
nameros entre parénteses representam os insetos que ndo responderam a
nenhum tratamento de um total de 40 insetos avaliados...............cc.cccveneee

Proporcdo de respostas (+EP) de fémeas de Telenomus podisi no
olfatbmetro em () para as cultivares Dowling e Jatai no estadio de
desenvolvimento (R2), apds 72 horas a exposi¢do aos COVs. Controle:
planta pulverizada com &gua destilada. Tratamentos: salicilato de metila,
acetato de (cis)-3-hexenila em concentracdo de 1,0 x 10°M. Asterisco
indica diferenca significativa entre os tratamentos vs controle pelo teste
de Wald (%), a 5% de probabilidade. NUmeros entre parénteses
representam os insetos que nao responderam a nenhum tratamento de um
total de 40 iNSetos avaliados............cevveeiireiiieeiee s

Proporcdo de respostas (xEP) de fémeas de Telenomus podisi no
olfatbmetro em () para as cultivares Dowling, BR-16 e Jatai no estadio
de desenvolvimento (V3), apés 72 horas a exposicdo aos COVs.
Controle: planta pulverizada com agua destilada. Tratamentos: salicilato
de metila, acetato de (cis)-3-hexenila, (cis)-jasmona, (trans)-2-octen-1-ol
em concentracdo de 1,0 x 10°M, e agua destilada + Tween 20 (0,1%).
NUmeros entre parénteses representam os insetos que ndo responderam a
nenhum tratamento de um total de 40 insetos avaliados..............ccoveeeverinnes

44

68

69



Figura 4

Figura 5

Figura 1

Figura 2

Figura 3

Quantidade média dos volateis totais (média + EP) para as
cultivares Dowling e Jatai submetidas a diferentes tratamentos. (A)
cv Dowling no estadio V3, (B) cv Dowling no estadio R2, (C) cv
Jatai no estadio V3 e (D) cv Jatai no estadio R2. Controle: plantas
pulverizadas com agua destilada e Tween 20 (0,1%). Tratamentos:
plantas pulverizadas com acetato de (cis)-3-hexenila, salicilato de
metila na concentracdo de 1,0 x 10% M. Médias seguidas pela
mesma letra ndo diferiram significativamente entre si pelo teste de
TUKEY @ P>0.05.....cciiiiiie e

Grafico de dispersdo das varidveis canbnicas (CVA) da cultivar
Dowling no estadio de desenvolvimento vegetativo e reprodutivo,
submetidos a diferentes tratamentos de tratamentos. Baseados nos
volateis liberados no periodo de 72-96 horas depois da pulverizagao.
Controle: agua destilada. Tratamentos: acetato de (cis)-3-hexenila,
salicilato de metila na concentracdo de 1,0 x 10° M e agua destilada
+ Tween 20 a 0,1%. Os pontos representam o padrdo de resposta
das plantas de soja aos diferentes tratamentos. As linhas
representam os volateis quantificados nos tratamentos.......................

ARTIGO 3

Esgquema de campo das parcelas com plantas de soja da cultivar
Dowling utilizadas no experimento de campo, Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF. As plantas das parcelas
marcadas em (X) ndo foram avaliadas.............cc.ccoeieviiecievnninnenn,

Total de parasitoides (Média + EP) em armadilhas adesivas amarelas
instaladas nas parcelas de soja pulverizadas com acetato de (cis)-3-
hexenila e salicilato de metila e como controle (dgua destilada + Tween
20). As setas indicam o estadio de desenvolvimento que as plantas das
parcelas foram pulverizadas com 0s COVSs e 0 controle...........ccccoeveveunnae

Curva de resposta principal (PRC) da abundancia de parasitoides adultos
como funcgdo dos tratamentos: 1 Controle (agua destilada + Tween 20); 2
salicilato de metila; 3 acetato de (cis)-3-hexenila durante oito semanas. O
eixo da esquerda representa o efeito do nivel populacional dos
parasitoides incidente sobre o componente principal. O eixo da direita
mostra as familias e como foram influenciadas pelo tratamento e o
estadio da soja. O estadio da soja representa o periodo de coleta das
AMMAAINGS. ..o e

72

78

95

99



Figura 4

Figura 5

Figura 6

Figura 7

Captura de parasitoides da familia Platygastridae (Média + EP) em
armadilhas adesivas amarelas instaladas nas parcelas de soja
pulverizadas com acetato de (cis)-3-hexenila e salicilato de metila e
como controle (agua destilada + Tween 20). As setas indicam o estadio
de desenvolvimento que as plantas das parcelas foram pulverizadas
com os COVs e o controle. *Valor significativo a
(P0,05).c. ettt sttt

Captura de parasitoides (Média + EP) em armadilhas adesivas
amarelas instaladas nas parcelas de soja pulverizadas com acetato
de (cis)-3-hexenila e salicilato de metila e como controle (agua
destilada + Tween 20). A) Género Telenomus; B) Género
Trissolcus. Asterisco indica diferenga significativa entre 0s
tratamentos, dentro de data, pelo teste Tukey (P<0.05)..........cccccun...

Parasitismo em cartelas de ovos sentinela de Euschistus heros
(Média + EP) colocadas nas parcelas de soja pulverizadas com
acetato de (cis)-3-hexenila e salicilato de metila e como controle
(Agua destilada + Tween 20). (A) Ovos parasitados (%); (B) Total
de parasitoides emergidos. Asterisco indica diferenca significativa
entre os tratamentos, dentro de data, pelo teste Tukey (P<0.05).......

Densidade populacional de Pentatomidae (Média + EP) capturado
em pano de batida nas parcelas de soja pulverizadas com acetato de
(cis)-3-hexenila e salicilato de metila e como controle (adgua
destilada + Tween 20). Asterisco indica diferenca significativa entre
as cultivares, dentro de data, pelo teste Tukey (P<0.05).......c..ccccuo....

101

102

104



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 1

Tabela 2

LISTA DE TABELAS

ARTIGO 1

Valores médios (+ EP) da duracdo do periodo ninfal, do terceiro
a0 quinto instar e do desenvolvimento do terceiro instar a adulto,
de Euschistus heros em plantas de soja da cv Dowling
pulverizadas com salicilato de metila, acetato de (cis)-3-hexenila
nas concentracdes de 1,0 x 10° M e controles 4gua destilada +
Tween 20 (0,1%) e agua destilada (27 + 1 °C, UR 65 + 10 % e
fOtofase deld NI).......c.ccoviiiiiiee e

Valores médios (+ EP) da longevidade (dias) e peso (mg) de
fémeas e machos de Euschistus heros, provenientes das ninfas
alimentadas em plantas de soja da cv Dowling pulverizadas com
salicilato de metila, acetato de (cis)-3-hexenila nas concentracdes
de 1,0 x 10° M e controles 4gua destilada + Tween 20 (0,1%) e
agua destilada (27 = 10C, UR 65 + 10 % e fotofase del4 hr).........

ARTIGO 2

Quantidade de compostos organicos volateis coletados durante 24
h (média * erro padrdo em nanogramas) de plantas da cv Dowling
no estadio V3 e R2 72horas ap6s a pulverizacdo com acetato de
(cis)-3-hexenila, salicilato de metila na concentracéo de 1,0 x 107
M, agua destilada + Tween 20 (0,1%) e agua destilada (controles)

Quantidade de compostos organicos volateis coletados durante 24
h (média £ erro padrdo em nanogramas) de plantas da cultivar
Jatai no estadio V3 e R2 72 apds a pulverizagdo com salicilato de
metila na concentracdo de 1,0 x 10° M, agua destilada + Tween
20 (0,1%) e 4gua destilada (CONtroles)........cccovvvveieiisisieeie e,

41

43

75

77



(BN

21
2.2
2.3
2.4
2.5

2.6
2.7

3.1
3.2

3.3
3.4

[E=Y

21
2.2
2.3
2.4

SUMARIO

PRIMEIRA PARTE ...ttt et s
INTRODUGAOQO GERAL........otievereeeseeetees e s
REFERENCIAS.........ooviitiiiiiiecies et s
SEGUNDA PARTE . ...t e
ARTIGO 1 - Alteracéo na atracéo, oviposicao e desenvolvimento de
Euschistus heros (Heteroptera: Pentatomidae), em plantas de soja,
induzidos por acetato de (cis)-3-hexenila e salicilato de metila....................
RESUMO ... ..ottt et e ae e e ees
ABSTRACT ... e
INTRODUGAO........coieieieeeeieieeeeiesesesees s seesses s e
MATERIAL E METODOS.......cc.ooiiieiciisvieess s e
Preparagdo das plantas..........ccocreirieiiiecie s
Preparacao das solugdes com volateis sintéticos de plantas.................
Obetancéo e manutenc¢do do Percevejo-marrom, E. heros..................
Resposta olfativa do percevejo marrom, E. heros...........ccccocevvvevinnenn.
Oviposicado do percevejo-marrom, E. heros...........cccocovvveeicevcn e,
Desenvolvimento de ninfas e adultos do percevejo-marrom,

ELNBIOS. ...t s
Ensaio de alocacéo de biomassa em plantas de soja..........ccccceevevenene.
RESULTADOS......cot ettt et s e
Resposta olfativa do percevejo marrom E. heros............ccccoeeevvivinennn,
Efeitos dos COVs na oviposicao do percevejo E. heros..............c.........
Desenvolvimento ninfal do percevejo marrom E. heros em

o] ] €= 0 (IR To ] - RS TRSORS
Ensaio de alocacéo de biomassa em plantas de soja..........ccccceeevvvenene.
DISCUSSAD.......iiiiieiieineieet sttt
REFERENCIAS. ..ottt
ARTIGO 2 - Alteracdo do perfil de volateis de plantas de soja
induzidos pela aplicagdo de COVs e no comportamento de busca

do parasitoide de ovos Telenomus podisi (Hymenoptera:
Platygastridag).........cccceioiieiiecercrciies vttt e s

ABSTRACT ..ottt sttt st sn s e esas srenenas
INTRODUGAO.......ooooeeeeeeeeeeeeeisees s s ss s ssses s sesns s eenese s ss s e
MATERIAL E METODOS.......coiiiiiieeeeeeeeeeeee e
Preparagao das Plantas........ccccoocuveiieeiiniiiiie e
Preparacgédo das solugGes com volateis sintéticos de plantas..........
Parasitoide de ovos, Telenomus podiSi.........ccceeviviiiiiinnrninninnnnnns
Resposta olfativa do parasitoide de ovos, T. podiSi.........c.ccoeevveivenrnnnn.



2.5
2.6

3.1
3.2

(BN

21
2.2
2.3
2.4
24.1
2.5
2.6

3.1
3.2
3.3

Coleta e anélise de volateis das plantas de Soja..........ccc.ccoeererririenennn. 62
ANALISE BSTALISTICA. ... ...civeieceiee e s 65
RESULTADOS.... ..ottt ettt srae e ne e, 67
Atracédo do parasitoide de ovo T. podisi em olfatdmetro (Y)................ 67
Analise de VOIALEIS dE SOJa.......ccceiriririiriiiie e s 71
DISCUSSAOQ.......oouiiiieeieieiieet s 79
REFERENCIAS.........ooviitiiiiiieeies ettt e 83

ARTIGO 3 - Aplicacdo de acetato de (cis)-3-hexenila e salicilato de
metila sintéticos em plantas de soja na atracao de parasitoides em

07211 0] 0o 10U USSP 90
RESUMO ..ottt sttt n et sa e e nnene s 90
ABSTRACT ... et s re s 91
INTRODUGAO ..o steseesteseeseeeessees s es s nssns s 92
MATERIAL E METODOS........ooiooeeeeeeeeeeeeeeeee s es e e 94
Compostos organicos volateis de plantas sintéticos...........cc.ccccevvevvennnn. 94
FONtE A0S QUIMICOS. .....vveiieviriieiiie et e e 94
Desenho eXPerimental..........ccco i e 94
Amostragem de parasitOides...........ccovvvriiiecieiiccse s 96
Incidéncia e intensidade de parasitiSmo...........ccccccevevviveie v sese e, 97
Avaliacdo da populacdo de percevejos N0 CampoO.......ccccvvevvereerrearvenrenns, 97
ANALISE ESTALISTICA. ... .. s 98
RESULTADOS.......ot ettt st 99
Abundancia de parasitoides nas armadilhas adesivas................c.cc...... 99
Parasitismo de 0V0S SENtINEIA...........cooeviiieiiic e 103
ADbUNAANCIA A€ PEICEVEJOS. .. .cviiiiiiie ettt st 104
DISCUSSAD.......iiiiiiiieeineieei sttt 106
REFERENCIAS. .....ooiiiiiiiiit s 109
TERCEIRA PARTE ...ttt essssssss st st ssssssss sees 113
CONSIDERAGCOES FINAIS....cccceoeoeeeteeeeeeesseeseeessssseessssesesssssssessss e 113



16

PRIMEIRA PARTE

1 INTRODUGAO GERAL

As plantas desenvolveram capacidade de resposta a fatores biéticos e
abidticos (BALDWIN, 2010; DICKE; VAN LOON; SOLER, 2009). Essa
habilidade inclui defesas constitutivas e induzidas. A defesa constitutiva esta
relacionada a presenca das barreiras fisicas e/ou quimicas com surgimento da
presenca ou auséncia de fatores adversos na planta. Enquanto, a defesa induzida
é expressa apenas quando a planta esta sob a influéncia de estresse, com
producdo de compostos quimicos, oriundos do metabolismo secundario. Entre
estes se destacam os compostos organicos volateis (COVs), que regulam as
interacBes das plantas com o ambiente (BALDWIN, 2010; DICKE; VAN
LOON; SOLER 2009; FARAG; PARE, 2002). Esse mecanismo de defesa tem
sido estudado em plantas de importancia econémica, principalmente aguelas
atacadas por pragas e doengas (BELORTE et al., 2003).

Um exemplo de cultura com importancia econdmica € a soja G. max,
gue embora tenha uma alta producdo a incidéncia de pragas e doencgas chega a
causar até 30% na reducdo da producdo (DEGRANDE; VIVAN, 2010;
RIBEIRO; COSTA, 2000). Entre os insetos herbivoros causadores de prejuizos
estdo as lagartas desfolhadoras e o complexo de percevejos fitéfagos, no qual se
destaca o percevejo-marrom, Euschistus heros (Fabricius, 1794), o percevejo-
verde, Nezara viridula (Linnaeus, 1758), o percevejo verde pequeno, Piezodorus
guildinii (Westwood, 1837) e os percevejos barriga verde, Dichelops spp.
(Fabricius, 1794) (Hemiptera: Pentatomidae) (BELORTE et al., 2003).

O percevejo-marrom E. heros é responsavel por uma grande redugdo no
tamanho e na qualidade das sementes, além dos disturbios fisiolégicos como a

retencdo foliar, sendo que a extensdo dos danos depende do estadio de
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desenvolvimento da planta. A colonizacdo deste percevejo se inicia no final do
ciclo vegetativo da cultura, ou logo ap6s a floragdo nos estadios reprodutivos
(R1 e R2). A partir da formacdo das vagens no estadio (R3) ocorre o pico da
reproducdo dos insetos, que resulta em um aumento populacional da espécie,
prejudicando as plantas em um dos periodos mais suscetiveis da soja, que é
durante o enchimento dos gréos a partir do estadio (R5) (CORREA-FERREIRA,
PANIZZI, 1999). Na maioria das areas de cultivo o controle desta praga
acontece com a aplicacdo de inseticidas organofosforados, em periodos pré-
determinados (SOSA-GOMEZ et al., 2009). Essas aplicaces causam sérios
problemas ecoldgicos, como alteracdo na abundancia de inimigos naturais entre
outros agentes benéficos para a comunidade vegetal (BATISTA FILHO et al.,
2003).

A presenca de agentes de controle bioldgico, tais como parasitoides e
predadores em areas de cultivo agricola sdo essenciais para a regulacdo
populacional de insetos-pragas, principalmente aqueles que podem causar
prejuizos as culturas. Para a cultura da soja os parasitoides de ovos do género
Telenomus e Trissolcus sdo o0s mais efetivos no parasitismo natural
(MEDEIROS et al.,, 1997, 1998). A microvespa com maior eficiéncia na
regulacdo da populacdo de E. heros é o parasitoide de ovos Telenomus podisi
Ashmead (Hymenoptera: Platygastridae) (PACHECO; CORREA-FERREIRA,
2000). Contudo, para que os agentes de controle biol6gico possam ter sucesso na
busca pelo hospedeiro ou pela presa, é necessaria a presencga de pistas quimicas
que possibilitem uma busca mais eficiente (HARE; MORGAN; NGUYUN,
1997; SCHMIDT, 1991; STEIDLE; RUTHER, 2000).

Uma das pistas utilizadas por estes inimigos naturais sdo os COVs
liberados pelas plantas. Esses COVs sdo produzidos em uma complexa rede de
sinalizacdo do metabolismo secundario (DICKE; BALDWIN, 2010;
DUDAREVA et al., 2006; FINESCHI et al., 2013; QUALLEY; DUDAREVA,
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2008). Os COVs apresentam varias fungdes no ambiente, sendo mediadores de
varias interacdes, entre as quais, podemos citar a atracdo de polinizadores, de
dispersores de sementes e de inimigos naturais (KESSLER et al., 2013;
NINKOVIC, 2003; RODRIGUEZ; ALQUEZAR; PENA, 2013).
Adicionalmente, sdo capazes de ativar o sistema de defesa em plantas sadias,
representando assim, uma ferramenta eficiente para as defesas nas plantas
(BALDWIN, 2010). As plantas podem ser induzidas tanto pela exposicdo aos
COVs sintéticos (MORAES et al., 2009) quanto por misturas liberadas por
plantas previamente injuriadas por herbivoros (HEIL; KOST, 2006). Apds a
exposicdo é desencadeada uma alteracdo no metabolismo secundario com maior
producdo e liberacdo de volateis de folhas verdes, terpenoides e aromaticos
(ARIMURA; KOST; BOLAND, 2005; ENGELBERTH et al., 2004; HEIL;
KOST, 2006). Esses constituintes sdo produzidos pelas vias metabolicas dos
octadecanoides, acido chiquimico e 4&cido salicilico, respectivamente. A
liberacdo de volateis acontece durante todo o desenvolvimento da planta,
embora guando o tecido ¢é danificado por herbivoros, existe uma maior liberacdo
desses COVs. As misturas de volateis especificas de plantas com herbivoria
podem ser usadas pelos inimigos naturais para localizarem seus hospedeiros
(BEYAERT et al., 2010; BRUCE; PICKETT, 2011; SIDERHURST; JANG,
2010; WEI; KANG, 2006).

As plantas expostas aos COVs sintéticos sofrem alteragbes no
metabolismo, que resulta na atracdo de parasitoides e insetos herbivoros
(ARIMURA; KOST; BOLAND, 2005; BALDWIN, 2010; DICKE; BALDWIN,
2010; ENGELBERTH et al., 2004; MORAES et al., 2009). A partir disso o
objetivo geral nesta tese foi avaliar como a exposicéo de plantas de soja a COVs
sintéticos afetam as plantas, percevejos e inimigos naturais. A apresentacdo
deste trabalho foi organizada em trés artigos: no primeiro artigo, intitulado

“Alteracdo na atracdo, oviposicdo e desenvolvimento de Euschistus heros
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(Heteroptera: Pentatomidae) em plantas de soja induzidos por acetato de (cis)-3-
hexenila e salicilato de metila”, o objetivo foi avaliar o comportamento de
atracdo, oviposicdo e desenvolvimento de E. heros nos cultivares de soja
Dowling e Jatai induzidos por COVs. No segundo, intitulado “Alteracdo do
perfil de volateis de plantas de soja induzidos pela aplicacdo de COVs e no
comportamento de busca do parasitoide de ovos Telenomus podisi
(Hymenoptera: Platygastridae)”, o objetivo foi avaliar a atracdo de T. podisi para
os volateis liberados por plantas das cultivares Dowling, Jatai e BR-16 induzidos
ap6s a exposicdo ao acetato de (cis)-3-hexenila, salicilato de metila, (cis)-
jasmona e (trans)-2-octen-1-ol e o perfil de volateis liberados pelas plantas da cv
Dowling e Jatai ap6s a exposicdo aos COVs em laboratorio. No terceiro artigo,
intitulado “Aplicacdo de acetato de (cis)-3-hexenila e salicilato de metila
sintéticos em plantas de soja na atracdo de parasitoides em campo” teve a
finalidade de avaliar a abundancia de parasitoides e percevejos em parcelas de
soja expostas aos COVs sintéticos acetato de (cis)-3-hexenila e salicilato de

metila.
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SEGUNDA PARTE

ARTIGO 1 - Alteragdo na atracdo, oviposicdo e desenvolvimento de Euschistus
heros (Heteroptera: Pentatomidae), em plantas de soja, induzidos por acetato de

(cis)-3-hexenila e salicilato de metila

RESUMO

Os fatores bidticos e abidticos desencadeiam nas plantas a ativagdo do
mecanismo de defesa, com producdo de metabdlitos secundarios. Esses produtos
interagem diretamente sobre o herbivoro, ou indiretamente com plantas, inimigos
naturais e herbivoros. Neste estudo o objetivo foi avaliar os efeitos de cultivares
de soja Glycine Max L. (Fabales: Fabaceae) induzidas por COVs durante o
estadio reprodutivo (R2) no comportamento e durante o estddio (R5) no
desenvolvimento do percevejo-marrom (E. heros) e os efeitos na alocacdo de
biomassa nas plantas de soja induzidas pelos COVs. Foi verificado que as fémeas
acasaladas do percevejo foram atraidas para os volateis emitidos pelas plantas da
cv Dowling pulverizadas com acetato de (cis)-3-hexenila e salicilato de metila,
em comparacdo com os volateis emitidos pela planta controle. Os percevejos ndo
responderam para os volateis emitidos pelas plantas da cv Jatai pulverizadas com
salicilato de metila. Foi observado que as plantas da cv Dowling induzidas por
acetato de (cis)-3-hexenila e salicilato de metila afetaram o nimero de postura
nos testes de oviposicdo com chance de escolha com as fémeas de E. heros. Foi
verificada reducdo no nimero de ovos nas plantas da cv Dowling induzidas pelo
salicilato de metila no teste sem chance de escolha. Ndo foram observadas
diferencas significativas nos nimeros de ovos e posturas para as plantas da cv
Jatai induzidas pelo salicilato de metila. As plantas da cv Dowling induzidas pelo
acetato de (cis)-3-hexenila e salicilato de metila alteraram o desenvolvimento
ninfal, longevidade e mortalidade do percevejo marrom E. heros. Entretanto, ndo
foram observadas diferencas significativas no peso da biomassa vegetal das
plantas da cv Dowling e Jatai, induzidas pelos COVs. Os resultados
demonstraram que as plantas induzidas por acetato de (cis)-3-hexenila e salicilato
de metila, influenciam na atracdo, oviposi¢do e no desenvolvimento ninfal, do
percevejo marrom E. heros. Contudo o processo de indugdo pelos COVs ndo
afetam o desenvolvimento inicial da planta.

Palavras-chave: Euschistus heros. Inducdo de resisténcia. Glycine max.
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ARTICLE 1 - Change in attraction, oviposition and development of
Euschistus heros (Heteroptera: Pentatomidae), in soybean plants, induced by
(cis)-3-hexenyl acetate and methyl salicylate

ABSTRACT

Biotic and abiotic factors trigger in the plants the defense mechanism activation with
secondary metabolites production. These products interact directly on the herbivore
or indirectly with plants, herbivores and natural enemies. In this study the objective
was to evaluate the soybean effects Glycine Max L. (Fabales: Fabaceae) induced by
VOCs during the reproductive stage (R2) in behavior and during the stage (R5) in the
development of brown stink bug (E. heros) and the effect on biomass allocation in
soybean plants induced by the VOCs. It has been found that the stink bug mated
females were attracted for the volatile emitted by plants cv Dowling sprayed with
(cis)-3-hexenyl acetate and methyl salicylate compared with the volatiles emitted by
the plant control. The stink bugs did not respond to volatiles emitted by the plants cv
Jatai sprayed with methyl salicylate. It was observed that the plants cv Dowling
induced by (cis)-3-hexenyl acetate and methyl salicylate affected the number of
posture in oviposition tests with possibility of choice E. heros females. It has been
verified the reduction in the number of eggs in the plants cv Dowling induced by
methyl salicylate in the test without choice. No significant differences were observed
in the numbers of eggs and postures for plants cv Jatai induced by methyl salicylate.
Plants cv Dowling induced by (cis)-3- hexenyl acetate and methyl salicylate altered
the nymphal development, longevity and mortality of the brown stink bug E. heros.
However, no significant differences were observed in the weight of the vegetal
biomass of plants cv Dowling and Jatai, induced by VOCs. The results showed that
plants induced by (cis)-3-hexenyl acetate and methyl salicylate, influence the
attraction, oviposition and nymphal development of the brown stink bug E. heros.
However, the induction process by the VOCs do not affect the early development of
the plant.

Keywords: Euschistus heros. Induced resistance. Glycine max.
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1 INTRODUCAO

Ao longo do tempo as plantas desenvolveram a capacidade de
resisténcia a diversos fatores bidticos e abidticos (BALDWIN, 2010;
DICKE, 2009; MITHOFER; BOLAND, 2012). Essa capacidade de respostas
fisioldgicas, inclui a producdo de compostos quimicos que podem ser
translocados no xilema e floema ou liberados por varias partes da planta
(BOWLES, 1990), respostas morfoldgicas como a pubescéncia, além da
maior pigmentacdo da epiderme e a presenca de tricomas. No entanto,
normalmente a base da resisténcia é quimica, com producdo de metab6litos
secundarios de maneira continua (defesa constitutiva) ou apenas
temporariamente (defesa induzida).

Inicialmente apds a injaria ou exposicdo aos COVs sintéticos nos
tecidos vegetais € desencadeada a producdo de varios metabolitos
secundarios, como os volateis de folhas verdes, alguns terpenoides e
aromaticos (BALDWIN, 2010; DICKE, 2009; FARAG; PARE, 2002).
Posteriormente, ocorre a producdo de metabdlitos secundarios que sao
acumulados nos tecidos vegetais que, em geral, sdo os flavonoides,
alcaloides, a maioria dos terpenoides e esteroides (MITHOFER; BOLAND,
2012). Essas substancias podem alterar o comportamento e a fisiologia dos
herbivoros, como 0s percevejos da soja com efeitos negativos sobre a
longevidade de percevejos adultos e no potencial reprodutivo destes insetos-
pragas (PIUBELLI et al., 2003a).

Entre os insetos causadores de grandes prejuizos nas culturas
agricolas no Brasil, se destaca o percevejo-marrom E. heros, este fit6fago
reduz o tamanho, a qualidade dos graos e dificulta o processo de colheita
mecanizada na cultura da soja. As aplicacdes de inseticidas em periodos pré-

determinados tém favorecido a resisténcia dos insetos, elevado o custo de
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producdo, além de causar sérios problemas ecoldgicos, com reducdo de
inimigos naturais e outros agentes benéficos para a comunidade vegetal
(BATISTA FILHO et al., 2003; SOSA-GOMEZ et al., 2009).

Durante o processo de alimentacdo deste percevejo é ativado o
sistema de defesa nas plantas de soja com maior ou menor estimulo a
depender das caracteristicas genotipicas e fenotipicas das plantas
(MICHEREFF et al., 2011). Apds a ativagdo ocorre a producdo e liberacdo
de compostos organicos volateis (COVs) que podem influenciar na escolha
da planta para a alimentacdo e sitios de oviposicdo, e no ciclo de
desenvolvimento do inseto, com reduc¢do ou prolongamento durante o
periodo ninfal que afeta também a longevidade e o potencial reprodutivo da
espécie. Essas variagdes podem ser resultado da alimentacdo em tecidos com
altos niveis de compostos toxicos e inibidores de processos fisioldgicos, e
assim afeta diretamente a praga.

Alguns metabdlitos produzidos pelas plantas podem inibir a
germinacdo de sementes, inibir ou estimular o crescimento de raizes e folhas
em plantas vizinhas. Em geral, a exposi¢do a esses compostos influencia na
alocacdo de biomassa nas plantas (MCCONNAUGHAY; COLEMAN,
1999). Porém, metabolitos volateis liberados pela parte aérea das plantas
também interferem no desenvolvimento de plantas vizinhas e na ativagdo de
mecanismos de defesa (NINKOVIC, 2003).

Desse modo no presente estudo o objetivo foi avaliar os efeitos de
cultivares de soja induzidas por COVs durante o estadio reprodutivo (R2) na
atracdo, oviposicdo e desenvolvimento ninfal do percevejo marrom (E.
heros) e os efeitos no desenvolvimento das plantas de soja induzidos pelos
COVs. Foram testadas as seguintes hipoteses: (i) altera¢des induzidas pelos
COVs na emissdo dos volateis afetam a atracdo do E. heros (ii) os COVs

quando pulverizados nas plantas de soja afetam a oviposicdo das fémeas de
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E. heros (iii) o desenvolvimento ninfal, longevidade e mortalidade de ninfas
e adultos de E. heros sdo afetados quando alimentados com plantas de soja
pulverizadas com os COVs (iv) as plantas pulverizadas com os COVs tém
alteracdo na alocacdo de biomassa em consequéncia do custo energético para
a ativagdo do metabolismo secundario. Os resultados indicam que o acetato
de (cis)-3-hexenila e salicilato de metila afetam atracdo, oviposicdo e
desenvolvimento ninfal, longevidade e mortalidade do percevejo marrom E.
heros. Contudo, ndo afetam no crescimento inicial das plantas de soja apds a

pulverizagdo com os COVs.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Preparacéo das plantas

As sementes de soja, Glycine max das cultivares “Dowling” ¢ “Jatai”, foram
cultivadas em mistura de solo esterilizado e substrato organico (proporgdo de 1:1),
mantidas em condicGes controladas em casa de vegetacao (Temperatura de 27+ 6°C e
umidade relativa de 65+ 10%). As plantas no estadio fisiologico R2 foram utilizadas
nos ensaios de defesa indireta e no estddio R5 para os ensaios de ciclo de
desenvolvimento de ninfas e adultos do percevejo-marrom e no estadio V3 para testes

de alocag&o de biomassa nas plantas de soja (FEHR et al., 1971).

2.2 Preparacdo das solugfes com volateis sintéticos de plantas

Os COVs sintéticos, acetato de (cis)-3-hexenila e salicilato de metila
foram solubilizados em solucéo de agua destilada + 6leo vegetal adjuvante 0,1%
(Tween® 20; Sigma-aldrich, EUA) na concentracdo de 1,0 x 10°M. Os
tratamentos controle foram agua destilada e agua destilada + Tween 20 (0,1%).
Os COVs sintéticos utilizados foram selecionados com base nos resultados
apresentados no Artigo 1, em razdo da alteracdo do perfil de volateis nas plantas
apos a exposicdo. Os COVs foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Steinheim,
Alemanha). As plantas das cultivares preparadas como descrito no item 3.1,
foram submetidas aos tratamentos por pulverizacdo até o ponto de escorrimento
da solugdo nas folhas com volume aproximado de 8 mL para as plantas no estadio
V3 e de 16 mL para as plantas no estadio R2 e R5. As plantas pulverizadas foram
utilizadas para bioensaios, ensaios de oviposicao, avaliacdo de desenvolvimento
de ninfas e adultos ap6s 72 horas da exposi¢cdo aos COVs, para 0 ensaio de

alocacdo de biomassa ap6s 18 dias da exposicdo aos COVs.
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2.3 Obetancéo e manutencao do Percevejo-marrom, E. heros

O percevejo-marrom, E. heros, utilizado nos ensaios comportamentais foi
obtido da criacdo de laboratério da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
(Brasilia, Brasil), mantidos em potes de plastico de 8 L (22 cm diametro x 26 cm
de altura), com dieta natural, vagens de feijdo verde Phaseolus vulgaris (Fabales:
Fabaceae), sementes de soja (G. max), girassol Helianthus annuus (Asterales:
Asteraceae), amendoim Arachis hypogaea (Fabales: Fabaceae), dgua fornecida
em um pote de plastico (7cm de diametro x 5 cm de altura) contendo um pedaco
de algoddo incluso em uma perfuracdo no centro da tampa de plastico (4 cm de
didmetro) e uma tela de nylon para oviposic¢do. Os potes foram mantidos em sala
de ambiente controlado (14:10 h L:D; 25°C+ 2 °C e umidade relativa de 65+
10%). As massas de ovos foram coletadas diariamente, sendo ofertadas para
manutencdo da col6nia dos percevejos e dos parasitoides de ovos.

Para os ensaios em olfatometria em Y e ensaios de oviposi¢do as fémeas
com 12 dias apds a ultima ecdise foram mantidas com machos durante 24 horas

antes da realizacdo dos ensaios, sendo um casal para cada pote.

2.4 Resposta olfativa do percevejo marrom, E. heros

Para determinar a resposta comportamental de busca do percevejo-
marrom, utilizou-se um olfatdmetro na forma de Y, constituido de uma placa de
acrilico (33 cm x 40 cm) em forma de Y (corpo 20 cm; bragos 17 cm cada;
angulo de 130°; didmetro 1.5 cm), inserida entre duas placas de vidro: a superior
translicida e a inferior ofuscada, fixadas com clipes de papel conforme Moraes et
al. (2005). As camaras de vidro contendo plantas-controle (pulverizadas com

agua destilada ou ar puro) ou pulverizadas com os COVs foram conectadas ao
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olfatbmetro com mangueira de silicone, que interliga o sistema com o
umidificador de ar, filtro de carvao ativado e as bombas de compressdo e vacuo.
O sistema gerou um fluxo de ar de entrada com 0,6 L/min regulado por um
fluxdbmetro, e de saida o ar foi succionado por uma bomba de vacuo ligada no
extremo oposto a entrada de ar, e regulada com fluxo de 0,2 L/min.

Para cada bioensaio foi utilizada uma fémea acasalada e sem alimentagéo
durante 24 horas, utilizada apenas uma vez, sendo liberada uma dentro do
olfatbmetro e monitorada para registro da primeira escolha (permanéncia minima
de 1 min no brago escolhido). Cada planta foi utilizada durante cinco bioensaios,
invertendo-se a posicdo dos bragos do olfatbmetro no terceiro ensaio para evitar o
efeito residual das fontes de odor na escolha do percevejo. Também se registrou o

namero de insetos que ndo apresentaram resposta olfativa.

As respostas de escolha das fémeas de E. heros foram para as seguintes
combinacdes de tratamentos:

Plantas da Cv Dowling:

(1) ar puro vs controle (Agua destilada);

(2) acetato de (cis)-3-hexenila vs agua destilada;

(3) salicilato de metila vs agua destilada.

Plantas da Cv Jatai:
(1) ar puro vs controle (Agua destilada);

(2) salicilato de metila vs agua destilada.

Para cada combinagdo foram realizadas 40 repeticdes, exceto para a
combinagdo ar vs controle (dgua destilada) com 20 repeti¢des. As plantas-
controle e pulverizadas foram mantidas em salas diferentes (fotoperiodo de
12:12 h L:D, temperatura de 27+ 2 °C e umidade relativa de 60 £ 10%) até
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0 momento de serem usadas nos experimentos, para evitar a sinalizacao
quimica entre as plantas. Os bioensaios foram conduzidos 72 horas ap6s o
tratamento das plantas com os COVs.

Para avaliacdo estatistica dos dados de ensaio em resposta do
percevejo ao ensaio de olfatometria em Y, entre plantas pulverizadas com os
COVs e plantas-controle, foi utilizado um modelo linear generalizado
(MLG) com correcdo de Wald e aplicacdo do teste qui-quadrado. As
analises foram realizadas no programa estatistico R (R DEVELOPMENT
CORE TEAM, 2009).

2.5 Oviposicédo do percevejo-marrom, E. heros

Para determinar a oviposicdo das fémeas do percevejo marrom,
utilizou-se uma arena dividida em duas partes, na parte inferior foi utilizada
uma base em madeira com (40 cm de didmetro) seis orificios circulares (7
cm de diametro), e na parte superior um cesto plastico (38 cm de didmetro x
90 cm de altura) forrado internamente com plastico transparente
semipermeavel para ventilacdo das plantas. Este modelo de arena foi
utilizado para os ensaios com e sem chance de escolha. Para o ensaio com
chance de escolha as plantas de soja no estadio (V3) pulverizadas com os
COVs e controles tiveram seus vasos envoltos em papel aluminio, e
inseridas no orificio na base de madeira, sendo recoberto pela estrutura de
plastico. Enquanto para o ensaio sem chance de escolha, as plantas descritas
anteriormente foram inseridas na arena todas de um mesmo tratamento e/ou
controle.

Para cada arena foram utilizadas quatro fémeas acasaladas de E.
heros. Foram utilizadas quatro plantas para cada conjunto de ensaios com ou

sem chance de escolha para as plantas da cv Dowling, para a cv Jatai foram
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utilizadas trés plantas para cada conjunto de ensaios com e sem chance de
escolha, a sequéncia de distribuicdo das plantas foi inteiramente casualizada,
com um total de 15 repeti¢Bes (conjuntos) para cada tratamento.

Para analise dos ensaios de oviposicao das fémeas do percevejo com
e sem chance de escolha foi utilizada uma andlise de variancia (Anova)
aplicando o teste de Tukey a 5%. As analises foram realizadas no programa
estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2009).

2.6 Desenvolvimento de ninfas e adultos do percevejo-marrom, E. heros

Para avaliar o desenvolvimento de ninfas e adultos de E. heros, foi
selecionada a cultivar de planta de soja que apds a pulverizacdo com 0s
COVs alteraram a resposta de comportamento e oviposicdo do percevejo-
marrom. Assim, foi utilizada a cv Dowling no estadio R5 72 h apds as
pulverizagbes com os COVs e com controle (plantas tratadas com agua
destilada). As plantas foram recobertas individualmente com plastico
poliestireno perfurado, sendo transferido para cada planta 20 ninfas de 2°
instar do percevejo marrom (E. heros) obtidos conforme descrito (item 3.3).
Para cada tratamento foram utilizadas oito repeticGes. As plantas foram
observadas diariamente para registro do periodo ninfal dos percevejos. As
mudancas de instar foram consideradas quando mais de 50% dos individuos
realizaram a ecdise. Os adultos foram obtidos separados por sexo com base
na morfologia externa da genitadlia (BORGES et al., 2006). Sendo
posteriormente pesados com uso de uma balanga analitica, ap6s 24 h da
ecdise e do endurecimento cuticular. Um macho e uma fémea apds serem
pesados retornaram para a planta tratada. Foram feitas avaliagbes diarias
para a determinacgdo da sobrevivéncia de ninfas e adultos, e da longevidade

dos adultos.
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Para andlise de mortalidade de ninfas e adultos entre as plantas
pulverizadas com os COVs e plantas-controle, foi utilizada uma analise de
variancia (Anova) aplicando o teste de Tukey a 5%. Para a avaliacdo da
sobrevivéncia foi utilizado o método de Kaplan-Meier que estima o tempo
mediano de sobrevivéncia (TMS) e compara as curvas de sobrevivéncia pelo

teste de Log-Rank.

2.7 Ensaio de alocacéo de biomassa em plantas de soja

Para avaliar os efeitos das inducdes dos COVs na biomassa das
plantas de soja, foram utilizadas plantas da cv Dowling e Jatai no estadio V3
apds 72 horas da pulverizacdo com os COVs e os controles, mantidos em
sala climatizada (LD 12:12 h; 25,0 + 2 °C e 65 + 10% de umidade relativa).
Apos 15 dias a parte aérea e o sistema radicular foram pesados, em seguida
colocadas em estufa a temperatura de 60 °C e mantidos durante 48 h, e
qguando retirados da estufa foram pesadas novamente a fim de se obter a
matéria seca. Foram utilizadas oito plantas para cada tratamento.

Para avaliacdo do peso de materias frescas e secas das plantas pulverizadas
com os COVs e nas plantas-controle, foi utilizada uma anédlise de
varidncia (Anova) aplicando o teste de Tukey a 5%. As analises foram
realizadas no programa estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM,
2009).
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3 RESULTADOS
3.1 Resposta olfativa do percevejo marrom E. heros

No ensaio em olfatometria em Y, foi observado que as fémeas do E.
heros foram atraidas pelos volateis liberados por plantas da cv Dowling
pulverizadas com acetato de (cis)-3-hexenila na concentracdo de 1,0 x 10°®
M (Wald test »* = 4.19, P=0,04) (Figura 1), também foi observada atracio
para os volateis liberados das plantas pulverizadas com salicilato de metila
na concentracdo de 1,0 x 10° M (Wald test »* = 4.49, P=0,03) (Figura 1).
Nos bioensaios realizados com as plantas-controle comparados com ar puro
foi observado que as fémeas preferiram os volateis liberados pelas plantas
(Wald test y*= 7.67, P<0,01) (Figura 1).

Para a cv Jatai as fémeas do percevejo responderam para os volateis
emitidos pelas plantas-controle em relagdo ao ar puro (Wald test y*=7.67,
P<0,01) (Figura 2). Enquanto os volateis emitidos pelas plantas da cv Jatai
pulverizadas com salicilato de metila na concentracdo de 1,0 x 10° M nio
atrairam as fémeas do percevejo E. heros em relacdo as plantas-controle
(Figura 2).
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controle ———— ‘ * (1}acetato de (cis)-3-hexenila
controle ———— _—4 - {2)salicilato de metila
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Proporgio de resposta de fémeas de E. heros em olfatdmetro (Y

Figural Proporgao de respostas de fémeas de Euschistus heros no olfatbmetro em Y
para a cv Dowling no estadio (R2) submetidas a diferentes tratamentos de
exposicdo a COVs. Controle: dgua destilada. Tratamentos: salicilato de
metila, acetato de (cis)-3-hexenila, em concentracdo de 1,0x10°M. *
0,05>P>0,01; ** 0,01>P>0,001 pelo teste de () de Wald. NGmeros entre
parénteses representam os insetos que ndo responderam a nenhum dos
tratamentos apresentados. Com total de bioensaios: 42 (salicilato de
metila); 41 (acetato de (cis)-3-hexenila; 24 (controle (Agua destilada))

e — B - *t{i}cont'—c’le
controle =« p—— .— (2)salicilato de metila

10 08 06 04 02 00 02 04 06 08 1,0
Proporgio de resposta de fémeas de E. heros em olfatémetro (Y)

Figura2  Proporcgdo de respostas de fémeas de Euschistus heros no olfatbmetro em
Y para a cv Jatai no estadio (R2) submetidas ao tratamento de exposigao
ao COV. Controle: agua destilada. Tratamentos: salicilato de metila em
concentracao de 1,0x10°3M. * 0,05>P>0,01; ** 0,01>P>0,001 pelo teste
de (%) de Wald. NGimero entre parénteses representam os insetos que ndo
responderam a nenhum dos tratamentos apresentados. Com total de
bioensaios: 42 (salicilato de metila); 21 (controle (dgua destilada))
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3.2 Efeitos dos COVs ha oviposi¢ao do percevejo E. heros

Para a cv Dowling nos teste de oviposicdo com chance de escolha
as fémeas de E. heros colocaram nimero de ovos semelhantes (F;s6=2,16,
P=0,10) entre as plantas pulverizadas com os COVs e controles. Foi
observada variacdo no numero de posturas (Fss6=3,16, P=0,01) entre as
plantas pulverizadas com os COVs e plantas-controle (Figura 3). No teste
sem chance de escolha, houve diferenca significativa no nimero de ovos
encontrados em relagdo ao tratamento de COVs aplicado (F356=3,87,
P=0,01). Entretanto, ndo houve diferenga no nimero de postura por planta
entre os COVs pulverizados (F3s6=2,42, P=0,07) (Figura 4).

Para a cv Jatai no teste de oviposicdo com chance de escolha ndo foi
observada diferenca entre o nimero de ovos (F,4,=0,76, P=0,47) nem de
posturas (F;4,=1,03, P=0,36). Para o teste sem escolha também ndo houve
diferenca entre o numero de ovos (F,4=1,52, P=0,23) e postura

(F242=1,04, P=0,36) realizadas pelas fémeas de E. heros.
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Figura3 Numero de posturas e nimero de ovos (média + EP) de Euschistus

heros na cultivar de soja Dowling no teste com chance de escolha,
nas arenas. (A) Numero de postura; (B) Numero de ovos. As plantas
foram pulverizadas com salicilato de metila (SM), acetato de (cis)-3-
hexenila (Ac. Hex) na concentracdo de 1,0 x 10 M, e controles agua
destilada + Tween 20 (0,1%) e agua destilada. Os dados foram
transformados em log (x+1) para as analises. Barras da variavel
seguidas pela mesma letra ndo diferiram significativamente entre si,
pelo teste Tukey (P>0.05)
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Tratamentos

Numero de posturas e nimero de ovos (média + EP) de Euschistus
heros na cultivar de soja Dowling no teste sem chance de escolha,
nas arenas. (A) NUmero de postura; (B) Numero de ovos. As plantas
foram pulverizadas com salicilato de metila (SM), acetato de (cis)-3-
hexenila (Ac. Hex) na concentracdo de 1,0 x 10 M, e controles agua
destilada + Tween 20 (0,1%) e agua destilada. Os dados foram
transformados em log (x+1) para as analises. Barras da variavel
seguidas pela mesma letra ndo diferiram significativamente entre si,
pelo teste Tukey (P>0.05)
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3.3 Desenvolvimento ninfal do percevejo marrom E. heros em plantas de
soja

As plantas pulverizadas com o salicilato de metila e acetato de (cis)-3-
hexenila afetaram o desenvolvimento de E. heros (Tabela 1). Essa diferenga foi
observada apenas no quinto instar ninfal do (5° instar: F32s=4,54, P=0,01) e para
a fase ninfal completa (F3,5=6,13, P=0,002) ndo sendo observada para as demais
fases ciclo de desenvolvimento (3° instar: Fzs=2,19, P=0,11; 4° instar:
F3,5=1,29, P=0,29), e para o periodo total de 3° instar a adulto (Fss=0,51,
P=0,676), quando o desenvolvimento das ninfas nos diferentes tratamentos

cultivares foi comparado.



Tabela 1 Valores médios (+ EP) da duracdo do periodo ninfal, do terceiro ao quinto instar e do desenvolvimento do
terceiro instar a adulto, de Euschistus heros em plantas de soja da cv Dowling pulverizadas com salicilato de
metila, acetato de (cis)-3-hexenila nas concentraces de 1,0 x 10° M e controles 4gua destilada + Tween 20
(0,1%) e agua destilada (27 + 1 °C, UR 65 + 10 % e fotofase del4 hr)

Duracéo (dias) Dowling
Salicilato de metila Acetato de (cis)-3- Agua destilada  Agua destilada
hexenila + Tween 20

3° instar 3,75+0,17 a 3,75x0,17 a 3,37+0,19a 3,2+0,22 a

4° instar 3,75+0,17 a 4,00+0,00 a 4,0+0,20 a 4,2+0,22 a

59 instar 5,75+0,26 a 5,62+0,19a 5,0+0,20 b 4,840,22 b
Fase ninfal 12,37£0,33 b 13,25+0,19 a 13,37+0,19 a 12,2+0,22 b

3° instar-adulto 16,5+1,41 a 18,62+1,24 a 17,87+1,39 a 18,2+1,78 a

* Linhas seguidas pela mesma letra ndo diferiram significativamente entre si, pelo teste Tukey (P>0.05).

14%
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N&o houve diferenca significativa entre os pesos de fémeas (F,15=1,13,
P=0,34) e de machos (F;1s=2,75, P=0,09) mantidos nas plantas pulverizadas
com os COVs (Tabela 2). As fémeas cujas ninfas se alimentaram nas plantas
pulverizadas com acetato de (cis)-3-hexenila viveram por menos tempo,
diferindo estatisticamente da longevidade dos adultos mantidos nas plantas-
controle agua destilada + Tween 20 e &gua destilada (fémeas: F,15=5,15,
P=0,01; machos: F,15=2,99, P=0,07) (Tabela 2).



Tabela2 Valores médios (+ EP) da longevidade (dias) e peso (mg) de fémeas e machos de Euschistus heros,
provenientes das ninfas alimentadas em plantas de soja da cv Dowling pulverizadas com salicilato de metila,
acetato de (cis)-3-hexenila nas concentracdes de 1,0 x 10° M e controles 4gua destilada + Tween 20 (0,1%) e
agua destilada (27 + 10C, UR 65 + 10 % e fotofase del14 hr)

Dowling
Salicilato de metila  Acetato de (cis)-3- Agua destilada  Agua destilada
hexenila + Tween 20

Longevidade da fémea - 3,37+£1,00 b 5,37+0,56 a 6,6+0,83 a
(dias)

Peso da fémea (mg) - 49,56+1,8a 55,79+4,52 a 56,69+3,85 a
Longevidade do macho - 3,37+0,44 a 4,12+0,65a 5,4+0,67 a
(dias)

Peso do macho (mg) - 48,40+2,99 a 55,40+2,29 a 53,21+1,76 a

* Linhas seguidas pela mesma letra ndo diferiram significativamente entre si, pelo teste Tukey (P>0.05)
- Auséncia de percevejos adultos causado pela morte durante a Ultima ecdise.

197
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Na comparacdo das curvas, constatou-se que o percevejo sobreviveu
significativamente mais tempo nas plantas pulverizadas com Tween em relacdo
as plantas pulverizadas com acetato de (cis)-3-hexenila, salicilato de metila e
agua destilada (teste de Log-rank, P=0,011).

Diferengas marcantes entre as curvas de sobrevivéncia somente foram
verificadas ap6s 12 dias do inicio do experimento, com rapido declinio na
sobrevivéncia dos insetos alimentados nas plantas de soja pulverizadas com
salicilato de metila que culminou com a morte de todos os individuos no 22° dia
(Figura 5).

100 —T -
v —salicilato de metila
" | acetato de(ciz)-3-hexenila
e 804 - agua destilada + tween 20
< l agua destilada
2
i
v
) 1 I
% 0 ‘ |
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4 8 12 16 20 X 28 32
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Figura5 Curvas de sobrevivéncia de Euschistus heros (ninfas e adultos) ao
longo de 31 dias de alimentacdo com plantas da cv Dowling
pulverizadas com salicilato de metila, acetato de (cis)-3-hexenila na
concentragdo de 1,0 x 10 M, e controles agua destilada + Tween 20
(0,1%) e agua destilada
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3.4 Ensaio de alocacéo de biomassa em plantas de soja

As pulverizagbes com os COVs ndo afetaram o desenvolvimento das
plantas de soja da cv Dowling quanto a biomasa da parte aérea: peso da folha
fresca (F326=2,68, P=0,06) e peso da folha seca (F32s=2,40, P=0,08) e na
biomassa do sistema radicular: peso da raiz fresca (Fss=1,46, P=0,24) e peso da
raiz seca (F326=1,61, P=0,14) (Tabela 4).

Também ndo foi observada diferenca ap6s as pulverizacdes na cv Jatai
para a parte aérea: folha fresca (F,»=0,98, P=0,39) e folha seca (F,2=1,19,
P=0,32) e no sistema radicular: raiz fresca (F,»:=0,78, P=0,46) e raiz seca
(F221=1,53, P=0,23) (Tabela 5).
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4 DISCUSSAO

Os resultados indicam que a resposta das plantas aos COVs sintéticos
acetato de (cis)-3-hexenila e salicilato de metila induz altera¢cdes na produgéo e
liberacdo de volateis para a cv Dowling que podem atrair as fémeas do percevejo
marron E. heros. Verificamos que os COVs também alteram a oviposi¢do de
fémeas do percevejo, e o ciclo de desenvolvimento das ninfas e adultos. A
inducdo das plantas em baixa concentracdo ndo reduz a capacidade de
crescimento inicial da planta.

As alteracdes na producdo de volateis ocasionadas pelos COVs, também
podem afetar os herbivoros (THEIS; LERDAU; RAGUSO, 2007). Para tanto, a
exposicdo aos COVs sintéticos sinalizam para as plantas a necessidade de
preparacdo das defesas, com alteragdes no metabolismo secundario na maioria
das vezes (GLINWOOD; NINKOVIC; PETTERSSON, 2011).

A partir disto, verificamos a hipétese de que os COVs sintéticos alteram
o perfil de volateis das plantas tratadas (artigo 1) e esses odores afetam no
comportamento do percevejo marrom E. heros. Observamos que os dois COVs
induziram modificacdes na liberacdo de volateis, e com isso a atracdo das
fémeas do percevejo marrom para as plantas da cv Dowling. Entretanto, para a
cv Jatai ndo foi observada atracdo. Esse fato pode estar relacionado a resisténcia
genética de cada cultivar, as quais apresentam maior potencial na ativacdo do
metabolismo secundario, enquanto as cultivares suscetiveis tém essa capacidade
restrita a determinadas vias do metabolismo (CARRAO-PANIZZI;
KITAMURA, 1995; PIUBELLI et al., 2003b).

Durante a ativagdo da defesa das plantas ocorre uma cascata de reacoes
que resultam no acimulo de compostos com baixa volatilidade nos diferentes
tecidos das plantas. No caso da soja os compostos, por exemplo, os flavonoides

estdo envolvidos neste processo de inducdo e armazenamento, e resisténcia a



47

insetos herbivoros (PIUBELLI et al., 2003a). Nas plantas de soja é comum a
producdo de isoflavonoides com concentragdes variaveis de acordo com fatores
genéticos e de desenvolvimento da planta (CARRAO-PANIZZI; KITAMURA,
1995). Em geral, alguns desses compostos podem afetar negativamente a
alimentacéo e subsequente o desenvolvimento dos insetos (FISCHER; KOGAN;
PAXTON, 1990; KOGAN; FISCHER, 1991). Talvez, isso indique que as
fémeas ndo selecionam de maneira adequada o sitio de oviposi¢cdo, ou que
provavelmente os compostos flavonoides produzidos e acumulados nos tecidos
das plantas podem confundir as fémeas apds o primeiro dano de herbivoria
também conhecida como picada de prova, quanto aos sitios de oviposicdo mais
adequados, assim como os locais de alimentacdo (SIMMONDS, 2001).

A baixa qualidade nutricional ou presenca de antibi6ticos e outras
toxinas podem ter desfavorecido o desenvolvimento do periodo ninfal de E.
heros mantidos nas plantas da cv Dowling pulverizadas com o salicilato de
metila e plantas-controle. A reducdo no periodo ninfal observada pode estar
associada aos diferentes mecanismos que sdo ativados apds a exposicdo aos
indutores de resisténcia, principalmente para os derivados do acido salicilico que
ativam a rota do acido chiquimico responsavel pela producdo de varios
isoflavonoides (AN; MOU, 2011). Esses compostos guimicos sdo produzidos
em grande quantidade em plantas de soja, entre eles rutina e genistina,
compostos deterrentes que afetam o desenvolvimento de insetos (CARRAO-
PANIZZI; KITAMURA, 1995; PIUBELLI et al., 2003b). A reducéo no periodo
ninfal dos percevejos, nas plantas pulverizadas com agua destilada, comparada
com as plantas pulverizadas com os COVs, esta associada a resisténcia natural
da cultivar para afideo (LI; HILL; HARTMAN, 2004).

Em geral, durante o quinto instar as ninfas de E. heros sdo mais
suscetiveis a qualidade nutricional dos alimentos (PANIZZI; ROSSINI, 1987).

Este fato explica que as pulverizagdes das plantas com os COVs pode ter
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provocado alteracdo nos mecanismos de defesa nas plantas, como a produgdo de
um alimento de menor qualidade nutricional ou acimulo de toxinas. No Gltimo
estagio ninfal ha mudangas fisiol6gicas e morfoldgicas com intensa atividade
bioquimica que envolve enzimas essenciais e horménios que permitem a
transformacdo das ninfas em insetos adultos (PANIZZI; PARRA, 1991), sendo
assim neste estagio ha maior necessidade de qualidade nutricional das plantas.

Muitas vezes o acimulo de toxinas nos insetos acontece lentamente,
porém ap6s periodos criticos de mudancas intensas, por exemplo, a
transformacdo durante o processo de ninfa e adulto, os bloqueios de atividade
enzimatica, podem afetar a longevidade dos adultos (HOFFMANN-CAMPO;
MAZZARIN; LUSTOSA, 1994; PIUBELLI et al., 2003b). Foi observado que as
ninfas mantidas em plantas pulverizadas com o salicilato de metila chegaram a
realizar a Ultima ecdise para fase adulta, porém os individuos ndo sobreviveram.
Foi verificada uma menor longevidade das fémeas de E. heros alimentadas em
plantas pulverizadas com o acetato de (cis)-3-hexenila comparado com as
plantas-controle. Isso demonstra que os COVs apresentam capacidade de
inducdo de defesa em plantas, a partir de mecanismos diferentes de ativacao, que
resulta em alimento inadequado, e quando associado a restricdo do percevejo na
planta causam distdrbios fisioldgicos no herbivoro, também pode prolongar o
ciclo que expde os insetos a seus inimigos naturais por mais tempo, sob
condigdes de estresse e com suscetibilidade mais elevada (HOFFMANN-
CAMPO; GAZZONI; TOLEDO, 1996).

As ativacGes do metabolismo secundario, o qual resulta na produgao de
diversos compostos quimicos volateis e sistémicos podem acarretar um alto
custo energético para a planta (HEIDEL; BALDWIN, 2004; VAN HULTEN et
al., 2006). Observamos que as plantas da cv Dowling e da cv Jatai com os COVs
possuem quantidade de biomassa vegetal: parte aérea e sistema radicular,

semelhantes as plantas-controle. Isso demonstra que a indugdo em baixa
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concentracdo ndo afeta o desenvolvimento da planta no estadio V3, apesar do
consumo energético para ativagdo do metabolismo secundario.

Deste modo os resultados demonstram que as plantas de soja
pulverizadas com o acetato de (cis)-3-hexenila e salicilato de metila sintéticos
interferem na atracdo, na preferéncia de locais para oviposicdo e no
desenvolvimento dos imaturos do percevejo marrom E. heros. Embora o
metabolismo secundario tenha alteragdes na producdo de metabdlitos, o
crescimento inicial da planta ndo é prejudicado apds a pulverizagdo com 0s
COVs sintéticos.
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ARTIGO 2 - Alteracdo do perfil de volateis de plantas de soja induzidos
pela aplicagdo de COVs e no comportamento de busca do parasitoide de
ovos Telenomus podisi (Hymenoptera: Platygastridae)

RESUMO

As plantas liberam compostos organicos volateis que podem ativar a defesa em
plantas, além de interferir no comportamento dos inimigos naturais. No presente
estudo o objetivo foi avaliar a emissdo de volateis de plantas de soja Glycine
max L. (Fabales: Fabaceae) nos estadios vegetativo (V3) e reprodutivo (R2),
pulverizadas com COVs sintéticos e a sua interacdo com o parasitoide de ovos
Telenomus podisi. Foram utilizadas trés diferentes cultivares de soja, uma
resistente a pulgdo Dowling e duas suscetiveis BR-16 e Jatai. As plantas foram
pulverizadas com 0s compostos: acetato de (cis)-3-hexenila, salicilato de metila,
(cis)-jasmona, e (trans)-2-octen-1-ol. Os experimentos realizados visavam
responder as seguintes hipéteses: (i) as plantas de soja tratadas pelos COVs tém
a sua defesa induzida (ii) altera¢fes induzidas pelos COVs na emissdo dos
volateis afetam a atracdo do T. podisi. Os resultados indicaram que 0s
compostos: acetato de (cis)-3-hexenila e salicilato de metila afetam a producéao e
liberacdo das misturas de COVs, sendo os principais compostos induzidos na
soja: acetato de (cis)-3-hexenila, (trans)-f-ocimeno, (trans,trans)-a-farneseno e
(trans,trans)-4,8,12-trimetil-1,3(trans), 7(trans),11-tridecatetrae (TMTT), € a mudanca
no perfil quimico de volateis da soja agem na atracdo do parasitoide de ovo T.
podisi. Assim, as plantas induzidas pela exposicdo aos COVs alteram as
principais vias do metabolismo secundario para producdo de volateis, e essa
resposta da planta interfere no comportamento do parasitoide.

Palavras-chave: Semioquimicos. Interagdes tritroficas. Parasitoide de ovos.

G.max.
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ARTICLE 2 - Change of soybean plant volatiles profile induced by the
VOCs application and in the seeking behavior of parasitoid eggs Telenomus
podisi (Hymenoptera: Platygastridae)

ABSTRACT

Plants release volatile organic compounds that can activate the defense in
plants, and interfere in the behavior of the natural enemies. In this study the
objective was to evaluate the emission of volatile soybean plants Glycine
max L. (Fabales: Fabaceae) in the vegetative (V3) and reproductive (R2),
sprayed with synthetic VOCs and their interaction with the parasitoid egg
Telenomus podisi. Three different soybean cultivars were used one resistant
to aphid Dowling and two susceptible BR-16 and Jatai. The plants were
sprayed with the compounds: (cis)-3-hexenyl acetate, methyl salicylate,
(cis)-jasmona and (trans)-2-octen-1-ol. The experiments conducted aimed
at answering the following assumptions: (i) soybean plants treated by
VOCs have their induced defense (ii) changes induced by VOCs in the
volatile emission affect the attraction of T. podisi. The results indicated that
the compounds: (cis)-3-hexenyl acetate and methyl salicylate affect the
production and release of mixtures of VOCs, being the main compounds
induced in soybean: (cis)-3-hexenyl acetate (trans)-g-ocimene, (trans,
trans)-a-farnesene and (trans,trans)-4,8,12-trimethyl-1,3(trans),7(trans),11-
tridecatetraene (TMTT), and the change in the chemical profile of soy
volatile act on the attraction of the egg parasitoid T. podisi. Thus, plants
induced by exposure to VOCs alter the main pathways of secondary
metabolism for the volatile production and this plant response interferes in
the parasitoid behavior.

Keywords: Semiochemicals. Tritrophic interactions. Egg parasitoid. G. max.
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1 INTRODUCAO

As plantas produzem e liberam uma variedade de compostos
organicos volateis (COVs) de acordo com as necessidades fisioldgicas.
Esses compostos podem mediar vérias interagfes ecoldgicas, desde alterar
0 comportamento de predadores e parasitoides até ativar genes de defesa
em plantas sadias (ERB; FORESTI; TURLINGS, 2010; KOST; HEIL,
2006). A emissdo de COVs acontece durante todo o ciclo da planta, porém
quando o tecido é danificado por herbivoros e patdgenos, existe uma maior
liberacdo de volateis que facilita a atracdo de inimigos naturais. Desse
modo, os COVs realizam importante funcdo como mediadores entre as
plantas e o ambiente (KESSLER et al.,, 2013; NINKOVIC, 2003;
RODRIGUEZ; ALQUEZAR; PENA, 2013).

Sabe-se que muitos desses volateis sdo capazes de atrair inimigos
naturais (GLINWOOD et al., 2009; MICHEREFF et al., 2011; MORAES et
al., 2009), mas é limitado o numero de trabalhos relativos a determinacdes
de quais COVs e suas concentracfes que sdo capazes de ativar o sistema de
defesa nas plantas (FARAG et al., 2005; FARAG; PARE, 2002; MORAES
et al., 2009; PRESTON; LAUE; BALDW!IN, 2001). As plantas apresentam
mecanismos de resisténcia variados, sendo considerada suscetivel a injarias
provocadas por insetos herbivoros ou com moderada resisténcia em razdo
do processo de ativagdo da defesa. Piubelli et al. (2003) verificaram a
suscetibilidade de plantas de soja (Glycine max) cv BR-16 ao percevejo
verde Nezara viridula (Hemiptera: Pentatomidae), contudo Moraes et al.
(2009) verificaram que os parasitoides de ovos T. podisi respondem para 0s
volateis das plantas da cv BR-16 apds a exposi¢do ao horménio vegetal
(cis)-jasmona. E possivel verificar nos exemplos anteriores que, 0

mecanismo de ativacdo da defesa em determinada planta decorre do nivel
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de estresse no tecido, que altera 0 metabolismo com efeito direto sobre o
herbivoro ou influenciam na resposta de inimigos naturais, principalmente,
quando as plantas sdo induzidas por COVs sintéticos.

Os COVs indutores ativam uma complexa rede de sinalizacdo de
diversas vias do metabolismo secundario da planta (DICKE; BALDWIN,
2010; DUDAREVA et al., 2006; FINESCHI et al., 2013; QUALLEY;
DUDAREVA, 2008). Em geral, existem dois principais hormdnios vegetais
reguladores dessas vias de defesa. O acido jasmonico que regula a via dos
octadecanoides, sendo esta responsavel pela producdo dos volateis de
folhas verdes, a via dos terpenos, com producdo dos terpenoides, a segunda
via é regulada pelo acido salicilico que regula a producdo dos compostos
aromaticos (AMENT et al., 2004; AN; MOU, 2011). Quando ocorre
ativacdo do sistema de defesa, em geral, é induzida a producdo de uma
mistura de volateis, com compostos pertencentes aos seguintes grupos:
volateis de folhas verdes (VFVs), terpenoides e aromaticos (ALBORN et
al., 1997; ARIMURA; KOST; BOLAND, 2005; BERNASCONI et al.,
1998; ENGELBERTH et al.,, 2004; HEIL; KOST, 2006; MATTIACCI,
DICKE; POSTHUMUS, 1995; TURLINGS; TUMLINSON; LEWIS, 1990).
A ativacdo das duas vias de hormonios vegetais resulta em diferencas
guantitativas e qualitativas nos volateis produzidos e liberados pelas
plantas (AMENT et al., 2004; ENGELBERTH et al., 2001; HORIUCHI et
al., 2003; OZAWA et al., 2000; SCHMELZ et al., 2003).

Os volateis liberados pelas plantas interferem no comportamento
dos inimigos naturais com atragdo ou repeléncia, principalmente dos
parasitoides que utilizam esses odores como pistas quimicas para
localizagdo do hospedeiro. Alguns autores verificaram a atracdo do
parasitoide de ovos T. podisi para volateis de plantas com elevadas

concentragbes de monoterpenos e sesquiterpenos em plantas de soja
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(MORAES et al., 2009), sendo que o (trans,trans)-a-farneseno é um dos
principais compostos responsaveis pela atracdo de T. podisi (MICHEREFF
et al., 2011).

No presente estudo o objetivo foi avaliar a emissdo de volateis de
plantas de soja G. max induzidas por COVs nos estagios vegetativo (V3) e
reprodutivo (R2) e a sua interagdo com o parasitoide T. podisi. O sistema
estudado se baseia nas seguintes hipdteses: (i) o tratamento de plantas de
soja com 0s COVs acetato de (cis)-3-hexenila ou salicilato de metila
induzem a producdo de misturas especificas de volateis (ii) as misturas de
volateis especificos, induzidos pelos COVs acetato de (cis)-3-hexenila,
salicilato de metila, (cis)-jasmona e (trans)-2-octen-1-ol atraem o
parasitoide de ovos T. podisi. Os resultados indicam que os COVs afetam a
producdo dos volateis em plantas de soja e agem na atracdo do parasitoide

de ovos T. podisi.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Preparacdo das plantas

As sementes de soja, Glycine max da cultivar “Dowling” (resistente),
“Jatai” e “BR-16" (suscetiveis), foram cultivadas em mistura de solo esterilizado
e substrato organico (Plantmax®) (proporcdo de 1:1), mantidas em condicdes
controladas em casa de vegetacdo (Temperatura de 27+ 6 °C e umidade relativa
de 65 £ 10%). As plantas no estadio fisioldgico V3 e R2 foram utilizadas nos
ensaios de defesa indireta (FEHR et al., 1971).

2.2 Preparagao das solugdes com volateis sintéticos de plantas

As plantas pulverizadas foram utilizadas para coleta de volateis e
bioensaios ap6s 72 h da pulverizagdo com os COVs. Os COVs sintéticos,
acetato de (cis)-3-hexenila, salicilato de metila, (trans)-2-octen-1-ol, (cis)-
jasmona, foram solubilizados em solucdo de dgua destilada + 6leo vegetal
adjuvante 0,1% (Tween® 20; Sigma-aldrich, EUA) nas concentracdes de
1,0 x 10°M e 1,0 x 10°M. Os tratamentos controles foram agua destilada e
agua destilada + Tween 20 (0,1%). Os COVs foram adquiridos como
padrbes sintéticos puros da Sigma-aldrich (Steinheim, Alemanha). Os
compostos utilizados foram selecionados porque sdo o0s principais
compostos induzidos por E. heros em soja das cultivares Dowling e IAC
100 (MICHEREFF et al.,, 2011), e as concentragdes por resultados
observados em trabalhos preliminares. As plantas das cultivares preparadas
como descrito, foram submetidas aos tratamentos por pulverizacao

uniforme, até o ponto de escorrimento da solugdo nas folhas tratadas para o
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estddio V3 com volume aproximado de 8 mL e para o estddio R2 com

volume aproximado de 16 mL.

2.3 Parasitoide de ovos, Telenomus podisi

O parasitoide de ovos, T. podisi, foi obtido da criagdo em
laboratorio da Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia (Brasilia,
Brasil), mantido em potes de acrilico (frasco de cultura de tecidos 25 cm?,
ICN Biomedicals) e alimentados com gotas de mel fornecidas uma vez por
semana, sendo separados diariamente macho e fémea recém-emergidos. Os
bioensaios de resposta comportamental foram realizados com fémeas

adultas (1 dia de idade) acasaladas.

2.4 Resposta olfativa do parasitoide de ovos, T. podisi

Para determinar a resposta olfativa do parasitoide, utilizou-se um
olfatdmetro na forma de Y, constituido de uma placa de acrilico (19 cm x
19 cm) com uma cavidade em forma de Y (corpo 8 cm; bragos 7 cm cada,
angulo de 130° entre os bragos; largura interna 1.5 cm), inserida entre duas
placas de vidro: a superior translicida e a inferior ofuscada, fixadas com
clipes de papel conforme Moraes et al. (2005). As camaras de vidro
contendo plantas-controle (pulverizadas com A&gua destilada) ou
pulverizadas com as solu¢Ges de COVs foram conectadas ao olfatdmetro
com mangueira de silicone, que interligou o sistema com o umidificador de
ar, filtro de carvdo ativado e bombas de compressdo e vacuo. O sistema
gerou um fluxo de ar de entrada com 0,6 L/min regulado por um
fluxdmetro, e de saida o ar é succionado por uma bomba de vacuo ligada no

extremo oposto a entrada de ar, e regulada com fluxo de 0,2 L/min.
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Os movimentos do parasitoide foram monitorados por uma camera
de video (CCD camera Sony SPT M324CE; Sony, Minato-Ku, Tokyo,
Japan com 12.5-75.0 mm/F1.8 zoom lens), para reduzir os efeitos de
reflexdo durante a captura das imagens, o olfatdmetro foi iluminado na
parte inferior por [Ampadas de infravermelho (4 =950 nm, 108 LEDSs). As
imagens capturadas foram digitalizadas utilizando uma placa de captura de
video (PC-Studio PCTV Pinnacle System) e os dados registrados e
processados pelo software SACAM (JORGE et al., 2005).

Para cada bioensaio foi utilizada uma fémea, apenas uma vez, sendo
liberada dentro do olfatbmetro e monitorada para registro da primeira
escolha (permanéncia minima de 20 segundos no brago escolhido) e o
tempo de residéncia (tempo total de bioensaio de 600 seg). Cada planta foi
utilizada para cinco fémeas, invertendo-se a posicdo dos bragos do
olfatdmetro para evitar o efeito residual das fontes de odor na escolha dos
parasitoides.

A resposta das fémeas de T. podisi para odores de plantas induzidas
pelo tratamento com diferentes COVs de soja foi avaliada para cada
cultivar no estadio (V3). As plantas foram tratadas com os COVs sintéticos
na concentracdo de 1,0 x 10°M e 1,0 x 10°M e posteriormente utilizadas
nos bioensaios nas seguintes combinacdes:

Concentragéo de 1,0 x 10*M:

(1) (cis)-jasmona vs agua destilada (controle);

(2) acetato de (cis)-3-hexenila vs agua destilada;

(3) salicilato de metila vs dgua destilada;

(4) (trans)-octen-1-ol vs dgua destilada;

Concentragéo de 1,0 x 10°M:
(5) (cis)-jasmona vs agua destilada;

(6) acetato de (cis)-3-hexenila vs agua destilada;
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(7) salicilato de metila vs agua destilada;
(8) (trans)-octen-1-ol vs agua destilada;
Controle:

(9) agua destilada + Tween 20 vs agua destilada.

As combinacdes testadas com plantas de soja no estadio (R2) foram
apenas o0s tratamentos que resultaram em atracdo das fémeas dos
parasitoides decorrentes dos ensaios no estadio (V3). Para cada combinacdo
foram realizadas 40 repeticGes, exceto para combinacdo Tween 20 vs
controle com 20 repeticbes. As plantas-controle e pulverizadas foram
mantidas em salas diferentes (fotoperiodo de 12:12 h L:D; temperatura de
27+ 2 °C e umidade relativa de 60 £ 10%) até o momento de serem usadas

nos experimentos, para evitar a sinalizacdo quimica entre as plantas.

2.5 Coleta e analise de volateis das plantas de soja

Os volateis foram coletados somente dos tratamentos que mudaram o
comportamento de busca do parasitoide T. podisi em rela¢do ao controle. Assim
sendo, foram coletados os volateis das plantas cv. Dowling pulverizadas com
agua destilada, agua destilada + Tween 20 (controles), acetato de (cis)-3-
hexenila e salicilato de metila nas concentragdes de 1,0 x 10°M, ap0ls 72 horas
da exposicao ao tratamento, enquanto para a cv. Jatai foram coletados os volateis
das plantas pulverizadas com agua destilada, dgua destilada + Tween 20 (0.1%)
(controles) e salicilato de metila na concentracdo de 1,0 x 10°M. Para cada
tratamento foram utilizados seis individuos. Para realizar a coleta dos volateis as
plantas foram inseridas em cdmara de vidro (volume de 10 L), com papel
aluminio recobrindo o vaso para minimizar a passagem de volateis liberados

pelo solo. A cadmara de vidro foi conectada ao sistema de compressao de ar com
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fluxo de entrada de 1,0 L/ min, previamente filtrado por carvao ativado, e na
extremidade oposta foi conectado um tubo de vidro com adsorvente (Porapak Q)
conectado por mangueiras de silicone a um sistema de saida de ar através de
uma bomba de vacuo com fluxo regulado para 0,6 L/ min como descrito
anteriormente por Moraes et al. (2008).

Apbs 24 horas do acionamento do sistema de coleta, os tubos de
adsorvente foram eluidos com 1 mL do solvente organico n-hexano e a amostra
foi pré-concentrada para um volume de 50 uL. com uso de um fluxo de N,. Apos
a eluicdo, os tubos com adsorventes foram condicionados através do
aquecimento a 180 °C sob fluxo de N, por uma hora antes de serem novamente
utilizados. Os extratos foram armazenados a -20 °C até sua utilizacdo nas
analises quimicas em cromatdgrafo gasoso acoplado a detector de ionizacdo de
chamas (CG-DIC) e CG acoplado ao espectrometro de massas (CG-EM).

A andlise guantitativa dos volateis presentes nos extratos foi realizada
com uso do cromatografo gasoso (CG) (Agilent 7890A, coluna apolar DB-5,
0,25 mm de didmetro x 30 m de comprimento, filme 0,25 um, J&W Scientific,
Folsom, CA, EUA), com detector de ionizacdo de chama (DIC) a 270 °C e um
método de programacdo de gradiente de temperatura com temperatura inicial de
50 °C (2 min) seguindo por um gradiente de temperatura 5 °C/min até 180 °C
(0,1 min) e um segundo gradiente de 10 °C/min até 250 °C (20 min), com tempo
total de 55,10 min.

Como o linalool co-elui com o composto undecano na coluna DB-5,
para quantificar este composto os extratos foram analisados usando um GC-FID
com coluna polar (PerkinElmer, coluna polar Elite-Wax (0,25 mm de didametro x
30 m de comprimento, com filme 0,5 um, PerkinElmer, Shelton, CT, EUA),
com detector de ionizacdo de chama (DIC) a 270 °C e um método de gradiente

de temperatura com temperatura inicial de 50 °C (2 min) seguindo por um
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gradiente de temperatura 5 °C/min até 180 °C (0,1 min) e um segundo gradiente
de 10 °C/min até 250 °C (20 min), com tempo total de 55,10 min.

Para as analises quimicas dos extratos das plantas foi adicionado 1 uL
do composto 16-hexadecanolactona como padréo interno (Pl), com excecao das
amostras coletadas das plantas da cv. Dowling no estadio reprodutivo que foram
adicionadas 1 pL do composto butirato de heptila como padrdo interno (PI).
Ambos os PI ficaram na concentragdo final de 4,9 ug/mL. Foi injetado 1 pL de
cada extrato de aeracdo das plantas no modo de injecdo splitless e o gas hélio foi
o0 utilizado como gas carreador. A quantificacdo foi realizada comparando as
areas dos picos de cada composto em relagdo a area do Pl. As respectivas areas
dos compostos coletados pelo software ClassGC foram organizadas em planilhas
no programa Excel (MICROSOFT OFFICE EDICAO 2007®, MICROSOFT
CORPORATION, EUA).

Extratos das aeracBGes de plantas foram selecionados para conduzir a
analise qualitativa através da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM), Agilent MSD 5975C equipado com um analisador quadruplar,
com uma coluna apolar DB-5 MS (0,25 mm de diametro x 30 m de
comprimento, com filme 0,25 um, J&W Scientific, Folsom, CA, USA) e com
fonte de ionizacdo de impacto de elétrons (70-eV). As andlises foram realizadas
no modo de injecdo splitless e um método de gradiente de temperatura com
temperatura inicial de 50 °C (2 min) seguindo por um gradiente de temperatura 5
°C/min até 180 °C (0,1 min) e um segundo gradiente de 10 °C/min até 250 °C
(20 min), com tempo total de 55,10 min. Foi injetado 1 pL. de cada extrato
selecionado. O gas hélio foi o utilizado como gas carreador. A identificacdo dos
compostos foi realizada pelo indice de retencdo (IR) e por comparacdo com
padrBes de fragmentacdo de espectros de massa de biblioteca espectral (NIST;
WILEY, 2008) e para a confirmacdo final da identificacdo os padrdes de

fragmentacdo dos compostos foram comparados com os dados obtidos dos
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padrdes auténticos que foram injetados no espectrémetro de massas nas mesmas
condicdes das amostras.

Como os compostos (trans,trans)-a-farneseno e (trans,trans)-4,8,12-
trimetil-1,3(trans),7(trans),11-tridecatetraeno ~ (TMTT)  co-eluiram  com
impurezas, e ndo foi possivel separar estas impurezas, a identificacdo desses
compostos foi conduzida utilizando-se 0 método de monitoramento de ions
selecionados por espectrometria de massas. Para a quantificacdo foi utilizado o
método padrao externo. O programa de temperatura utilizado foi o mesmo citado
anteriormente para as analises por CG-FID. Para a identificacdo do (trans,trans)-
a-farneseno e TMTT foram monitorados os ions 61 e 93. As curvas de
calibracdo foram construidas nas concentragcdes (0,0005; 0,00125; 0,0025;
0,005; 0,01; 0,05 mg/mL) dos padrdes (trans,trans)-a-farneseno e TMTT,
injetados cinco vezes, sendo o valor médio aplicado para construgdo das curvas
(Anexo 1). Os extratos coletados das plantas cv. Dowling no estadio
reprodutivo e vegetativo dos tratamentos acetato de (cis)-3-hexenila, salicilato
de metila, 4gua destilada + tween 20 e dgua destilada, foram injetados cinco
vezes para cada amostra das plantas cv. Dowling no estadio reprodutivo e
vegetativo, sendo que os valores de quantificacdo das amostras foram realizados

usando as curvas de calibracdo construida para cada composto.

2.6 Analise estatistica

Para avaliar a preferéncia dos parasitoides para os volateis das plantas
pulverizadas e plantas-controle nos bioensaios de olfatometria os resultados
foram analisados por meio de um modelo linear generalizado (MLG) com
corregdo de Wald e aplicagdo do teste qui-quadrado.

Para andlise quimica do perfil dos COVs liberados pelas plantas foram

realizados testes de normalidade em sequéncia utilizada uma analise
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multivariada (Manova) e uma analise de variancia canonica, a fim de verificar a
dinamica dos volateis identificados nas amostras de plantas sobre o agrupamento
das plantas pulverizadas com os COVs e plantas-controle. Enquanto para o total
de COVs liberados e os COVs individuais, foi utilizada uma analise de variancia
(Anova) aplicando-se o teste de Tukey a 5%, para avaliar as diferengas na
quantidade de volateis emitidos pelas plantas pulverizadas com os COVs e
plantas-controle. As andlises foram realizadas no programa estatistico R (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2009).
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3 RESULTADOS

3.1 Atracdo do parasitoide de ovo T. podisi em olfatdmetro ()

Nos bioensaios em olfatometria, fémeas de T. podisi responderam
preferencialmente aos volateis liberados por plantas da cv Dowling 72 horas
ap6s pulverizacdo com acetato de (cis)-3-hexenila na concentragdo de 1,0 x 107
M no estadio V3 (Wald test y*= 9.05, P=0,002) e no estadio R2 (Wald test »* =
6.61, P=0,010) quando contrastado com os volateis emitidos pelas plantas
pulverizadas com agua destilada + Tween 20, e responderam as plantas tratadas
com salicilato de metila na concentracéo de 1,0 x 10° M no estadio V3 (Wald
test y* = 4.68, P=0,030) e R2 (Wald test »* = 4.68, P=0,030) quando comparado
com as plantas pulverizadas com agua destilada + Tween 20 (Figuras 1 e 2).

Para a cv Jatai os parasitoides responderam para os volateis das plantas
72 horas ap6s a pulverizacdo com salicilato de metila na concentracdo de 1,0 x
10 M no estadio V3 (Wald test * = 10.67, P=0,001) e no estadio R2 (Wald test
»* = 4.52, P=0,033) (Figuras 1 e 2) quando contrastado aos volateis emitidos
pelas plantas pulverizadas com agua + Tween 20. Os parasitoides ndo
diferenciaram os volateis das plantas, no estagio V3, das duas cultivares tratadas
com 0s compostos na concentragdo de 1,0 x 10° M dos volateis liberados pelas
plantas tratadas com agua destilada + Tween 20 (Figura 3). Também ndo houve
atracdo das fémeas do parasitoide para os volateis liberados pelas plantas da cv
BR-16 nas concentragfes de 1,0 x 10°M e 1,0 x 10° M guando tratada com

todos os compostos avaliados nos dois periodos avaliados (Figura 1 e 3).
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Controle Tratamento 1.0% 10 M
() agua+ tween 20

Jatai

(3) (trans)-2-octen-1-ol
(2) {cis)-jasmona

(4) acetato de (cis)-3-hexenila

£l
*

(4) salicilato de metila

(0) (#rans)-2-octen-1-ol

BR-16

(1) {cis)-jasmona
(0) acetato de (cis)-3-hexenila
(3) salicilato de metila

(0) agua+ tween 20

Do ling

(3) (trans)-2-octen-1-ol

(it

(1) (cis)-jasmona
——= I ++ (2) acetato de (cis)-3-hexenila
—== S+ () salicilato de metila

10 08 06 04 02 00 02 04 06 08 10
Proporcio de respostas de fémeaas de T, podisi em olfatémetro (Y)

Figural

Proporcdo de respostas (+EP) de fémeas de Telenomus podisi no
olfatbmetro em (YY) para as cultivares Dowling, BR-16 e Jatai no
estadio de desenvolvimento (V3), apds 72 horas a exposicdo aos
COVs. Controle: planta pulverizada com 4&gua destilada.
Tratamentos: salicilato de metila, acetato de (cis)-3-hexenila, (cis)-
jasmona, (trans)-2-octen-1-ol em concentragdo de 1,0 x 10°M, e
agua destilada + Tween 20 (0,1%). Asterisco indica diferenca
significativa entre os tratamentos vs controle pelo teste de Wald (),
a 5% (*) ou 1% (**) de probabilidade. Os nlmeros entre parénteses
representam o0s insetos que ndo responderam a nenhum tratamento de
um total de 40 insetos avaliados
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Controle Tratamenio 1.0x 10°M

(3) salicilato de metila

Jalai

(2) acetato de (cis)-3-hexenila

Do ling

(4) salicilato de metila

1,0 08 06 04 020002 04 06 08 1,0
Proporcdo de resposta de femeas de T, podlisiem olfatémetro(Y)

Figura2 Proporcdo de respostas (+EP) de fémeas de Telenomus podisi no
olfatdmetro em (YY) para as cultivares Dowling e Jatai no estadio de
desenvolvimento (R2), ap6s 72 horas a exposicdo aos COVs.
Controle: planta pulverizada com 4gua destilada. Tratamentos:
salicilato de metila, acetato de (cis)-3-hexenila em concentragdo de
1,0 x 10°M. Asterisco indica diferenca significativa entre os
tratamentos vs controle pelo teste de Wald (%), a 5% de
probabilidade. NUmeros entre parénteses representam 0s insetos que
ndo responderam a nenhum tratamento de um total de 40 insetos
avaliados
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Controle Tratamento 1,0x10M
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Figura3 Proporcdo de respostas (+EP) de fémeas de Telenomus podisi no
olfatbmetro em (YY) para as cultivares Dowling, BR-16 e Jatai no
estadio de desenvolvimento (V3), apds 72 horas a exposicdo aos
COVs. Controle: planta pulverizada com 4&gua destilada.
Tratamentos: salicilato de metila, acetato de (cis)-3-hexenila, (cis)-
jasmona, (trans)-2-octen-1-ol em concentracdo de 1,0 x 10°M, e
agua destilada + Tween 20 (0,1%). NUmeros entre parénteses
representam os insetos que ndo responderam a nenhum tratamento de
um total de 40 insetos avaliados
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3.2 Anadlise de volateis de soja

Plantas de G. max da cv Dowling no estadio V3 submetidas a diferentes
tratamentos de pulverizacgdo liberaram quantidades significativamente diferentes
de volateis. Quando tratadas com a concentracdo de 1,0 x 10° M, as plantas
pulverizadas com acetato de (cis)-3-hexenila, salicilato de metila e agua
destilada liberaram menor quantidade de volateis que aquelas tratadas com agua
+ Tween 20 (0,1%) (F320=4,80, P=0,012) (Figura 4A). Engquanto que as plantas
no estadio R2 pulverizadas com acetato de (cis)-3-hexenila a 1,0 x 10% M,
liberaram maior quantidade de volateis comparado com as plantas pulverizadas
com salicilato de metila, e as plantas-controles agua destilada + Tween 20
(0,1%) e agua destilada (F320=12,37, P<0,001) (Figura 4B).

Para cv Jatai ndo houve diferenca significativa quando se comparou 0s
volateis totais liberados pelas plantas pulverizadas com salicilato de metila a 1,0
x 10° M, as plantas-controle pulverizadas com &gua destilada + Tween 20
(0,1%), e plantas pulverizadas com &gua destilada no estadio V3 (F15=1,44, P=
0,267) e 0 mesmo resultado foi obtido quando se comparou os volateis totais
liberados pelas plantas submetidas aos diferentes tratamentos no estddio R2
(F,15=0,76, P=0,482). Para a cv. Dowling no estadio V3 foram identificados 13
compostos, e para o estddio R2 16 compostos (Tabela 1). Para a cv Jatai no
estadio V3 foram identificados oito compostos, enquanto para o estadio R2 trés

compostos (Tabela 2).
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Figura4 Quantidade média dos volateis totais (média + EP) para as cultivares
Dowling e Jatai submetidas a diferentes tratamentos. (A) cv Dowling
no estadio V3, (B) cv Dowling no estadio R2, (C) cv Jatai no estadio
V3 e (D) cv Jatai no estadio R2. Controle: plantas pulverizadas com
agua destilada e Tween 20 (0,1%). Tratamentos: plantas pulverizadas
com acetato de (cis)-3-hexenila, salicilato de metila na concentracéo
de 1,0 x 10° M. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferiram
significativamente entre si pelo teste de Tukey a P>0.05
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As plantas da cv Dowling no estadio V3 pulverizadas com acetato de
(2)-3-hexenila a 1,0 x 10° M liberaram em maior quantidade benzaldeido
(F320=3,58, P=0,031) e geranilacetona (Fs;»= 6,83, P=0,002) quando
comparadas com as plantas pulverizadas com salicilato de metilaa 1,0 x 10° M,
agua destilada + tween 20 (0,1%) e agua destilada. As plantas pulverizadas com
agua destilada e tween 20 (0,1%) liberaram niveis elevados de salicilato de
metila (F32=3,55, P=0,032) e 0 TMTT (F32=7,65, P=0,001) comparadas com
as plantas pulverizadas com acetato de (cis)-3-hexenila e salicilato de metila
(Tabelal).

J4 as plantas no estadio R2 pulverizadas com acetato de (cis)-3-hexenila,
a 1,0 x 10°®M, emitiram altas quantidades de benzaldeido (Fs2=23,0, P<0,001),
3-octanol (F320=20,0, P<0,001), acetato de (cis)-3-hexenila (F32=23,2,
P<0,001), salicilato de metila (F32,=10,7, P<0,001), geranil acetona (Fs=4,51,
P=0,014), (trans,trans)-alpha-farneseno (Fs,=6,65, P=0,002) e TMTT
(F320=8,54, P<0,001) que as plantas pulverizadas com salicilato de metila, dgua
destilada + tween 20 (0,1%) e &gua destilada (Tabela 1). As plantas pulverizadas
com salicilato de metila, a 1,0 x 10 M, liberaram apenas o (trans)-g-ocimeno
(Fs20=6,95, P=0,002) em quantidade elevada, comparado com as plantas
pulverizadas com acetato de (cis)-3-hexenila, a 1,0 x 10° M, agua destilada +
tween 20 (0,1%) e agua destilada. Plantas-controle pulverizadas com agua
destilada + tween 20 (0,1%) e acetato de (cis)-3-hexenila, a 1,0 x 10% M,
liberaram decanal (Fs2=3,99, P=0,022), copaeno (Fs»=5,97, P=0,004) e
dodecanal (F320=5,40, P=0,006) em maior quantidade que as plantas
pulverizadas com salicilato de metila e dgua destilada. O tratamento com acetato
de (cis)-3-hexenila, a 1,0 x 10° M e as plantas-controle pulverizadas com &gua
destilada, liberaram em maior quantidade o linalool (F32=3,37, P=0,038)
comparado com as plantas pulverizadas com salicilato de metila e agua destilada
+ Tween 20 (0,1%) (Tabela 1).
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As plantas da cv Jatai no estadio V3 pulverizadas com salicilato de
metila na concentragdo de 1,0 x 10 M liberaram maior quantidade de geranil
acetona (F»15=4,91, P=0,022), que as plantas pulverizadas com agua destilada+
tween 20 (0,1%) e agua destilada somente, ndo sendo observada diferenca para
os demais volateis liberados pelas plantas (Tabela 2). Foi observado que as
pulverizacBes nas plantas da cv Jatai no estddio R2 ndo tiveram efeitos
significativos na producao de volateis (Tabela 2).

Para analisar as mudancas do perfil de volateis emitidos das plantas cv
Dowling foi realizada uma andlise discriminante, que resultou em dois modelos
com dois componentes principais significativos para as plantas pulverizadas no
estadio V3 (Fz= 2,27, P=0,01, Pillai A=2,24) sendo o composto TMTT o
responsavel pela separacdo entre os tratamentos e os controles, enquanto que no
estadio R2 (F32=22,54, P<0,001, Pillai A=2,94) os compostos que contribuiram
para a separacgao entre os tratamentos e os controles foram o salicilato de metila

e 0 acetato de (cis)-3-hexenila (Figura 5).



Tabela 1 Quantidade de compostos organicos volateis coletados durante 24 h (média + erro padrdo em nanogramas) de
plantas da cv Dowling no estadio V3 e R2 72horas ap6s a pulverizagdo com acetato de (cis)-3-hexenila,
salicilato de metila na concentracdo de 1,0 x 10 M, 4gua destilada + Tween 20 (0,1%) e agua destilada
(controles)

Volateis liberados Tratamentos

) Acetato de (cis)-3-  Agua destilada +
Dowling — Vegetativo V3 Agua destilada Salicilato de metila hexenila Tween 20 (0,1%)
Benzaldeido * 136,4 (x45,7) b 205,4 (£57,7) b 413,2 (£145,0) a 93,5 (x22,6) b
1-octen-3-one nd. nd. nd. nd.
3-octanone nd. nd. nd. nd.
3-octanol nd. nd. nd. nd.
Acetato de (cis)-3-hexenila 112,9 (x24,2) 85,5 (+15,4) 130,1 (x27,5) 84,0 (x34,4)
(trans)-pB-Ocimeno 64,9 (x22,4) 44,3 (£10,4) 101,4 (£26,3) 121,2 (+83,2)
Linalool 8,9 (£2,5) 8,5 (£2,0) 13,4 (£2,4) 7,6 (£1,6)
Nonanal 241,9 (£52,9) 197,0 (£37,2) 279,9 (£53,5) 243,7 (+96,6)
Salicilato de metila * 59,5 (x15,1) a 15,6 (£3,4) b 18,7 (£3,2) b 42,1 (+18,0) ab
Decanal 282,7 (+45,5) 208,6 (+44,3) 377,2 (+83,5) 228,4 (+56,8)
Benzotiazol 103,7 (x19,5) 59,9 (£9,1) 98,5 (¢25,1) 71,0 (17,3)
Copaeno 45,1 (+18,8) 15,4 (£1,9) 34,4 (+11,3) 27,9 (£8,9)
Dodecanal 58,8 (+13,6) 36,9 (6,5) 76,7 (£16,9) 52,4 (£13,3)
Geranil acetona ** 148,0 (£26,7) b 130,6 (21,0) b 257,9 (249,5) a 145,4 (£12,6) b
(trans,trans)-a-farneseno 1506,4 (+154,8) 1930,2 (x259,7) 2541,2 (+464,0) 2124,0 (£426,0)
TMTT ** 25926 (+550,4) b 11432 (x171,1) b  1276,6 (+149,7) b  4296,5 (+1003,0) a

=7



Continuagéo...

Volateis liberados

Dowling — Reprodutivo R2

Tratamentos

Agua destilada

Salicilato de metila

Acetato de (cis)-3-

hexenila

Agua destilada +
Tween 20 (0,1%)

Benzaldeido ***
1-octen-3-one

3-octanone

3-octanol***

Acetato de (cis)-3-hexenila***
(trans)-p-Ocimeno**
Linalool *

Nonanal

Salicilato de metila***
Decanal *

Benzotiazol

Copaeno**

Dodecanal **

Geranil acetona*
(trans,trans)-a-farneseno **
TMTT ***

368,8 (+105,4) b
181,5 (+29,3)
157,8 (241,0)

153,7 (+60,9) b
240,6 (+145,6) b
109,1 (+18,9) a
231,3 (+99,4) a
596,7 (+318,3)
43,7 (+11,6) b
38,3 (+10,8) ab
37,3 (+8,4)

8,9 (x0,7) b
13,9 (5,6) b
44,9 (+12,8) b
392,1 (0,2) b
391,0 (0,1) b

258,5 (+30,3) b
89,5 (+10,9)
161,9 (¢17,9)
400,7 (£38,8) b
70,8 (+8,8) b
1435 (+28,7) a
71,5 (+44,9) b
156,1 (+35,5)
33,4 (+13,8) b
58,3 (+16,9) ab
29,9 (+10,2)
7.5 (+2,9) b
16,0 (5,4) b
44,3 (+12,3) b
391,7 (+0,5) b
393,8 (+1,3) b

945,5 (+145,4) a
137,2 (£73,1)
226,1 (+53,2)

812,8 (+141,0) a

1264,2 (+197,8) a

41,5 (£9,7) b
191,3 (37,5) ab
174,3 (£32,5)
566,4 (+126,3) a
101,7 (+17,2) a
39,3 (+6,6)

22,5 (£5,5)
49,2 (+10,7) a
139,8 (+44,6) a
420,7 (+11,6) a
419,3 (+10,1) a

1,30 (0,9) ¢
131,9 (242,4)
143,2 (+60,7)
79,2 (+29,5) be
169,8 (+53,9) b
43,8 (+19,5) b
26,2 (+5,4) b
84,1 (+10,6)
490,0 (+129,0) a
104,0 (+21,7) a
38,8 (+7,3)
26,3 (+5,2) a
31,4 (£7,1) ab
42,1 (+10,8) b
359,6 (+1,2) bc
391,6 (+0,3) b

*Valor significativo a (p<0,05); ** Valor significativo a (p<0,01); *** Valor significativo a (p<0,001); nd. compostos nao
identificados nas amostras. (TMTT) (trans,trans)-4,8,12-trimetil-1,3(trans),7(trans),11-tridecatetraeno. Médias nas colunas seguidas

pela mesma letra ndo diferiram significativamente entre si pelo teste de Tukey a P>0.05.

9.



Tabela 2 Quantidade de compostos organicos volateis coletados durante 24 h (média + erro padrdo em nanogramas) de
plantas da cultivar Jatai no estadio V3 e R2 72 ap6s a pulverizagdo com salicilato de metila na concentracdo
de 1,0 x 10° M, 4gua destilada + Tween 20 (0,1%) e 4gua destilada (controles)

Volateis liberados Tratamentos

Agua destilada + Tween
Jatai — Vegetativo V3 Salicilato de metila 20 (0,1%) Agua destilada
(trans)-B-ocimeno 43,4 (£12,0) 69,2 (+18,2) 43,3 (£19,6)
Nonanal 582,6 (£112,2) 4475 (£103,4) 283,9 (£85,7)
Salicilato de metila 23,2 (£8,23) 26,4 (£9,5) 14,0 (£6,97)
Decanal 665,3 (£116,4) 569,3 (£116,0) 394,3 (£106,5)
Benzotiazol 111,0 (£20,5) 112,2 (£20,0) 59,5 (+13,6)
Dodecanal nd. nd. nd.
Geranil acetona * 328,4 (x41,05) a 249,5 (x42,6) b 165,5(x36,9) b
(trans,trans)-a-farneseno 418,5 (£231,3) 285,3 (62,8) 371,4 (£96,7)
TMTT 733,0 (+62,9) 861,8 (+136,8) 712,1 (£168,7)
Volateis liberados Tratamentos

Agua destilada + Tween
Jatai — Reprodutivo R2 Salicilato de metila 20 (0,1%) Agua destilada
Nonanal 106,3 (£38,1) 2455 (+48,2) 194,8 (£36,9)
Salicilato de metila nd. nd. nd.
Decanal 208,8 (+62,7) 225,6 (£32,7) 192,9 (+36,9)
Benzotiazol nd. nd. nd.
Dodecanal 58,1 (+14,1) 48,0 (+9,62) 52,6 (+12,1)
Geranil acetona nd. nd. nd.
(trans,trans)-a-farneseno nd. nd. nd.
TMTT nd. nd. nd.

*Valor significativo ao teste de Tukey (p<0,05).
nd. Compostos ndo identificados nas amostras.
(TMTT) (trans,trans)-4,8,12-trimetil-1,3(trans), 7(trans),11-tridecatetrae

Ll
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Figura5 Grafico de dispersdo das variaveis canénicas (CVA) da cultivar
Dowling no estadio de desenvolvimento vegetativo e reprodutivo,
submetidos a diferentes tratamentos de tratamentos. Baseados nos
volateis liberados no periodo de 72-96 horas depois da pulverizagao.
Controle: agua destilada. Tratamentos: acetato de (cis)-3-hexenila,
salicilato de metila na concentragdo de 1,0 x 10°M e agua destilada
+ Tween 20 a 0,1%. Os pontos representam o padréo de resposta das
plantas de soja aos diferentes tratamentos. As linhas representam os
volateis quantificados nos tratamentos
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4 DISCUSSAO

Em nosso estudo observamos que a pulverizacdo de acetato de (cis)-3-
hexenila, salicilato de metila na concentracdo de 1,0 x 10® M induziu a defesa
indireta de plantas de soja. Os COVs possuem multiplas funcdes no ambiente,
desde a sinalizagdo entre plantas com ativacdo de defesa até a atracdo de
inimigos naturais. As injurias de herbivoria desencadeiam uma cascata de
reacdes quimicas no metabolismo secundario, de acordo com o tipo e nivel de
injuria sofrida no tecido, que resulta em um complexo de odores com a presenca
de determinados volateis de folhas verdes e aromaticos, entre outros, que podem
atrair inimigos naturais. A aplicacdo exdgena de COVs derivados do acido
jasmonico e acido salicilico induz alteracdes na producdo de volateis, de maneira
similar as ocasionadas quando ocorre o dano de herbivoria (DICKE; VAN
LOON, 2000). A partir disto, as pulveriza¢cdes com COVs sintéticos atuam como
indutores, e ativam o sistema de defesa nas plantas sadias. Assim, testamos a
hip6tese de que as plantas de soja tratadas pelos COVs tém a sua defesa induzida
e afetam o comportamento de busca de T.podisi.

A aplicacdo dos COVs nas plantas da cv Dowling e Jatai induziu a
defesa indireta das mesmas ap0s 72 horas da aplicacdo, uma vez que esses
volateis atrairam os parasitoides nos bioensaios em olfatometria. O volatil de
folha verde, acetato de (cis)-3-hexenila induziu a produgdo e liberacdo de
volateis nas plantas de soja da cv Dowling. Este volatil é liberado imediatamente
ap6s a injaria ao tecido, sendo produzido na rota dos octadecanoides
(BALDWIN, 2010) e é capaz de induzir a emissdo de terpenoides e outros
volateis de folhas verdes (ENGELBERTH et al., 2004). Estudos mostraram que
os parasitoides e predadores associam a emissdo destes COVSs, especialmente
dos terpenoides, com a presenga do hospedeiro ou da presa (HILKER et al.,
2002; MUMM et al., 2003). Por exemplo, o (trans,trans)-a-farneseno e 0 TMTT
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liberados de soja apds a herbivoria de E. heros atrairam fémeas do parasitoide de
ovos T. podisi (MICHEREFF et al., 2011). De modo semelhante De Boer,
Posthumus e Dicke (2004) verificaram a atracdo de acaros predadores para o
volatil homoterpeno TMTT. Os efeitos dos terpenoides alteram também outros
organismos, tais como os insetos herbivoros. Por exemplo, o monoterpeno
linalool que possui efeito de repeléncia a diversos herbivoros, assim como o
sesquiterpeno (trans)-g-farneseno com repeléncia a pulgdes (MAFFEI, 2010).

O metil salicilato induziu as alteragcbes na producdo de volateis nas
plantas da cv Dowling e Jatai. Este COV ativa principalmente as vias do
metabolismo secundario que produzem constituintes com baixa volatilidade;
esses metabolitos na maioria das vezes podem ser acumulados nos tecidos e
afetam diretamente o herbivoro (REYMOND; FARMER, 1998), com alteracédo
do comportamento durante processos de alimentacdo, oviposi¢cdo, assim como o
desenvolvimento do inseto (ULLAND et al., 2008). O custo energético para
ativacdo das vias do metabolismo promove o efeito sinérgico entre algumas vias,
por exemplo, quando a via do &cido chiquimico estd ativa, outras rotas
metabolicas se mantém com atividade reduzida, por exemplo, a via dos
octadecanoides (MUR et al., 2006; SCHENK et al., 2000; VAN WEES et al.,
2000). A menor quantidade de volateis liberados observadas nas plantas de soja
expostas ao metil salicilato, indica que o elicitor alterou a producdo dos COVs
naturais liberados pelas plantas, embora as quantificacbes desses COVs em
baixissimas quantidades podem sofrer interferéncia pelos equipamentos usados
para as analises quimicas que possuem baixa sensibilidade para esses niveis de
deteccdo. Contudo esses volateis podem interferir no comportamento de
inimigos naturais, visto que esses organismos respondem a concentragdes muito
baixas de volateis (MICHEREFF et al., 2011).

As plantas cv Dowling no estadio V3, pulverizadas com os COVs

emitiram menor quantidade de volateis comparadas as plantas que foram
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tratadas com agua destilada + Tween 20, ap6s 72 horas de tratamento. Estudos
prévios mostram que os surfactantes provocam alteracdo no perfil de COVs
produzidos pelas plantas, mas isso ndo significa que a defesa da planta tenha
sido completamente induzida (MORAES et al., 2008, 2009). Embora tenhamos
observado uma maior quantidade do TMTT nas plantas de soja no estadio
vegetativo tratadas com agua destilada + Tween 20 é dificil explicar qual seria o
mecanismo que este composto induz ou altera na producdo dos terpenoides,
talvez este sufactante interfira na abertura dos estbmatos, que resulta em
liberacdo dos volateis armazenados no interior das células dos tecidos vegetais.
Porém, a acumulacdo desses metabdlitos nos tecidos vegetais € importante,
principalmente, por que os terpenoides podem interferir em outras plantas
(MAFFEI, 2010), além dos insetos herbivoros (DICKE; VAN LOON; SOLER,
2009; LANGENHEIM, 1994; MICHEREFF et al., 2011; MORAES et al.,
2009). Alguns monoterpenos atuam na inibicdo da respiracdo, do crescimento e
da germinacgdo de sementes de plantas vizinhas e o blogueio do ciclo de oxigénio
(MAFFEI, 2010).

Ja as plantas da cultivar Dowling no estadio R2 pulverizadas com
acetato de (cis)-3-hexenila produziram maior quantidade total de COVs do que
as plantas de Dowling tratadas com salicilato de metila, &gua destilada + Tween
20 e 4gua destilada. Este resultado pode estar influenciado pelo fato de este
composto ser produzido na rota dos octadecanoides, principal produtora de
volateis de plantas (HATANAKA; KAJIWARA; MATSUI, 1995), assim este
COV pode apresentar a capacidade de ativacdo do mecanismo de defesa
(DUDAREVA et al., 2006), de modo semelhante a outros volateis de folhas
verdes, por exemplo, (cis)-3-hexen-1-ol (FARAG et al.,, 2005; RUTHER;
KLEIER, 2005), (trans)-2-hexenal (FARAG; PARE, 2002). Embora as
aplicacdes de COVs sintéticos tenham alterado o perfil de volateis das plantas da

cv Dowling, ndo foi observado efeito no total de volateis liberados pelas plantas
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da cv Jatai durante os estadios V3 e R2; apenas a reducao natural da producéo de
volateis para uso dos recursos energéticos em outras vias do metabolismo
secundario, sendo observado principalmente no final do ciclo de plantas anuais
como a soja (ROSTAS; EGGERT, 2008). Pode ser que a menor quantidade de
salicilato de metila presente nas plantas tratadas com esse COV pode ser
explicada pelo modelo de regulacdo para a producdo deste volatil, pois a
aplicacdo exdgena desencadeia uma regulacgdo positiva que induz alguns genes a
reduzirem a acumulacdo de acido salicilico e seus derivados nos tecidos vegetais
expostos (FEYS et al., 2001).

Essas variacOes causadas pela ativacdo de genes de resisténcia na
producdo de constitutintes de defesa das plantas facilita a compreensdo das
variagdes na producdo de volateis entre cultivares da mesma espécie. A pouca
atividade desses genes na ativacdo de rotas metabdlicas atuantes na defesa,
promovem o entendimento que determinadas plantas tenham maior potencial na
producdo de metabodlicos. Com os avancos tecnoldgicos na manipulacéo
genética de plantas algumas progénies tiveram interferéncia no aumento ou
reducdo de caracteristicas de defesa importantes, influenciando em gendtipos
com baixa producdo de volateis, resulta em menor preferéncia dos inimigos
naturais (GLINWOOD et al., 2009). Essas evidéncias foram confirmadas neste
estudo, baseando-se em uma menor preferéncia dos parasitoides para as plantas
de soja suscetiveis, enguanto que os parasitoides preferiram mais os volateis
liberados das plantas resistentes (cv Dowling).

Os resultados sugerem que a resposta das plantas de soja as
pulverizagcdes com os COVs sintéticos acetato de (cis)-3-hexenila e salicilato de
metila resultam em alteragGes na producédo e liberagcdo das misturas de COVs,
principalmente dos compostos por acetato de (cis)-3-hexenila, (trans)-f-
ocimeno, (trans,trans)-a-farneseno e TMTT, sendo que estes volateis poderiam

estar envolvidos na atragdo do parasitoide de ovo T. podisi.
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ARTIGO 3 - Aplicacéo de acetato de (cis)-3-hexenila e salicilato de metila
sintéticos em plantas de soja na atracao de parasitoides em campo

RESUMO

Os compostos organicos volateis (COVs) sdo produzidos e liberados pelas
plantas, principalmente ap6s danos causados por pragas. Esses semioquimicos
liberados agem na atracdo de inimigos naturais, e quando em contato com
plantas vizinhas acionam um processo de inducdo de defesa, que afeta a emissdo
do “bouquet” de volateis, pode agir na atracdo de inimigos naturais e em plantas
vizinhas. Neste estudo foi investigada em condi¢cBes de campo a acdo dos
volateis de plantas de soja Glycine max L. L. (Fabales: Fabaceae) da cv Dowling
pulverizadas com os COVs acetato de (cis)-3-hexenila e salicilato de metila
sobre parasitoides e percevejos. Para avaliar a populacdo de inimigos naturais e
0 parasitismo foram usados ovos sentinelas e armadilhas adesivas, e para avaliar
a populacdo de percevejos a técnica do pano de batida. Os estudos foram
conduzidos durante todo o periodo reprodutivo da soja do R2 ao R7. As analises
das armadilhas adesivas mostraram que as familias Pteromalidae e
Platygastridae foram capturadas em maior namero, embora ndo tenha sido
observado um efeito das parcelas pulverizadas com os COVs, comparado com o
controle (agua destilada + Tween 20 (0,1%)). Também observamos que a
incidéncia de parasitismo em armadilhas com ovos sentinela foi maior nas
parcelas pulverizadas com os COVs que no controle (agua destilada + Tween 20
(0,1%)). Na amostragem por pano de batida ndo foram observadas diferengas na
populagdo de percevejos fitofagos. Os resultados demonstraram que a
pulverizagio com o acetato de (cis)-3-hexenila e salicilato de metila
influenciaram na atracdo e parasitismo nas areas com plantas de soja induzidas.
Embora mais estudos sejam necessarios para validar a aplicacéo desta forma de
manejo, a indugdo com COVs pode ser usada como uma ferramenta
complementar para a atracdo de inimigos naturais, visando ao manejo integrado
de pragas.

Palavras-chave: Volateis de plantas. Interacdes tritroficas. Parasitoides.
Percevejos. G. max.
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ARTICLE 3 - Application of (cis)-3-hexenyl acetate and methyl salicylate
synthetic soybean plants to attract parasitoids in the field

ABSTRACT

Volatile organic compounds (VOCs) are produced and released by plants,
especially after damage caused by pests. These semiochemicals released act in
attracting natural enemies, and when in contact with neighboring plants trigger a
defense induction process, which affects the emission of "bouquet™ volatile, can
act in attracting natural enemies and in neighboring plants. In this study it was
investigated under field conditions the action of volatile soybean plants Glycine
max L. (Fabales: Fabaceae) cv Dowling sprayed with VOCs (cis)-3-hexenyl
acetate and methyl salicylate on parasitoids and. To assess the natural enemies
population and parasitism were used sentinels eggs and sticky traps, and to
assess the stink bugs population the hitting cloth technique. The studies were
conducted during the reproductive period of soybean R2 to R7. Analyses of
sticky traps showed that Pteromalidae and Platygastridae families were captured
in greater numbers, although it was not observed an effect of the sprayed plots
with VOCs, compared with the control (distilled water + Tween 20 (0.1%)). It
also was observed that the parasitism incidence in traps with sentinel eggs was
higher in the sprayed plots with VOCs that in the control (distilled water +
Tween 20 (0.1%)). The sample hitting cloth the differences were not observed in
the phytophagous stink bugs population. The results showed that spraying with
(cis)-3-hexenyl acetate and methyl salicylate influence in attracting and
parasitism in areas with induced soybean plants. Although more studies are
needed to validate the application of this form of management, induction with
VOCs can be used as a complementary tool to attract natural enemies, aiming at
integrated pest management.

Keywords: Plant Volatile. Tritrophic interactions. Parasitoids. Stink bugs. G. max.
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1 INTRODUCAO

As plantas possuem habilidades de responder a estresses bioticos e
abidticos por meio da producdo e liberacdo de uma variedade de compostos
organicos volateis (COVs) (DUDAREVA et al, 2006; QUALLEY;
DUDAREVA, 2008). Esses COVs regulam importantes interacdes no ambiente,
principalmente as relacionadas a defesa indireta como atracdo de parasitoides e
predadores (BEYAERT; HILKER, 2014; BRUCE; PICKETT, 2011; DICKE;
BALDWIN, 2010; DICKE; LORETO, 2010; LUCAS-BARBOSA; VAN
LOON; DICKE, 2011; SCHOONHOVEN; VAN LOON; DICKE, 2005). Em
geral, esses volateis sdo agrupados de acordo com as suas estruturas quimicas,
por exemplo, os grupos de volateis de folhas verdes (alcoois, aldeidos e
cetonas), terpenoides (monoterpenos, homoterpenos e sesquiterpenos) e
aromaticos (acido salicilico e seus derivados). As plantas atuam como
competidoras por recursos no ambiente, contudo sdo evidentes as Vvarias
interacBes multitréficas, por exemplo, entre plantas vizinhas mediadas pelos
COVs (GLINWOOD; NINKOVIC; PETTERSSON, 2011; HEIL; KARBAN,
2010), que afetam as caracteristicas de defesa com mudancgas fenotipicas na
planta vizinha (HEIL; TON, 2008).

As plantas apresentam defesas que afetam a fisiologia ou
comportamento durante todo o ciclo de desenvolvimento do organismo. Essas
defesas podem ser expressas nas plantas a depender do nivel de exposicdo
submetida. Por exemplo, a exposi¢do das plantas aos COVs altera o perfil de
compostos volateis produzidos e liberados, sendo que esses volateis podem agir
no comportamento de parasitoides, predadores e insetos herbivoros (DICKE,
2009). Os compostos volateis induzidos também podem agir nas plantas
vizinhas, como um efeito alelopatico, e as plantas vizinhas podem entrar em

“alerta” ou mesmo terem suas defesas induzidas (BALDWIN et al., 2006). Essa
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eficicia na ativagdo do sistema de defesa é varidvel de acordo com as caracteristicas
genéticas da planta, que permite associar a um maior ou menor fator de resisténcia na
planta (BARBOSA et al., 2009).

O processo de indugdo realizado pelos COVs nas plantas sadias depende da
quantidade e qualidade dos volateis emitidos pelas plantas danificadas. A exposigao de
plantas sadias aos COVs, tanto individuais ou em misturas, pode induzir a defesa das
plantas em niveis diferentes. Estudos em campo e laboratério tém demonstrado
alteragBes no comportamento de insetos parasitoides e predadores quando expostos
aos volateis de plantas acetato de (cis)-3-hexenila e o salicilato de metila (SIMPSON
et al., 2011a, 2011b ; VON MEREY et al., 2011). Nos Gltimos anos vém sendo
explorada a possibilidade de usar a aplicacdo de semioquimicos, COVs, para a
inducdo da defesa das plantas no campo (JAMES, 2003a, 2003b, 2005; SIMPSON et
al., 2011a, 2011b; VIEIRA et al., 2013, 2014).

Varias estratégias tém sido usadas para aplicar semioguimicos no campo, mas
duas tém se destacado. Uma utiliza a aplicacdo de semioquimicos através de
liberadores que permitem uma distribuicdo lenta e controlada, para serem usados na
atracdo dos inimigos naturais, repeléncia de herbivoros e/ou induzir em plantas
vizinhas a defesa ou ativar o sistema de priming, isto &, o sistema defesa da planta fica
em alerta, e quando sofrer a injdria ou inducdo pode responder de forma mais rapida
e/ou intensa. Outra técnica bastante utilizada € aplicacdo dos semioquimicos usando
pulverizadores e fazendo o spray diretamente nas plantas, nesta técnica a ideia é
induzir a defesa das plantas com os compostos e a defesa induzida da planta age sobre
0s inimigos naturais e herbivoros (MORAES; BORGES; LAUMANN, 2013).

Neste estudo, objetivou-se avaliar o efeito dos COVs: acetato de (cis)-3-
hexenila e salicilato de metila aplicados individualmente na forma de spray nas
plantas para a inducdo da defesa das mesmas e os efeitos dos volateis liberados

pelas plantas sobre a populagéo de inimigos naturais e herbivoros.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Compostos organicos volateis de plantas sintéticos

Os semioquimicos salicilato de metila (SAME) e acetato de (cis)-3-
hexenila (AH), foram selecionados, com base nos resultados apresentados nos
artigo 1 e artigo 2 desta tese, nos quais se observou a atracdo do parasitoide de
ovos T. podisi para os volateis de plantas de soja tratadas por estes dois
compostos apds 72 horas do tratamento. Foram preparadas solucBes desses
COVs a partir de padrdes sintéticos. Para permitir a sua solubilizacdo em meio
aquoso foi preparada uma solugdo com Tween®20 (0,1%) e nesta solugdo foram
adicionados os compostos na quantidade necessaria para preparar solugoes com
1,0 x 10°M de cada um. As formulacdes foram aplicadas com um pulverizador
manual sobre a folhagem da soja até o ponto de escorrimento, quando as plantas

estavam no inicio do estadio fenoldgico R2 e reaplicados no estagio R5.

2.2 Fonte dos quimicos

O salicilato de metila (SAME) (>98% pureza, TCI America, Portland,
EUA) e acetato de (cis)-3-hexenila (AH)(>98% pureza) ¢ Tween 20 foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (Milwuakee, EUA).

2.3 Desenho experimental

A éarea de estudo foi no campo Experimental da Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasilia — DF (15°72°90”S, 47°90°07” W). O
experimento foi conduzido de fevereiro a maio de 2014. Durante o plantio foi

realizada uma adubagdo de fundacdo com super fosfato triplo e cloreto de
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potassio (10:10). Foram realizadas duas pulverizagcdes nas plantas de soja nos
estadios de desenvolvimento (R2 e R5) (FEHR et al., 1971), com os compostos
SAME e 0 AH na concentracdo de 1,0 x 10° M. As parcelas-controle foram
tratadas da mesma forma, mas usando uma solucdo de agua destilada + Tween
20 (0,1%).

Para avaliar a eficacia dos semioquimicos SAME e HA na inducdo da
defesa das plantas e na atracdo de inimigos naturais na cultura, um experimento
de campo foi realizado com soja G. max L. cv Dowling. O experimento foi em
delineamento inteiramente casualizado. Os tratamentos SAME, AH e controle
agua destilada + Tween 20 (0,1%) foram repetidos cinco vezes em parcelas de 2
m x 2 m que foram espacadas por 15 m (Figura 1).

Croqui de campo - Embrapa (Recursos Geneéticos e Biotecnologia)

Terra nua

B 0O O mE B O &

E
| m ®

O [] | B O
——

B Acetato de {cis)-3-hexenila [ salicilato de metila [ Agua destilada + Tween 20

Figural Esguema de campo das parcelas com plantas de soja da cultivar
Dowling utilizadas no experimento de campo, Embrapa Recursos
Genéticos e Biotecnologia, Brasilia, DF. As plantas das parcelas
marcadas em (X) ndo foram avaliadas

15m




96

2.4 Amostragem de parasitoides

A abundancia de parasitoides foi medida com armadilhas adesivas
amarelas (Biotrap®, Brasil) com (15 x 12,5 centimetros, uma armadilha por
parcela) conectadas por dois orificios na cartela por onde dois fios de barbantes
fixavam a cartela a uma estaca de madeira cerca de 1 m de altura a partir do
solo. A superficie adesiva das armadilhas foi exposta no campo, durante trés
dias, apds este periodo foram removidas e envoltas em filme plastico e
armazenadas em freezer a - 20 °C. Com o uso de lupa binocular foram
identificados os parasitoides da familia Scelionidae até o menor nivel
taxondmico possivel, seguindo a chave dicotdmica desenvolvida pela Dra. Marta
Loiacono (Museu de Ciéncias Naturais, La Plata, Argentina) e quantificados; os
demais parasitoides capturados foram identificados seguindo Gauld e Bolton
(1988) e Goulet e Huber (1993).

2.4.1 Incidéncia e intensidade de parasitismo

Para avaliar se a aplicacdo dos semioquimicos nas plantas afeta a
incidéncia e intensidade de parasitismo foram utilizadas cartelas com 50 ovos
sentinelas de Euschistus heros. Os ovos foram fixados em cartolina verde 4,0 x
4,0 cm com goma arabica, os ovos foram envoltos por uma tela de filé6 com
malha de 2 x 2mm, assim protegendo contra predacdo de insetos, mas
permitindo o acesso dos parasitoides de ovos como os da familia Platygastridae.
Em cada parcela foram colocadas cartelas com ovos sentinelas em trés pontos ao
longo de uma das diagonais, um ponto no centro e uma em cada extremidade da
diagonal, amarrado com fita a uma estaca de madeira cerca de 0,5 m acima do
solo. As cartelas com os ovos foram substituidas por novas a cada trés dias. As

cartelas retiradas do campo foram acondicionadas em tubos de vidro com
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vedacdo por algodao, transportados para o laboratério e mantidos em uma sala
com condigdes ambientais controladas (LD 14:10 h, 25,0 + 2 °C, e 65 + 10% de
umidade relativa). Foram registradas a incidéncia (presenca ou auséncia de
parasitoides nas posturas) e intensidade de parasitismo (nimero de ovos

parasitados) nos ovos sentinela.

2.5 Avaliacéo da populacéo de percevejos no campo

A cada semana foram realizadas amostragens dos herbivoros nas
parcelas através da técnica de pano de batida. A técnica consiste no uso de um
plastico branco retangular 50 x 100 cm, conectado ao lado com cabos de
madeira gque foi posicionado entre as fileiras de plantas sobre o qual as plantas
eram inclinadas e sacudidas. Cada parcela foi amostrada uma vez por semana, 0s
percevejos capturados foram acondicionandos em recipientes de plastico e

transportados para o laboratério onde as espécies capturadas foram identificadas.

2.6 Analise estatistica

Para a avaliacdo da abundéncia de parasitoides por familias capturadas
em cartela adesiva foi utilizada uma analise de redundancia parcial (RDA) e foi
observada a variancia de tratamentos a partir de um teste F gerado pelo resultado
de um teste de permutacdo (teste de permutacdo de Monte Carlo; com 999
permutacgdes), sendo realizada uma curva de resposta principal (PRC), ajustada
para avaliar a propor¢do da variancia explicada pelo tratamento ao longo do
tempo em comparagdo com um tratamento de referéncia (controle).

Para avaliagdo da incidéncia do parasitoide em ovos sentinela foi
utilizado o modelo linear generalizado (MLG), com especificagdes dos erros

com distribuicdo binomial. Também foi utilizada uma andlise de variancia de



98

medidas repetidas, para avaliar as diferengas entre as parcelas tratadas e o
controle.

Foi utilizada analise de variancia de medidas repetidas, para avaliar as
diferencas entre as parcelas de tratamento e controle na abundéancia dos
percevejos amostrados por pano de batida. Todos os dados foram submetidos a
teste de normalidade, sendo transformados em raiz (x+1) aqueles utilizados nas
analises de medidas repetidas. As andlises foram realizadas no programa
estatistico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2009).



99

3 RESULTADOS

3.1 Abundancia de parasitoides nas armadilhas adesivas

No numero total de parasitoides ndo foi observado efeito significativo
entre os parasitoides capturados nas armadilhas adesivas nas parcelas tratadas
com AH e SAME comparados com &gua destilada + Tween 20 (controle)
(F2,117=3,440, P=0,065; Figura 2).
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Figura2 Total de parasitoides (Média + EP) em armadilhas adesivas amarelas
instaladas nas parcelas de soja pulverizadas com acetato de (cis)-3-
hexenila e salicilato de metila e como controle (agua destilada +
Tween 20). As setas indicam o estadio de desenvolvimento que as
plantas das parcelas foram pulverizadas com os COVs e o controle

Nas armadilhas adesivas foram capturados parasitoides de 14 familias com o
total de individuos para cada familia: (1) Ceraphronidae, (3) Driinidae, (51)
Pteromalidae, (14) Mimaridae, (21) Encyrtidae, (56) Platygastridae, (1) Chrysidoidea,
(15) Ichneumonidae, (6) Braconidae, (3) Trichogrammatidae, (3) Aphidinidae, (4)

Eulophidae, (6) Eucoiilidae, (7) Diapriidae. A analise por PRC mostrou gue ao longo
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de todo periodo avaliado do R2 ao R8 a familia de parasitoides Platygastridae foi
significativamente diferente em relagdo a quantidade desses parasitoides nas parcelas-
controle, j& que apresentou o maior valor absoluto de 1,5 para a interacdo entre os
tratamentos, tempo e familias de parasitoides. Familias com valores absolutos maiores
ou menores que 0,5 indicam que a familia destaca-se do que foi encontrado no
controle e teve mais influéncia na obtencéo das curvas do PRC.

A andlise de redundancia mostrou que 12,5% da variancia total na
composicdo de familias de parasitoides foram explicados pelo tempo de amostragem e
11,9% pelos tratamentos. A variancia do primeiro eixo da PRC explicou 75,6% da
variacdo na composicdo de familias e a interacdo entre estes tratamentos e o tempo,
sendo observado efeito significativo (Teste de permutacdo de Monte Carlo, F=2,20,
P= 0,006, Figura 3).
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Figura3 Curva de resposta principal (PRC) da abundancia de parasitoides
adultos como fungdo dos tratamentos: 1 Controle (dgua destilada +
Tween 20); 2 salicilato de metila; 3 acetato de (cis)-3-hexenila
durante oito semanas. O eixo da esquerda representa o efeito do nivel
populacional dos parasitoides incidente sobre o componente principal.
O eixo da direita mostra as familias e como foram influenciadas pelo
tratamento e o estadio da soja. O estadio da soja representa o periodo
de coleta das armadilhas
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Quando foi avaliada a abundéncia dos parasitoides da familia
Platygastridae entre as parcelas tratadas com as parcelas-controle também nao
foi observado um efeito dos tratamentos (F,117=3,492, P=0,064), apesar de ser
observada uma diferenga significativa ao longo do tempo (F;117=7,177,
P=0,008; Figura 4).
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Figura4 Captura de parasitoides da familia Platygastridae (Média + EP) em
armadilhas adesivas amarelas instaladas nas parcelas de soja
pulverizadas com acetato de (cis)-3-hexenila e salicilato de metila e
como controle (Agua destilada + Tween 20). As setas indicam o estadio
de desenvolvimento que as plantas das parcelas foram pulverizadas com
os COVs e o controle. *Valor significativo a (P<0,05)

-

Dentro da familia Platygastridae, a mais abundante nas cartelas adesivas, a
abundéancia do género Telenomus mostrou um efeito significativo ao longo do tempo
(F2117=4,773,P=0,031), ndo sendo observada diferenca significativa nos tratamentos
(F2117=0,001, P=0,982) e na interacdo do tratamento com o tempo (F,1:7=0,046,
P=0,831). Para 0 género Trissolcus ndo foi observada diferenca significativa nos
tratamentos (F,117=2,083, P=0,152), ao longo do tempo (F,117=1,229, P=0,270) e na
interacdo entre o tratamento e tempo (F,117=0,324, P=0,570).

Na analise entre os tratamentos individualmente em cada estagio de
desenvolvimento da soja, foi verificado que no estddio R7, a abundancia de

parasitoides do género Telenomus spp. foi maior nas parcelas pulverizadas com
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SAME (F;1,=4,235, P=0,040; Figura 5A), ndo sendo observada diferenca
significativa para os demais estadios analisados. Enquanto para analise em cada
estadio de desenvolvimento dos parasitoides do género Trissolcus ndo foram

observadas diferengas significativas (Figura 5B).

2 A s=wes Controle E
Salicilate de metila
= —— Acctato de (£)-3-hexenila
= 1.5
&
3 }
S [ T
= jL
= 0.5 l vy { -
i / et
. = —ge—4
ol P~ L [ 1 1
R2 R3 R4 R4/R5 RS Ro K7 RE8
1.2 B

e ot

0.4

ndividuos/Armadilha
o
[
i -
F
i
ey

.'l T r
¥ ¥ %
I - A

{
I I I

= 0,2 i —t

0 L1 NN 1
R2 R3 R4 R4R5 R5 R6 R7 RS
Estadio

Figura5 Captura de parasitoides (Média + EP) em armadilhas adesivas
amarelas instaladas nas parcelas de soja pulverizadas com acetato de
(cis)-3-hexenila e salicilato de metila e como controle (Agua destilada
+ Tween 20). A) Género Telenomus; B) Género Trissolcus. Asterisco
indica diferenca significativa entre os tratamentos, dentro de data,
pelo teste Tukey (P<0.05)
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3.2 Parasitismo de ovos sentinela

Foi verificado na analise de MLG que a presenga de parasitismo nos
ovos sentinela ndo foi significativa entre os tratamentos (P=0,324), no
tempo (P= 0,318), na interacdo entre tratamento e tempo (P=0,178). Os
ovos sentinela foram parasitados por individuos da familia Platygastridae,
sendo observado apenas efeito significativo para a interacdo entre o
tratamento e o tempo (F,1:7=5,197, P=0,025), embora ndo tenha sido
significativo para os fatores tratamento e tempo, individualmente. Para o
total de parasitoides emergidos das parcelas tratadas ndo foi observada
diferenca significativa entre o tratamento, tempo e na interacdo entre estes
dois fatores (Figura 6B).

Para andlise individual do nivel de parasitismo foi observado que no
estadio R7, foi significativamente maior nas parcelas pulverizadas com
SAME (F,1,=12,23, P=0,001; Figura 6A), ndo sendo observada diferenca
significativa para o nivel de parasitismo ocasionado nos demais estadios de

desenvolvimento da soja.
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Figura 6 Parasitismo em cartelas de ovos sentinela de Euschistus heros (Média
+ EP) colocadas nas parcelas de soja pulverizadas com acetato de
(cis)-3-hexenila e salicilato de metila e como controle (Agua destilada
+ Tween 20). (A) Ovos parasitados (%); (B) Total de parasitoides
emergidos. Asterisco indica diferenca significativa entre os
tratamentos, dentro de data, pelo teste Tukey (P<0.05)

3.3 Abundéncia de percevejos

A captura de percevejos por pano de batida nas parcelas tratadas foi
significativa quando analisada a abundancia ao longo do tempo (F,117=6,132,
P=0,014). Porém, ndo foram observadas diferencas entre os tratamentos e na

interacdo entre tratamento e tempo (Figura 7).
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Estadio
Figura 7 Densidade populacional de Pentatomidae (Média + EP) capturado em
pano de batida nas parcelas de soja pulverizadas com acetato de (cis)-
3-hexenila e salicilato de metila e como controle (agua destilada +
Tween 20). Asterisco indica diferenca significativa entre as
cultivares, dentro de data, pelo teste Tukey (P<0.05)
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4 DISCUSSAO

Neste estudo foi observado que a pulveriza¢do dos COVs AH e SAME
em plantas de G. max afeta a abundancia de parasitoides em campo com
aumento do nimero de parasitoides e o nivel de parasitismo, principalmente nos
ultimos estadio de desenvolvimento das plantas de soja. A emissdo de volateis
em plantas acontece durante todo o ciclo de desenvolvimento, contudo em
condi¢des de campo as plantas ficam expostas a efeitos bidticos e abidticos que
desencadeiam alteracdes nas emissdes de volateis (DICKE, 2009). A exposi¢do
das plantas a COVs naturais e sintéticos podem induzir a producdo de volateis,
de maneira similar as ocasionadas pelos herbivoros (DICKE; VAN LOON,
2000), que resulta na atracdo de parasitoides (MICHEREFF et al., 2011;
MORAES et al.,, 2009). Esses compostos volateis liberados pelas plantas
constituem uma importante informacao para os inimigos naturais localizarem os
hospedeiros e as presas (BALDWIN et al., 2006; DICKE; BALDWIN, 2010).
Neste estudo foi verificado que as pulverizagdes com COVs sintéticos alteram a
guantidade de parasitoides em campo; este resultado é um indicativo que as
mudancas na producdo de volateis liberados pelas plantas, que contribui para
mudanca no comportamento de busca do parasitoide T. podisi (resultados
discutidos no artigo 1), e do percevejo marrom E. heros (resultados discutidos
no artigo 2) possui potencial para a utilizagdo em campo. Assim, testamos a
hiptese de que as plantas de soja tratadas pelos AH e SAME afetam
parasitoides e percevejos em campo, e que o uso de COVSs no campo poderia ser
uma ferramenta para auxiliar no MIP.

De acordo com o observado, os resultados indicam que tanto as parcelas
que foram pulverizadas com os COVs sintéticos e as parcelas-controle
pulverizadas com agua destilada + Tween (0,1%), contribuiram para a captura

de diversas familias de parasitoides, principalmente da familia Platygastridae,
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sendo verificado que dentro desta familia os dois géneros capturados foram
Telenomus e Trissolcus, responsaveis pela regulacdo da populacdo de percevejo
marrom E. heros em areas de cultivo de soja. Resultado semelhante também foi
observado por Vieira et al. (2013), em que demonstraram que a abundancia de
parasitoides em campo de soja € influenciada ap6s a pulverizagdo com o COV
(cis)-jasmona, com atracdo dos parasitoides do género Platygastridae,
principalmente da espécie Telenomus sp.

A diferenca entre os elicitores testados estd relacionada as vias
metabdlicas que podem ser ativadas. Essa inferéncia € condizente com o0s
resultados observados, visto que as parcelas pulverizadas com o SAME
apresentaram uma maior captura de parasitoides de ovos do género Telenomus
no periodo final do ciclo da soja no estadio de desenvolvimento (R7). Como as
pulverizacdes foram realizadas em dois periodos nos estagios R2 e R5, esse
efeito do COV pode ser devido a inducdo da defesa da planta pelo SAME, tendo
em vista gue alguns COVs induzem as plantas por um maior periodo que facilita
a atracdo de parasitoides e predadores por mais tempo (AN; MOU, 2011). Qutra
justificativa esta relacionada a uma resposta numeérica, isto ¢, um aumento da
populacdo de parasitoides devido aos parasitoides que foram atraidos durante a
primeira pulverizacdo realizada no estadio (R2), e permaneceram nas parcelas
tratadas. Isso demonstra a potencialidade desses parasitoides do género
Telenomus na regulacdo da populagdo do percevejo, visto que ja tinha sido
confirmada a preferéncia do T. podisi aos volateis de plantas induzidas pelo
SAME em ensaios de laboratdrio (resultados descritos no artigo 1).

Para o sucesso do parasitoide no controle biolégico classico é necessaria
presenca de parasitoide nas &reas de cultivo, assim como a capacidade de
parasitismo. O aumento de parasitoides observados nas parcelas pulverizadas
com 0 SAME no estadio de desenvolvimento (R7), também afetou o parasitismo

nos ovos sentinela, embora ndo tenham sido verificadas diferencas entre os
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demais estadios analisados, mesmo com a presenca dos parasitoides. Talvez este
fato possa estar relacionado a baixa abundancia do hospedeiro nas areas tratadas.

Embora tenha sido verificada a preferéncia de fémeas do percevejo E.
heros para os volateis induzidos pelas plantas de soja (resultado descrito no
artigo 2), nao foram observadas diferencas significativas entre as parcelas
tratadas com o0 AH e SAME e parcelas-controle. Apenas foi observado um maior
nimero de percevejos adultos do género Pentatomidae entre os estadios R6 a R7
em todos os tratamentos, 0 que corrobora as observacdes de trabalhos prévios,
que relatam o pico populacional de percevejos a partir do estadio R5 (BORGES
et al.,, 2011; CORREA-FERREIRA; MOSCARDI, 1995; MICHEREFF et al.,
2015).

Nossos resultados demonstraram que a pulverizacdo com o0 AH e SAME
em plantas de soja alteram a populacdo de parasitoides nas areas quando
comparada com as areas controle. Novas analises para avaliacdo da abundancia
de parasitoides e herbivoros sdo necessarias nos campos de cultivo com soja a
fim de complementar a eficacia dos indutores testados, assim como é necessaria
a identificacdo dos volateis liberados pelas plantas em campo, e testes com
liberacdo de percevejos a fim de analisar a interacdo desses insetos com as
plantas e os inimigos naturais. Além de testar a capacidade de manipulacdo da
populacdo de parasitoides e predadores para uma pequena area do cultivo, que
possibilitaria 0 uso, quando necessario, de inseticidas, sem ocorrer uma reducdo

drastica na populacéo de inimigos naturais.
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TERCEIRA PARTE

CONSIDERACOES FINAIS

Em nosso estudo, foi verificado que o acetato de (cis)-3-hexenila e
salicilato de metila alteram a producdo de compostos organicos volateis
(COVs) em cultivares de soja. Sendo esses volateis utilizados como pistas
quimicas por inimigos naturais, comprovadas pela atracdo do parasitoide de
ovos T. podisi aos volateis liberados pelas plantas induzidas pela aplicacdo
dos COVs sintéticos. Também ficou claro que os volateis liberados pelas
plantas da cv BR-16 (suscetivel) ndo atrairam os parasitoides, apesar de 0s
parasitoides serem atraidos para os volateis liberados pela outra cultivar
suscetivel testada. Essa diferenca pode estar associada a variagfes na
ativacdo do metabolismo secundario, principalmente, na rota dos
octadecanoides, responsavel pela producdo dos volateis de folhas verdes e
derivados do acido jasmonico. Esses volateis sdo liberados rapidamente, e
permitem a ativacdo de defesa em tecidos sadios e a atracdo de inimigos
naturais. Os principais COVs em quantidades elevadas liberados pelas
plantas induzidas foram os terpenos, alcoois e aldeidos, grupos considerados
importantes na transmissdo de informacGes sobre localizacdo de presas e
predadores para 0s inimigos naturais.

Também ficou demonstrado que os volateis liberados pelas plantas
induzidas pelos COVs auxiliam na atracdo de herbivoros, sendo visto que as
fémeas do percevejo E. heros, preferem plantas induzidas pelo acetato de
(cis)-3-hexenila e salicilato de metila comparado com os volateis liberados
por plantas-controle pulverizadas com agua destilada. Contudo observamos
que possivelmente as inducBes podem alterar outros metabdlitos,

translocados pelo floema e xilema, em geral, esses compostos acumulam nos
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tecidos vegetais e causam deterrencia entre outros efeitos nos herbivoros.
Sendo constatada a mudanca de comportamento nas fémeas de E. heros,
antes da oviposicdo, visto que essas realizam uma picada de prova, a fim de
saber quais as qualidades nutricionais que a planta pode oferecer para a
futura prole, assim foi observado que os COVs pulverizados nas plantas
afetaram o nimero de ovos e postura realizada pelas fémeas do percevejo,
talvez essa ndo preferéncia pela oviposicdo de uma grande quantidade de
ovos estd relacionada a baixa qualidade nutricional ou mesmo pela
acumulacdo de toxinas que podem retardar o desenvolvimento das ninfas
e/ou até mesmo causar a morte. Esses efeitos foram observados nos ensaios
de desenvolvimento do percevejo, as ninfas alimentadas em plantas de soja
pulverizadas com os COVs, retardaram o desenvolvimento ninfal além de
afetar a longevidade e mortalidade de adultos. Apesar das alteragdes no
metabolismo secundario com producdo de diversos compostos quimicos, a
capacidade de desenvolvimento da planta de soja ndo é comprometida apos a
pulverizacdo com os COVs, segundo o0s nossos resultados. Esse fato indica
que, a exposicao das plantas aos COVs sintéticos pode preparar o sistema de
defesa, sem prejudicar o desenvolvimento inicial da planta.

Essas interacBes entre diferentes niveis tréficos, ocasionadas pelas
mudancas nas plantas de soja apds a pulveriza¢do com os COVs, também foi
observada em campo. As plantas induzidas atrairam parasitoides de varias
familias, principalmente da Platygastridae e Pteromalidae. Também foi
observada que a capacidade de parasitismo destes parasitoides foi regular,
apesar da dificuldade para mensurar os niveis, em virtude da baixa populacéo
de percevejos na darea testada, que pode ter limitado o crescimento
populacional dos parasitoides de ovos do género Telenomus e Trissolcus.

Novos estudos sdo necessdrios a fim de validar a eficicia dos

elicitores testados, assim como € necessaria a identificacdo das rotas
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metabdlicas que sdo ativadas, identificacdo dos volateis liberados pelas
plantas em campo, mensuragdo dos niveis de produtividade em plantas
expostas aos COVs sintéticos, e testes com liberadores de COVs para
analisar a interacdo entre as plantas, percevejos e parasitoides em campo, a
resposta para essas questfes poderia facilitar o melhor aprimoramento para o

uso da técnica no controle bioldégico em areas extensas de cultivo.
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Curvas de calibragdo para a quantificacdo dos volateis em soja. A) (trans,trans)-

a-farneseno, B) (trans,trans)-4,8,12-trimetiltrideca-1,3,7,11-tetraeno (TMTT)



