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"RESPOSTAS DE Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) E
Trichogramma pretiosum (HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE) A
PLANTAS DE ARROZ, Oryza sativa (POACEAE), SUBMETIDAS A HERBIVORIA
E A FITORMONIOS!

Autor: Fabiane Barbosa Lopes
Orientador: Josué Sant’Ana

RESUMO

Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) € uma das
pragas que ocorrem na cultura do arroz (Oryza sativa L.). As injurias de herbivoros
e/ou a aplicacado de fitormbnios podem ativar as vias de sinalizacéo, resultando na
maior producdo de metabolitos secundérios, aumentando as defesas da planta. O
trabalho teve como objetivos avaliar a inducdo de resisténcia direta (local e
sistémica) de plantas de arroz causada pela herbivoria e pela aplicacdo exdgena dos
fitormbnios metil jasmonato (MJ) e acido salicilico (AS) no desenvolvimento de S.
frugiperda. Também foram investigadas as defesas indiretas através das respostas
quimiotéaxicas de Trichogramma pretiosum Riley, 1879 (Hymenoptera,
Trichogrammatidae) submetidos aos mesmos tratamentos. A defesa direta foi
avaliada através da taxa de ganho de peso de lagartas alimentadas com folhas de
plantas pré-expostas a herbivoria ou tratadas com metil jasmonato (2 e 5 mM), &cido
salicilico (8 e 16 mM) ou agua com etanol (controle). A defesa indireta foi verificada
pelas respostas quimiotaxicas, em olfatbmetro de dupla escolha, de T. pretiosum
submetidos a escolha entre plantas que sofreram herbivoria e avaliadas apés 24, 48
e 72 horas em contraste com as sadias, assim como, com as tratadas com o0s
mesmos fitorménios, contrastadas com o controle. O ganho de peso foi menor em
imaturos de S. frugiperda que se alimentaram com folhas de plantas previamente
injuriadas por largartas (resisténcia local) e folhas emergidas ap6s a injuria
(resisténcia sistémica) do que quando alimentadas com folhas de plantas néo
danificadas. Da mesma forma, folhas tratadas com MJ (2 e 5 mM) e com AS (8 mM)
foram menos consumidas do que as nédo tratadas. Os parasitoides ndo foram
atraidos para plantas danificadas por S. frugiperda, mas desencadearam
comportamento quimiotaxico positivo para aquelas aspergidas com MJ (2 e 5 mM) e
com AS (8 mM). Este estudo evidenciou que plantas de arroz possuem mecanismos
de defesa que podem ser ativados pela herbivoria e fitorménios, sendo que estes se
refletem na diminuicdo da alimentacdo de lagartas, bem como na atracdo de T.
pretiosum.

! Dissertacdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (60f.) Marco, 2018.



RESPONSES OF Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) AND
Trichogramma pretiosum (HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE) TO RICE
PLANTS, Oryza sativa (POACEAE), SUBMITTED TO HERBIVORY AND
PHYTOHORMONES?

Author: Fabiane Barbosa Lopes
Advisor: Josué Sant’Ana

ABSTRACT

Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) is one of
pests that occurs in rice crops (Oryza sativa L.). Damages caused by herbivorous
and phytohormones’ application can activate the signaling pathways which result in
greater production of secondary metabolites, increasing plant defenses. This study
aimed to evaluate the induced direct resistance (local and systemic) of rice plants
caused by herbivory and by exogenous application of methyl jasmonate (MJ) and
salicylic acid (SA) in the development of S. frugiperda. We also investigated the
indirect defenses through chemotaxic responses of Trichogramma pretiosum Riley,
1879 (Hymenoptera, Trichogrammatidae) submitted to the same treatments. The
direct defense response was evaluated by measuring weight gain of fall armyworm
larvae fed with leaves of plants pre-exposed to herbivory or treated with MJ (2 and 5
mM), SA (8 and 16 Mm) or water and ethanol (control). The indirect defense was
verified by chemotaxic behavior of T. pretiosum, in tests of two-choice olfactometer,
to plants submitted to herbivory and evaluated after 24, 48, 72 hours in comparison
with undamaged ones, as well as, plants treated with the same phytohormones
contrasted with control. The weight gain was less in immature developmental stage
of S. frugiperda fed in leaves previous damaged by fall armyworm larvae (local
resistance) and in emerged leaves after plants’ damage (systemic resistance), rather
than in undamaged ones. Treated leaves with MJ (2 mM and 5 mM) and SA (8 mM)
were less eaten than those not treated. The parasitoids were not attracted to rice
plants previous damage by S. frugiperda, but triggered a positive chemotactic
behavior to rice plants that were sprayed with MJ (2 mM and 5 mM) and AS (8 mM).
This study showed that rice plants have defense mechanisms that can be activated
through an exogenous application of phytohormones, evidences were presented on
the reduction of fall armyworm larvae’s feeding activity, as well as, in the attraction of
T. pretiosum.

! Master Dissertation in Plant Science, Faculdade de Agronomia, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (60p.) March, 2018.
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1 INTRODUCAO

O arroz (Oryza sativa L.) € um dos cereais mais importantes do Brasil,
tanto em participacdo econbmica quanto na alimentacdo humana. Um dos
problemas fitossanitarios desta cultura é a herbivoria causada por lagartas, em
especial a Spodoptera frugiperda J.E. Smith, 1797 (Lepidoptera: Noctuidae). O
controle quimico desta praga é muitas vezes feito com tecnologias de aplicacao
incorreta e no momento inadequado, onde o principal grupo quimico disponivel
(piretroides) possui caracteristicas que promovem a morte de inimigos naturais
e aumentam a resisténcia de insetos pragas, diminuindo a sustentabilidade nos
sistemas agricolas. Desta forma, é necessario o estudo de novas ferramentas
para que, de forma integrada com outros métodos de controle, possam
minimizar o impacto deste inseto em lavouras de arroz.

Plantas podem emitir um vasto niumero de volateis que atuam como
defesas quimicas contra insetos. Os compostos emitidos sdo aleloquimicos, os
quais podem atuar como atraentes, repelentes e/ou apresentar efeito
deterrente em herbivoros, inimigos naturais e insetos polinizadores. A
biossintese destas substancias € ativada em situacfes de estresse, tanto
biético, principalmente herbivoria, quanto abiético. Duas rotas metabdlicas sao
as mais importantes para a producdo de compostos de defesa, a do &cido

jasmodnico e a do &cido salicilico, sendo a primeira mais associada aos insetos

mastigadores e a segunda, aos sugadores.



A aplicacdo exdégena em plantas com fitorménios para a inducédo de
resisténcia contra herbivoria e atracdo de inimigos naturais, pode vir a ser uma
alternativa para o manejo de pragas em sistemas agricolas, principalmente em
areas de producado integrada e organica. Porém, ha poucos estudos que
elucidem essas interacdes em plantas de arroz, de modo a viabilizar o uso
desta tecnologia nesta cultura.

Sendo assim, o trabalho teve como objetivos avaliar a inducdo de
resisténcia direta (local e sistémica) de plantas de arroz causada pela acdo da
herbivoria ou pela aplicacdo exdgena dos fitormdnios metil jamonato e &cido
salicilico no desenvolvimento de S. frugiperda, bem como, as defesas indiretas
através das respostas quimiotaxicas de Trichogramma pretiosum Riley, 1879

(Hymenoptera: Trichogrammatidae), submetido aos mesmos tratamentos.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultura do arroz

O arroz irrigado pertence as poaceas e género Oryza. Este género
possui duas espécies cultivadas, Oryza sativa, cultivada em todo o mundo e
Oryza glaberrima, cultivada em alguns paises da Africa Ocidental, sendo a
primeira classificada em duas subespécies, indica e japbnica. Estima-se que o
género tenha surgido ha 130 milhdes de anos, disseminando-se como uma
graminea silvestre. Sua domesticacdo comecou ha 9.000 anos, ocorrendo na
China o aperfeicoamento do processo de alagamento do solo e transplantio de
plantulas, o que tornou o arroz totalmente domesticado (Fonseca et al., 2006).

O arroz € um dos cereais que constituem a base da alimentacao
humana, sendo considerado um alimento essencial para uma dieta saudavel,
principalmente por ser fonte priméria de energia advinda dos carboidratos,
além de contribuir com cerca da metade da ingestao proteica dos individuos
(Bassinello & Naves, 2006). Este € o segundo cereal mais cultivado no mundo,
ocupando uma area aproximada de 168 milhdes de hectares, com producéo de
cerca de 741,0 milhdes de toneladas de grédos em casca. Seu consumo meédio
mundial é de 70 kg/pessoa/ano, ficando na América Latina em torno de 30

kg/pessoa/ano (SOSBAI, 2016).



No Brasil, sexto maior produtor do cereal, a producdo anual de arroz
com casca esta em torno de 12 milhdes de toneladas nas ultimas safras
(SOSBAI, 2016). O Rio Grande do Sul é o principal produtor no pais,
abrangendo quase 70% do total da producdo. Neste estado, a safra 2016/2017
atingiu uma producéo total de 8,73 milhdes de toneladas e uma produtividade
média de 7,930 kg/ha (CONAB, 2017). No RS a area cultivada com arroz
estabilizou desde a safra 2004/2005 em torno de um milhdo de hectares, no
entanto, no restante do Brasil esta &rea vem diminuindo, estando hoje em torno
de 2,4 milhdes de hectares (SOSBAI, 2016).

Grande parcela da producdo de arroz no pais é realizada em
ecossistemas de varzeas (69% irrigada), sendo considerado um estabilizador
da safra nacional quando comparados aos cultivos de terras altas. As varzeas
da regido subtropical ocorrem nos estados do sul do Brasil, no Rio Grande do
Sul ha, aproximadamente, 5,5 milhdes de hectares de varzea, onde cerca de
1,1 milhdes sao utilizados para a producao (SOSBAI, 2016).

O elemento abiético de maior importancia em relacédo a produtividade é
a temperatura, tanto para o crescimento como desenvolvimento do arroz,
sendo as faixas 6timas de 20 a 35 °C para a germinacao, 30 a 33 °C para a
floracdo e de 20 a 25 °C para a maturacdo (SOSBAI, 2016). A ocorréncia de
temperaturas iguais ou abaixo de 17 °C na floragdo podem induzir a
esterilidade das espiguetas (SOSBAI, 2016). A produtividade nesta cultura
também esta relacionada aos fatores bidticos, como as pragas. Perdas de
produtividade de até 30% podem ser causadas por alguns organismos quando

nao controlados no momento certo e da forma correta (SOSBAI, 2016).



2.2 Pragas na cultura do arroz

A cultura do arroz esta suscetivel a uma gama de pragas desde a fase
inicial de desenvolvimento até a final (Ferreira, 2006). Plantas daninhas sdo um
dos principais fatores limitantes na produtividade, com grande diversidade de
espécies infestantes e elevado indice de ocorréncia. Estas competem por
agua, luz e nutrientes e, além disso, sdo potenciais hospedeiras de pragas e
doencas (Cobucci & Noldin, 2006). As espécies daninhas que ocorrem com
maior frequéncia sdo as do género Echinochloa, Cyperus, Brachiaria, Sagitaria,
Digitaria, além do arroz vermelho (O. sativa), comum em areas produtoras de
arroz em diversos paises do mundo (Noldin, 2000). No RS estima-se que esta
daninha seja responsavel por perdas de até 20% na producéo de arroz, o que
corresponde a aproximadamente 1,3 milhdes de toneladas (SOSBAI, 2016).

Todas as fases de desenvolvimento da cultura também estéo sujeitas ao
ataque de fungos, virus, bactérias e nematoides (SOSBAI, 2016). Segundo
Prabhu et al. (2006) mais de 80 doencas estdo descritas em diferentes paises,
no Brasil a doenca mais expressiva é a brusone (Pyricularia oryzae Cavara,
1891), seguida por outras menos importantes, como a mancha-parda
(Drechslera oryzae Breda de Haan, 1966), a queima-da-bainha (Rhizoctonia
solani J.G. Kuhn, 1858) e a mancha-estreita (Cercospora oryzae |. Miyake,
1910). De acordo com o autor, perdas de até 100% podem ocorrer em
determinadas situagOes de severidade destas doencas.

Os insetos juntamente com plantas daninhas e doencas estéo na lista
das pragas que prejudicam a cultura. Dentre estas, estdo a bicheira-da-raiz,

Oryzophagus oryzae Costa Lima, 1936 (Coleoptera: Curculionidae), percevejo-



do-colmo, Tibraca limbativentris Stal, 1860 (Hemiptera: Pentatomidae),
percevejo-do-grdo, Oebalus poecilus Dallas, 1851 (Hemiptera: Pentatomidae),
pulgédo-da-raiz, Rhopalosiphum rufiabdominale Sasaki, 1899 (Hemiptera:
Aphididae) e os lepiddpteros desfolhadores (Oliveira et al., 2010). Segundos 0s
autores, somente os Ultimos, podem causar perdas de até 30% na
produtividade.

A lagarta-das-paniculas, Pseudaletia spp. (Lepidoptera: Noctuidae) que
ocorre na fase reprodutiva, alimentando-se das folhas e da panicula, tem
causado danos severos, devido ao hébito de cortar as espiguetas de arroz,
diminuindo a produtividade (SOSBAI, 2016). As brocas do colmo, Rupela
albinella Cramer, 1781 (Lepidoptera: Crambidae) e Diatraea saccharalis
Fabricius, 1794 (Lepidoptera: Crambidae), provocam danos tanto na fase
vegetativa quanto reprodutiva, causando os sintomas de “coragao-morto” e
“panicula-branca”, respectivamente (SOSBAI, 2016). De acordo com Ferreira
(1999), a cada 10% de colmos atacados por D. saccharalis ocorre uma reducao
de até 2% na producdo. A broca-do-colo, Elasmopalpus lignosellus Zeller, 1848
(Lepidoptera: Pyralidae) ataca a base dos colmos, também causando o sintoma
de “coragdo morto”, sendo mais severa em anos de baixa pluviosidade,
ocasionando perdas de até 100% (Ferreira, 2006). Outro lepidéptero de
relevancia econdmica no arroz é a lagarta-da-folha, S. frugiperda, devido ao
seu habito fil6fago (SOSBAI, 2016).

2.3 Spodoptera frugiperda na cultura do arroz

Spodoptera frugiperda é uma espécie polifaga que tem 186 plantas

hospedeiras no hemisfério ocidental, sendo nativa de regides tropicais e



subtropicais das Américas, jA sendo encontrada em paises africanos (Jeger et
al., 2017). Ocorre em todos os estados do Brasil e tem grande importancia
agricola (Ferreira, 2006). A espécie é também conhecida como lagarta-da-
folha, esta entre os principais insetos praga da cultura do arroz irrigado no pais
(Carvalho et al., 2013). A introducdo do milho como cultivo no sistema de
rotacdo e a presenca de Echinochloa spp., podem ser fatores que favoreceram
a elevacdo da populacdo desse inseto em &reas orizicolas (Martins & Afonso,
2007).

Segundo Sarmento et al. (2002), a temperatura é o fator ambiental de
maior influéncia sobre as fases do ciclo biolégico da lagarta. Em uma
temperatura média de 25 °C, o ciclo de vida foi de 30 dias. Giolo et al. (2002)
observaram uma duracao do estagio larval de 13,15 + 0,07 dias em plantas de
arroz. Segundo os autores, a fase de pré-pupa durou 1,90 + 0,04 dias, de pupa,
8,79 + 0,06 e o ciclo total de 25,81 + 0,13 dias.

Os surtos do inseto estdo associados as condi¢cdes climéaticas
favoraveis, temperaturas elevadas, tempo seco e chuvas abundantes (Martins
& Afonso, 2007). O ataque inicia por ocasido da emergéncia das plantas,
podendo se estender a fase de emissdo da panicula (SOSBAI, 2016). O
periodo critico de ataque, no arroz irrigado, ocorre entre a emergéncia das
plantulas e a inundacéo da lavoura, o0 que pode ocasionar extensas destruicdes
da cultura pelo corte das plantas rente ao solo (Ferreira, 2006). As lagartas
também podem atacar as folhas do arroz durante a fase de perfilhamento e a
fase reprodutiva, podendo ser muito prejudicial nesse ultimo caso, devido aos

danos a folha bandeira (Ferreira, 1999). Plantas infestadas a campo, com 15 a



30 dias ap6s a emergéncia, resultam em perdas de 0,6% para cada lagarta/m?
(Grutzmacher et al.,1999). Ja em SOSBAI (2016) ha registro de que a presenca
de uma lagarta de S. frugiperda com 1 cm ou mais, a cada quatro pontos (0,5 x
0,5 m) ao longo de linhas transversais imaginarias vistoriadas, pode ocasionar
uma reducéo de 1% na produtividade.

O controle da lagarta-da-folha tem sido feito basicamente com uso de
controle quimico, principalmente os do grupo dos piretroides (AGROFIT, 2018).
Contudo, outros métodos também podem ser utilizados, como inundagédo do
solo, destruicdo dos restos culturais apos a colheita e 0 uso do controle
biolégico (Martins & Afonso, 2007). Segundo Rosseto (1973) h& 30 parasitoides
(himenopteros e dipteros) relacionados a S. frugiperda , entre eles esta o T.
pretiosum. Esse inseto vem sendo amplamente utilizado nos Estados Unidos,
China, Colébmbia, Franca, Russia e Nicaragua, devido a sua eficiéncia no
controle de diferentes pragas e facilidade de multiplicacdo em laboratério (Cruz
et al., 1999). Pode ser encontrado em todo o mundo e em diversas culturas e
hospedeiros e parasita, preferencialmente, em ovos de lepidopteros (Hassan,
1994). Sua capacidade de parasitismo em S. frugiperda pode estar
relacionada com a temperatura (Bueno et al., 2010). Segundo os autores, em
laboratério encontraram que o maior nimero de ovos parasitados por fémea foi
obtida a 28 °C, sendo a taxa de parasitismo de aproximadamente 40% em
condicbes de laboratorio. No Brasil, o parasitismo natural de ovos de S.
frugiperda por T. pretiosum foi registrado em cultivos de arroz (Querino et al.,

2016). Dequech et al. (2013) estudaram a ocorréncia natural de espécies de



Trichogramma em milho parasitando S. frugiperda no Rio Grande do Sul e
constataram a predominancia de T. pretiosum compreendendo 80% do total.

2.4 Comunicacao quimica: aleloquimicos

Estratégias que contribuam para o aumento do sucesso do controle
biolégico tém cada vez mais sido estudadas (Williams et al., 2017). Nesse
aspecto, a comunicagdo interespecifica é de suma importancia, j& que os
insetos séo capazes de interagir com o ambiente e com outros organismos por
meio de compostos quimicos (semioquimicos) (Vilela & Pallini, 2002). Estes
sao divididos em dois tipos: feromdnios, quando intermediam relacdes entre
organismos de mesma espécie, podendo ser sexual, de alarme, atracéo,
dispersao, trilha, agregacéao, entre outros e aleloquimicos, quando essa relagédo
se d& entre espécies diferentes (Thomazini, 2009). Os aleloquimicos, por sua
vez, podem ser classificados em cairomonios, onde o emissor do sinal gera
uma resposta no comportamento ou fisiologia do receptor que o favorece;
aloménios, no qual o beneficiado € o emissor e os sinomdnios, quando tanto
emissor como o0 receptor do sinal sdo favorecidos (Taiz & Zeiger, 1998).
Segundo Tumlinson et al. (1993), os sinomonios tem papel fundamental para a
planta contra a herbivoria, pois propiciam o encontro dos parasitoides com a
planta injuriada e, consequentemente, com seus hospedeiros.

2.5 Defesa de plantas

As plantas estdo cercadas de diversos fatores potenciais causadores de
injarias e, como consequéncia, desenvolveram estratégias e mecanismos de
defesa capazes de responder e minimizar os prejuizos ao seu metabolismo

(War et al., 2012). Esses mecanismos podem ser divididos em fatores pré-
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formados (constitutivos) e pos-formados (induziveis). Resisténcia constitutiva é
definida pela presenca de estruturas celulares e teciduais, bem como
compostos quimicos, 0s quais podem atuar como barreiras mesmo que néo
tenha havido injarias (Karban & Baldwin, 1997). Ja a resisténcia induzida,
segundo Karban & Chen (2007), se d& pelas mudancas na planta em resposta
a um dano, 0 que as torna menos atrativa ou palatavel, quando comparada a
uma ndo danificada. Segundo Loon et al. (1998) esta resisténcia induzida
consiste na ativacdo de mecanismos de defesa secundario latentes da planta e
pode ser um fenémeno local ou sistémico. A diferenca entre estas duas esta no
fato da sistémica expressar a resposta em um tecido diferente daquele que
sofreu o dano (Taiz & Zeiger,1998; Agrawal, 2005).

2.6 Metabolitos secundarios de vegetais: inducao da resisténcia

Metabdlitos secundarios de plantas sdo compostos produzidos que nao
tem funcgéo direta no seu crescimento e desenvolvimento, sua biossintese ndo
esta ligada a producdo de carboidratos, proteinas, acidos nucleicos, lipideos,
proteinas, tampouco a processos como respiracao, fotossintese, translocacéo
e assimilacdo de nutrientes (Taiz & Zeiger, 1998). Este metabolismo esta
associado a presenca de fitorménios especificos cujo papel fundamental € a
protecdo da planta a pressdo ambiental (fatores biodticos e abidticos) (Harborne,
1999). A acao destes hormonios pode gerar respostas que agem na atracao de
insetos benéficos, na competicdo planta-planta e na protecéo contra herbivoros
e outros patdgenos (Mithofer & Boland, 2012). De forma geral a inducéo de
resisténcia aos herbivoros pode ser classificada como direta (respostas que

afetam direta e negativamente a fisiologia ou comportamento de herbivoros) ou
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indireta (aumentam a eficiéncia de busca e a eficacia de predacéo/parasitismo
de inimigos naturais) (Gordy et al., 2015).

A sintese dos compostos de defesa pode ser desencadeada por
elicitores presentes na saliva de herbivoros, ativando genes relacionados as
rotas de sinalizagdo associadas as defesas da planta (Kessler & Baldwin,
2001). O &cido jasmodnico/metil jasmonato, acido salicilico e etileno sdo os
fitormbdnios mais comumente associados esta defesa (Gordy et al., 2015).

Estudos sugerem que o &cido salicilico tem um papel importante na
sinalizacdo da resisténcia sistémica (Durrant & Dong, 2004). Sua rota
normalmente é ativada quando a planta é atacada por insetos fitossuccivoros
ou por patdgenos biotréficos (Glazebrook, 2005; Schweiger et al., 2014). Em
arroz foi observado que o ataque de Sogatella furcifera Horvath, 1899
(Hemiptera: Delphacidae) induziu a resisténcia ao fungo causador da brusone,
Magnaporthe oryza B. Couch e que os hormdnios envolvidos na defesa da
planta estavam relacionados as rotas do &cido jasmoénico e &cido salicilico
(Kanno et al., 2012).

O acido jasmoénico e seu éster, metil jasmonato, sdo fitormdnios
envolvidos especialmente em resposta a insetos mastigadores e patégenos
necrotroficos (Kawazu et al., 2012; Schweiger et al., 2014). A producédo do
acido jasmonico se da pela rota do octadecanoide que € a principal rota na
defesa contra insetos herbivoros (Taiz & Zeiger, 1998). Este horménio é
sintetizado a partir do acido linoléico que, por sua vez, é liberado dos lipideos
da membrana plasmatica. O cloroplasto e o0 peroxissomo sdo as duas

organelas que participam da biossintese deste acido. Nos cloroplastos o acido
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linolénico é oxigenado e produz o acido 13-hidroperoxido-octadecatriendico
(13-HPOT). O 13-HPOT ¢é convertido, pela catalise da aleno oOxido sintase
(AOS) a uma ciclopentanona, o acido oxo-fitodienoico (OPDA) (Vick &
Zimmerman, 1983).

Os jasmonatos sao derivados de compostos baseados em
ciclopentanonas. Estas podem se converter a oxo-pentenil-ciclopentanos
(OPC) gue € metabolizado nos peroxissomos, onde as enzimas das rotas da p-
oxidacdo formardo o acido jasmoénico, que por fim pode ser metilado no citosol
para formar metil jasmonato (Vick & Zimmerman, 1983). Genes induzidos por
ele podem codificar enzimas-chave para as rotas do metabolismo secundario e
consequentemente defesa de plantas (Creelman & Mullet, 1997; Taiz & Zeiger,
1998).

De acordo com Kessler et al. (2004), a producdo de metabdlitos
secundarios e a consequente resisténcia ao ataque de lagartas de Manduca
sexta Linnaeus, 1763 (Lepidoptera: Sphingidae) foram menores em plantas de
fumo (Nicotiana attenuata) nas quais foram silenciados os trés genes
envolvidos na rota de producéo de jasmonatos. Thaler et al. (1996) observaram
que plantas de tomate (Lycopersicon esculentum) aspergidas com 0,5 mM
acido jasmonico e metil jasmonato foram menos atacadas por lagartas de
Helicoverpa zea Boddie, 1850 (Lepidoptera: Noctuidae), sendo que este
insetos tiveram um maior tempo de desenvolvimento em comparacdo com as
gue consumiram folhas de tomateiro nao tratadas com este fitormdnio.

Segundo os autores, este fato se deve ao aumento dos niveis de polifenol
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oxidase e inibidores de proteases devido a aplicacdo exdgena dos jasmonatos,
se assemelhando ao que ocorre quando ha herbivoria.

Tan et al. (2011) observaram uma reducédo na taxa de crescimento de
até 53% de Spodoptera litura Fabricius, 1775 (Lepidoptera: Noctuidae) quando
alimentadas com quatro espécie de plantas, rabanete (Raphanus sativus),
pimenta (Capsicum annuum), tomate e espinafre (Ipomoea aquatica),
aspergidas com 1,5 mM de metil jasmonato. Os autores também constataram
um aumento das proteinas polifenol oxidase e inibidor de tripsina nas plantas
com este fitormonio. Da mesma forma, foi constatada uma menor taxa de
crescimento e menor ganho de peso em lagartas de S. frugiperda quando
alimentadas com cinco cultivares americanas de arroz (Cocodrie, Jackson,
Lemont, Rosemont, e Tequing) aspergidas com 2 mM de acido jasménico em
relacdo a plantas nao tratadas (Stout et al., 2009).

A resisténcia indireta de plantas de arroz foi comprovada por Lou et al.
(2005) os quais observaram taxas maiores de parasitismo de ovos da
cigarrinha Anagrus nilaparvate Pang et Wang, 1905 (Hymenoptera: Mymaridae)
pelo parasitoide Nilaparvata lugens Stal, 1854 (Hemiptera: Delphacidae) apés a

aplicacdo de 1 ou 10 mM de acido jasménico neste vegetal.
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3 CAPITULO 1

RESPOSTAS DE Spodoptera frugiperda (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE) E
Trichogramma pretiosum (HYMENOPTERA: TRICHOGRAMMATIDAE) A
PLANTAS DE ARROZ, Oryza sativa (POACEAE), SUBMETIDAS A

HERBIVORIA E A FITORMONIOS
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3.1 Introducéao

Plantas estdo suscetiveis a uma gama de insetos-praga durante todo o
seu desenvolvimento. Para compensar sua vida séssil, desenvolveram
diferentes estratégias e mecanismos de defesas constitutivas (pré-formadas) e
induzidas (pos-formadas), sendo as Ultimas de acdo direta e/ou indireta
(Schweiger et al.,, 2014). As diretas estdo relacionadas um conjunto de
caracteristicas que afetam negativamente a fisiologia ou 0 comportamento de
insetos herbivoros e as indiretas, definidas como fatores que aumentam a
eficiéncia de busca e a eficacia de predacao/parasitismo de inimigos naturais,
devido a emissdo de volateis ativados pela planta em resposta ao ataque de
herbivoros (Tamiru & Khan, 2017). A resisténcia induzida pode ser um
fenbmeno local, quando a resposta € expressa em um tecido igual ao que
sofreu 0 dano ou sistémico, quando a resposta é expressa em um tecido
diferente (Moreira et al., 2009).

As defesas das plantas estao relacionadas ao metabolismo secundéario,
que atua na protecdo destas a pressdo ambiental (fatores bioticos e abioticos),
assim como no controle do seu crescimento (Harborne, 1999). O acido
jasménico, metil jasmonato, acido salicilico e etileno sao fitormdnios
associados a defesas diretas e indiretas de plantas, sendo moléculas
sinalizadoras as quais minimizam ou inibem a injaria causada pelos herbivoros
(Gordy et al., 2015).

Thaler et al. (1996) observaram que plantas de tomateiro aspergidas
com 0,5 mM de acido jasmonico e metil jasmonato foram menos atacadas por

lagartas de H. zea, sendo que estas tiveram um maior tempo de
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desenvolvimento em comparacdo com as que consumiram folhas de tomateiro
nao tratadas com este fitormonio. Tan et al. (2011) observaram uma reducao
na taxa de crescimento de até 53% de S. litura quando alimentadas com quatro
espécie de plantas, rabanete, pimenta, tomate e espinafre, aspergidas com
1,5 mM de metil jasmonato. Os autores também constataram um aumento das
proteinas polifenol oxidase e inibidor de tripsina nas plantas com este
fitormonio.

Da mesma forma, foi constatada uma menor taxa de crescimento e
menor ganho de peso em lagartas de S. frugiperda quando alimentadas com
cinco cultivares americanas de arroz (Cocodrie, Jackson, Lemont, Rosemont, e
Tequing) aspergidas com 2 mM de acido jasménico em relacdo a plantas nao
tratadas (Stout et al., 2009). Resultado semelhante foi também constatado
com esta mesma espécie e fitormdnio em algodao e soja (Gordy et al., 2015). A
defesa indireta em plantas de arroz com &cido jasmonico foi registrada por Lou
et al. (2005), os quais observaram que a aplicacdo de 1 ou 10 mM deste
horménio aumentou as taxas de parasitismo em ovos da cigarrinha N. lugens
pelo parasitoide A. nilaparvate.

O &cido salicilico também tem um papel importante na sinalizacdo da
resisténcia (Durrant & Dong, 2004). Sua rota normalmente é ativada quando a
planta é atacada por insetos fitossuccivoros ou por patdgenos biotroficos
(Glazebrook, 2005; Schweiger et al., 2014). Em arroz, o ataque de S. furcifera
na cultura induziu a resisténcia ao fungo causador da brusone, M. oryza

(Kanno et al., 2012).
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Em lavoura de arroz irrigado S. frugiperda, também chamada de lagarta-
da-folha, é definida como uma praga de ocorréncia ocasional, que em
determinados anos pode atingir niveis populacionais elevados (SOSBAI, 2016).
O ataque inicial se da por ocasido da emergéncia das plantulas podendo se
estender até o periodo de emissdo da panicula (Ferreira, 1999). O parasitoide
de ovos T. pretiosum, € importante agente de controle natural de S. frugiperda
(Sa & Parra, 1994; Beserra et al., 2002) e esta associado ao controle de praga
de diversas culturas, incluindo o arroz ( Ko et al. 2014). Martinazzo et al. (2007)
avaliaram as liberacbes de T. pretiosum para controle biolégico de S.
frugiperda em lavoura de milho localizada regido oeste do estado do Parana e
concluiram que as liberacbes deste diminuiram o numero de plantas
danificadas, sendo eficiente para o controle da praga. Mais recentemente, em
lavoura de milho orgéanico, liberacdes de T. pretiosum tiveram um sucesso de
parasitismo de quase 80% (Figueiredo et al., 2015). Segundo os autores, 0
impacto deste parasitoide resultou em um aumento de produtividade de 19,4%
e 0 ganho de US $ 96,5/ha.

N&o ha na literatura registros de trabalhos que tenham verificado a
influéncia da aplicacdo exdgena de metil jasmonato e &cido salicilico na
interacdo tritrofica (arroz - S. frugiperda - T. pretiosum). Sendo assim, este
trabalho objetivou avaliar a inducdo de resisténcia direta (local e sistémica) de
plantas de arroz causada pela acao da herbivoria ou pela aplicacdo exdgena
dos fitormbnios metil jamonato e &cido salicico no desenvolvimento de S.
frugiperda, bem como, as defesas indiretas, através das respostas

guimiotaxicas com T. pretiosum submetidos aos mesmos tratamentos.
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3.2 Material e Métodos

3.2.1 Local de realizacéo dos experimentos

Os trabalhos foram conduzidos no Laboratério de Etologia e Ecologia
Quimica de Insetos (LEEQI) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul
(UFRGS) e Laboratério de Biologia, Ecologia e Controle Bioldgico de Insetos
(BIOECOLAB) da Faculdade de Agronomia da UFRGS.

3.2.2 Semeadura e cultivo das plantas

Sementes da cultivar IRGA 424 foram adquiridas no Instituto Rio
Grandense do Arroz (IRGA), sediado em Cachoeirinha, RS. Estas foram
semeadas em copos plasticos de 200 mL contendo uma mistura de composto
organico e vermiculita na proporcao de 3:1, sendo as plantas mantidas em
vasos em casa-de-vegetacdo de vidro do Departamento de Plantas de Lavoura
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (25 £ 1°C; 70 + 10 % U.R;
fotofase de 12 horas). O plantio foi efetuado semanalmente ao longo dos
experimentos e 0s vasos irrigados diariamente. As plantas utilizadas nos
bioensaios estavam no estadio V4 (Counce et al., 2000).

3.2.3 Preparo das solucdes

Foram preparadas solucdes de metil jasmonato (95%, Sigma-Aldrich)
para obtencdo de 2 mM e 5 mM e de acido salicilico (99%, Sigma-Aldrich)
para obtencdo de 8 mM e 16 mM dos fitormdnios. Para isso, foram utilizados
70% de agua destilada e 30% de etanol 98% (Sigma-Aldrich) num volume total
de 200 mL de solucdo. A solucdo controle foi composta apenas de agua e

etanol, nas mesmas proporgoes.
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3.2.4 Criacao de Spodoptera frugiperda em dieta artificial

As lagartas utilizadas nos experimentos foram advindas da criacéo
estabelecida e mantida no Laboratério de Biologia e Controle Biolégico de
Insetos (BIOECOLAB) da UFRGS em camara climatizada (25 + 2 °C, 70 + 10
% U.R., fotofase de 14 horas) por, aproximadamente, 40 geracdes. Os adultos,
10 casais, eram acondicionados em gaiolas confeccionadas com tubos
cilindricos policloreto de polivinila (PVC) (20 X 15 cm) com orificios nas laterais.
A extremidade inferior da gaiola continha um prato plastico esférico (2 x 15 cm )
e a superior, um tecido tipo voile branco, fixado com atilho. Internamente as
gaiolas eram revestidas com papel sulfite pardo. Foram fornecidas para os
adultos solucdo de mel a 70% e agua destilada, as quais foram renovadas a
cada dois dias.

As posturas eram coletadas diariamente, acondicionadas em tubos de
vidro e mantidas em camara climatizada até a eclosdo. Apés, dez lagartas de
primeiro instar eram colocadas conjuntamente em copos plasticos (50 mL),
contendo dieta artificial proposta por Bowling (1967), sendo estes cobertos com
plastico filme. Transcorridos sete dias as lagartas eram individualizadas em
potes plasticos (100 mL) contendo a mesma dieta. Apds 15 dias, as pupas
eram recolhidas para reinicio do ciclo da criagéo.

3.2.5 Criacao Trichogramma pretiosum e Anagasta kuehniella

O parasitoide T. pretiosum foi obtido de uma criacéo ja estabelecida no
BIOECOLAB por, aproximadamente, 27 geragdes. Os adultos eram mantidos
em frascos de vidro (500 mL), tampados e alimentados com goticulas de mel

puro, depositadas na parte interna dos tubos. Para multiplicacdo dos
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parasitoides, eram oferecidos ovos de Anagasta kuehniella Zeller, 1879
(Lepidoptera: Pyralidae), mantida conforme a metodologia de Parra (1997). As
lagartas foram criadas em uma dieta a base de farinha de trigo (1 kg) e
levedura de cerveja (200 g). Os ovos do hospedeiro eram inviabilizados em luz
ultravioleta por 45 minutos e expostos aos parasitoides em cartela de cartolina
azul-celeste colados com goma arébica a 10% (Asuper radex®).

3.2.6 Bioensaios

3.2.6.1 Herbivoria de Spodoptera frugiperda em plantas de arroz

injuriadas por lagartas coespecificas: resisténcia local e
sistémica

Para as analises dos bioensaios de resisténcia foram utilizadas duas
gaiolas (45 x 30 x 30 cm) contendo 10 plantas de arroz (V4) cada, sendo uma
infestada com S. frugiperda (duas lagartas de quarto instar/planta, com peso de
10 a 20 mg) e outra ndo. Apos 24 horas, estas eram retiradas das plantas. Foi
considerada como planta injuriada, somente as que sofreram herbivoria e que,
consequentemente, propiciaram o ganho de peso de lagartas expostas a estas.

a) Avaliagéao resisténcialocal (RL)

Passadas 72 horas ap0s as 24 horas de permanéncia das lagartas com
as plantas, como descrito no item anterior, pedagos de folhas injuriadas (V4)
foram retiradas (100 mg) e expostas novamente a herbivoria em placas de Petri
(9 cm &) com algodao umedecido. Porc¢des de folhas retiradas de plantas néo
injuriadas (100 mg) também foram expostas a estes imaturos da mesma forma,
sendo considerado o tratamento controle. As lagartas utilizadas eram de quarto

instar de S. frugiperda e foram retiradas da dieta artificial antes do inicio dos
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testes e submetidas a um jejum de trés horas, sendo posteriormente pesadas
com o auxilio de uma balanca analitica UniBloc (calibracdo Interna Shimadzu,
modelo ATX224). Somente as que pesavam entre 10 e 20 mg foram utilizadas
nos experimentos.

As lagartas eram expostas a mesma folha por 24 horas. Transcorrido
este periodo era oferecido outro pedacgo de folha com mesmo peso (100 mg) e
do mesmo tratamento. Este procedimento foi repetido por mais dois dias
consecutivos, totalizando 72 horas de herbivoria. No final deste periodo, o peso
final das lagartas foi novamente registrado. Foram feitas 40
repeticbes/tratamento.

b) Avaliagéo resisténcia sistémica (RS)

Neste bioensaio utilizaram-se folhas de plantas no estadio V6, sem
sintomas de injurias, oriundas de plantas que nunca tinham sido danificadas ou
previamente danificadas, seguindo o mesmo protocolo da RL. Neste ultimo
caso, foram utilizados pedacos de folhas emergidas com 15 dias ap0s a injuria.
A analise da resisténcia sistémica foi avaliada da mesma forma descrita no

bioensaio anterior. Sendo feitas 40 repeti¢coes/tratamento.

3.2.6.2 Herbivoria de Spodoptera frugiperda em plantas de arroz

aspergidas com fitormdnios
Foram utilizados grupos de plantas de arroz (V4) submetidos aos
seguintes tratamentos: a) agua e etanol (controle); b) apenas agua c) metil
jasmonato (2 e 5 mM) e d) de acido salicilico (8 e 16 mM). As aplica¢gBes foram
feitas com frasco de plastico com valvula spray 70 mL até que houvesse

escorrimento nas folhas, aproximadamente 20 mL/planta. As plantas com
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mesmo tratamento eram mantidas isoladas em gaiolas (45 x 30 x 30 cm) dentro
da casa de vegetacdo, sob condicbes ndo controladas. Trés dias apds as
aplicacoes, pedacos de folhas eram recortados (100 mg) e utilizados nos
bioensaios. Todos os experimentos foram realizados em placas de Petri (9 cm
&) com algodao umedecido.

O protocolo experimental relacionado as caracteristicas das lagartas e a

conducao do bioensaio de herbivoria, segue o descrito no item 2.2.6.1.

3.2.6.3 Quimiotaxia de Trichogramma pretiosum a plantas de arroz

submetidas a herbivoria por Spodoptera frugiperda ou
aspergidas com fitormonios

O comportamento quimiotaxico de T. pretiosum foi observado em
olfatbmetro “Y” de vidro de dupla escolha, com didmetro de 1 cm, arena inicial
de 12 cm, bifurcada em dois bragos de 5 cm cada. Em cada braco foi acoplado
um frasco de vidro (29,5 x 12,5 cm ), onde foram alocadas as plantas a
serem avaliadas.

Fémeas de T. pretiosum com até 24 horas de idade, foram colocadas
individualmente em tubos cilindricos de vidro (0,5 x 3 cm), revestidos com
papel filtro (1 x 3,7 cm) para utilizacdo nos testes. Cada tubo foi posicionado na
extremidade inicial da arena e os insetos expostos aos odores. O fluxo de ar
carreando os volateis foi previamente filtrado com carvao ativo e conduzido
para dentro do sistema com o auxilio de um propulsor conectado a um
fluximetro, a uma taxa de 0,6 L/min.

O comportamento de T. pretiosum frente a volateis de plantas de arroz

injuriadas por S. frugiperda foi registrado. Neste caso, plantas de arroz (V4),
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foram submetidas a herbivoria de lagartas de quarto instar por 24 horas,
posteriormente os insetos foram retirados e as plantas avaliadas 24, 48 e 72
horas ap0s a injuria. Plantas de arroz nao injuriadas (controle), com as mesmas
idades, respectivamente, foram contrastadas, duas a duas, com as
previamente atacadas.

Também foram registradas as respostas quimiotaxicas dos parasitoides
a volateis de plantas de arroz aspergidas com agua e etanol (controle) em
contraste com a agua e as contendo metil jasmonato (2 ou 5 mM) ou &cido
salicilico (8 ou 16 mM). Todas as plantas foram testadas 72 horas apds a
aplicagcdo dos fitormonios ou controle, sendo somente as com a presenga do
MJ, também avaliadas apés 24 horas.

Os testes foram conduzidos em sala climatizada durante a fotofase, sob
luz fluorescente (60W, luminancia igual a 290 lux). O olfatdmetro foi invertido
no sentido horizontal (rotagcdo 180°) a cada trés repeticbes e, a cada seis,
lavado com sab&o neutro e etanol e seco em estufa de esterilizagdo a 150 °C.

Apés este procedimento, eram renovados 0s tratamentos.

Em todos os bioensaios de olfatometria, as respostas foram
consideradas positivas quando os insetos percorreram, pelo menos, 4 cm
dentro dos bracos contendo os tratamentos e permaneceram nesta area por,
no minimo, um minuto. Foram considerados nao responsivos 0S que nao se
movimentaram nos primeiros 5 minutos ou quando ndo percorreram pelo
menos 4 cm em algum dos dois bragos do olfatbmetro, em 10 minutos. Foram

feitas 40 repeticOes/tratamento.
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3.2.6.4 Anélises estatisticas

Os dados relativos ao ganho de peso das lagartas nos testes de
herbivoria, obtidos pela diferenca entre os pesos iniciais e finais de S.
frugiperda, foram transformados utilizando log*'® e submetidos ao teste de
normalidade Shapiro-Wilk. Desta forma foi aplicada analise de variancia
(ANOVA) e Teste de Tukey ao nivel de 5% de significancia. O software
utilizado foi o SAS 9. Para os bioensaios de olfatometria, os resulta
primeira escolha foram comparados pelo teste de Qui-quadrado (o =

com o auxilio do software BioEstat 5.0.

3.3 Resultados

3.3.1 Herbivoria de Spodoptera frugiperda em plantas de arroz
injuriadas por lagartas coespecificas: resisténcialocal e
sistémica

O ganho de peso de lagartas alimentadas com folhas de plantas n&o

danificadas (controle) foi em torno de duas vezes maior do que daquelas que
se alimentaram com folhas que apresentavam injuria local (resisténcia local -
RL) (F = 88,024; gl = 1; P < 0,001). No bioensaio em que foi avaliada a
resisténcia sistémica (RS), o ganho de peso de S. frugiperda foi,

aproximadamente, trés vezes menor em plantas previamente danificadas em

relacdo as sem injurias (F = 169,07; gl = 1; P < 0,001) (Figura 1).
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FIGURA 1. Ganho médio de peso (+ EP) de lagartas de Spodoptera
frugiperda (4° instar) alimentadas com folhas de plantas de
arroz nado danificadas (barra cinza) e as submetidas
previamente a injuria (barra com listras), podendo esta ser local
(RL), 72 horas ap0s a injaria, ou sistémica (RS), 15 dias apés a
injaria e utilizando folhas ndo presentes no momento do dano.
Barras com letras distintas diferem entre si, dentro de cada
tratamento, pelo teste de Tukey (P < 0,05).

3.3.2 Herbivoria de Spodoptera frugiperda em plantas de arroz
aspergidas com fitormdnios
As lagartas se alimentaram menos de folhas tratadas com MJ (2 e 5
mM) e AS (8 mM) do que as aspergidas com AS (16 mM) e etanol diluido em

agua (controle) (P < 0,0001), as quais nao diferiram entre si (F= 0,62; P <
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0.4333). O ganho de peso observado em lagartas alimentadas por plantas
tratadas com metil jasmonato nas duas concentracdes néao diferiu entre si (P =
0,7984), assim como, entre os tratamentos com MJ e AS (8 mM) (P = 0,0690).
O aumento de peso de lagartas alimentadas com plantas tratadas apenas com
adgua foi significativamente maior do que das que consumiram folhas
aspergidas com fitorménios, bem como, com etanol diluido em &agua (F=

125.04, P <0,001) (Figura 2).
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FIGURA 2. Ganho médio de peso (+x EP) de lagartas de Spodoptera
frugiperda (4° instar) ap6s consumo de plantas de arroz
tratadas com agua, dois fitormdnios, metil jasmonato (MJ) e
acido salicilico (AS), em duas concentracdes (milimolar) ou
com agua e etanol (controle). Barras com letras distintas
diferem entre si pelo teste de Tukey (P < 0,05).
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3.3.3 Quimiotaxia de Trichogramma pretiosum a plantas de arroz
submetidas a herbivoria por Spodoptera frugiperda
Quando fémeas de T. pretiosum foram expostas a plantas previamente
injuriadas por lagartas de S. frugiperda em contraste com as ndo danificadas,
ndo houve diferenca entre respostas quimiotaxicas do parasitoide frente aos

diferentes periodos testados apés herbivoria (P > 0,05) (Figura 3).
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FIGURA 3. Respostas quimiotaxicas (%) de fémeas de Trichogramma
pretiosum testadas em olfatbmetro em Y em relacdo as plantas
de arroz com 24, 48 e 72 horas apds a injuria por lagartas de
Spodoptera frugiperda e as nédo expostas a herbivoria (controle).
Valores nas barras indicam o niamero de insetos responsivos e,
entre parénteses, 0s nao responsivos (NR). ns = nao significativo

(x3, P >0,05).

3.3.4 Quimiotaxia de Trichogramma pretiosum a plantas de arroz
aspergidas com fitormdnios
N&o houve diferenca significativa entre o tratamento agua e o controle

(XZ =0,800; gl =1; P =0.3711). A primeira escolha de fémeas de T. pretiosum

foi significativamente maior para plantas de arroz tratadas com MJ 2 mM (XZ =
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28,8; gl = 1; P < 0,0001), MJ 5 mM (3% = 24,2; gl = 1; P < 0,0001), AS 8 mM (y?
= 5,0; gl = 1; P = 0,0253) e avaliadas 72 horas ap6s a aplicacdo, quando
contrastadas com as tratadas com &gua e etanol (controle) nas mesmas
condicdes (Figura 4). Também foi observada quimiotaxia positiva do
parasitoide para o MJ 5 mM em relacdo a plantas avaliadas 24 horas apos a

aplicacdo com este fitorménio (x* = 5,000; gl = 1; P = 0,0253) (Figura 5).
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FIGURA 4. Respostas quimiotaxicas (%) de fémeas de Trichogramma
pretiosum testadas em olfatbmetro em Y, submetidas a plantas
de arroz tratadas com metil jasmonato (MJ), acido salicilico (AS),
em diferentes concentracdes (milimolar), contrastadas com agua
e etanol (controle) e avaliadas 72 h apds aplicacédo. Valores nas
barras indicam o numero de insetos responsivos e, entre
parénteses, 0os ndo responsivos (NR). Barras seguidas de
asterisco indicam diferenca significativa do tratamento com
fitormonio em relacdo ao controle (y?, P < 0,05).
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FIGURA 5. Respostas quimiotaxicas (%) de fémeas de Trichogramma
pretiosum testadas em olfatdbmetro em Y a plantas de arroz
tratadas 24 horas antes com metil jasmonato (MJ) em diferentes
concentragbes e contrastadas com agua + etanol (controle).
Valores nas barras indicam o niumero de insetos responsivos e,
entre parénteses, os nao responsivos (NR). Barra seguida de
asterisco indica diferenca significativa do tratamento com
fitormdnio em relag&o ao controle (x2, P < 0,05).

3.4 Discussao

Lagartas de S. frugiperda tiveram menor ganho de peso quando se
alimentaram tanto de folhas injuriadas como daquelas recém-emergidas,
oriundas de plantas que tinham sido expostas a herbivoria previamente. Este
resultado evidenciou a ocorréncia de resisténcia local e sistémica de plantas de
arroz frente ao ataque deste herbivoro. Em bioensaio semelhante, Tan et al.
(2011) observaram uma reducao nas taxas relativas de crescimento de lagartas
de S. litura quando foi oferecido a estas, folhas de tomateiro (Known-You 301)
e de pimenteira (Known-You Green Star) de plantas previamente danificadas

por este lepidoptero, em relacdo as nao injuriadas.
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Como as plantas normalmente apresentam respostas sistémicas frente
a herbivoria, os mecanismos de defesa quimica se manifestam em todas as
suas partes, tanto nos 6rgaos vegetativos, como nos reprodutivos (Agrawal et
al., 2005). Esta resisténcia em escala sistémica, assim como o0 constatado no
presente estudo, também ja tinha sido observada em arroz por Stout et al.
(2009) em outras cultivares (“Rosemont”, “A301”, “Jackson”, e “Lemont”). De
acordo com os autores, lagartas de S. frugiperda de quarto instar tiveram uma
menor taxa de crescimento quando foram alimentadas com folhas de plantas
gue tinham sido previamente danificadas.

Estes resultados indicam que quando uma planta de arroz € exposta a
herbivoria ela se torna mais resistente a um préximo ataque, podendo esta
resisténcia continuar se expressando ao longo do crescimento da planta,
mesmo ha auséncia do herbivoro. Um exemplo pratico da acdo dos
mecanismos de defesa de plantas de arroz foi registrado por Kanoo et al.
(2005) os quais constataram que plantas previamente infestadas com a
cigarrinha S. furcifera tiveram uma menor incidéncia da doenca fungica
causada pelo patégeno Magnaporthe grisea (B. Couch) do que as que nao
haviam sido infestadas, sendo o efeito mantido por um periodo de até 15 dias,
mesmo na auséncia deste hemiptero.

De acordo com Moraes (1998), a ativacdo de defesa das plantas é
desencadeada com o contato de substancias da secrecdo oral dos herbivoros
durante a alimentagdo. Tan et al. (2011) complementam que este fato
desencadeia um sistema de respostas onde ha o acumulo endogeno de

fitormoénios, em especial de acido jasmoénico, que é uma das principais
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moléculas de sinalizacdo para a expressao e emissao de compostos organicos
volateis do metabolismo secundario e de sintese de proteinas envolvidas na
defesa das plantas, podendo causar repeléncia e/ou diminuicdo da
palatibilidade de herbivoros.

Assim como a herbivoria, o tratamento de plantas com fitormonio
também resultou na ativagdo dos mecanismos de defesa de plantas de arroz,
evidenciado pelo menor ganho de peso de lagartas de S. frugiperda, ou seja,
imaturos alimentados com folhas aspergidas com os fitorménios, com excecao
do AS 16 mM, tiveram uma diminuicdo de ganho de peso de até 35% em
relagdo ao consumo alimentar de folhas tratadas com agua e etanol.

Houve um maior ganho de peso de lagartas que se alimentaram com
folhas tratadas com agua em relacdo as que foram expostas ao tratamento
controle (4gua e etanol), evidenciando a acdo do etanol na herbivoria. Este
etanol também pode ser considerado um ativador dos mecanismos de defesa
secundaria de plantas (Adie et al., 2007). Segundo os autores, o etanol pode
agir de forma sinérgica ao AJ ativando as defesas da planta contra patégenos
necrotroficos, no entanto, também pode ser antagonista as rotas do AS.
Nakazato et al. (2000) observaram que a inducdo de enzimas associadas a
defesa, como perixodase, fitoalexinas e de lignina, podem ser ativadas por
etileno, atuando na diminui¢do da herbivoria. Em trabalho com arroz Nakazato
et al. (2000) evidenciaram o aumento na producao de fitoalexinas através da
aplicacao de metionina, substancia percursora de etileno na planta.

Sendo assim, podemos inferir que o etanol presente no controle

interferiu  negativamente na alimentacdo das lagartas, atuando nos
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mecanismos de defesa da planta. No entanto, este néo foi o fator predominante
nas respostas das lagartas na interacdo da planta com os fitorménios, pois
houve um incremento significativo na diminuicdo de ganho de peso com a
aplicacao de MJ e AS (8 mM).

Tian et al. (2013) também haviam constatado que o ganho de peso de H.
zea foi reduzido de 55 a 75% em quatro variedades de tomateiro tratadas com
2,5 mM de metil jasmonato. Boughton et al. (2006) observaram menor
crescimento da populacdo e menores indices de fecundidade de Myzus
persicae Sulzer, 1776 (Hemiptera: Aphididae) em afidios expostos a tomateiros
tratados com MJ 5 mM, em relagcdo ao controle. A aplicacdo desta mesma
concentracdo de jasmonato em arroz também resultou na inducdo de defesa
de plantas, evidenciado pelo menor numero de ovos de Lissorhoptrus
oryzophilus Kuschel, 1951 (Coleoptera: Curculionidae) presentes em plantas
nestas condicfes (Hamm et al., 2010).

Em relacdo a S. frugiperda, a acdo deterrente de plantas de arroz
aspergidas com fitorménios registrada no nosso estudo vai ao encontro com 0s
resultados observados por Stout et al. (2009) os quais encontraram uma
reducdo média de 19,2% nas taxas de crescimento da lagarta-do-cartucho em
O. sativa tratadas com os acido jasménico 2 mM em relacdo as que se
alimentaram das plantas controle, previamente aspergidas com agua e etanol.
Sanches et al. (2017) observaram que os fitorménios também podem alterar a
guimiotaxia de S. frugiperda, ou seja, 0s autores constataram, em testes de

olfatometria, que lagartas preferiram plantas de cana-de-aglcar (Saccharum
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officinarum) ndo tratadas, quando em contraste com as tratadas com 1 mM de
AJ.

Resultados contraditorios aos registrados no presente estudo em arroz
foram observados por Gordy et al. (2015). Segundo 0os mesmos, 0 ganho de
peso de lagartas S. frugiperda com a aplicacdo de acido jasménico, 1 e 2 mM
nas culturas de soja (‘Clifford’) e algodao (‘LA1110017’) foi reduzido quando
contrastados com plantas n&o tratadas. Contudo, ndo observaram o mesmo em
plantas de arroz (‘CL131’) e milho (Zea mays) (‘Trucker’s Favorite Yellow’)
expostas a estes tratamentos. De acordo com os autores, estas diferengas de
respostas estdo relacionadas a composicdo das camadas cuticulares entre
dicotiledbneas e monocotiledéneas, sendo que as da Ultima absorveriam
menos os fitormonios. Como no nosso estudo a defesa das plantas de arroz foi
ativada com a presenca de fitormonios, provavelmente outros fatores tais como
a concentracao e tipo de hormdnio utilizado, o tipo de cultivar, bem como, o
tempo entre a aplicacdo do fitormbnio e o teste (48 horas) em relacdo ao
utilizado em nossos bioensaios (72 horas), podem ter sido fatores relevantes
que justificariam as diferengas entre os resultados obtidos.

A aplicagdo de fitormonios pode simular mecanismos de defesa
semelhantes a herbivoria, ou seja, estes compostos podem desencadear a
sintese de proteinas de defesa, tais como, polifenol oxidase, peroxidase,
inibidores de proteinase e lipoxygenase (Bhonwong et al., 2008). Essas
proteinas estdo associadas com o aumento da resisténcia da planta aos
herbivoros, tanto em relacdo aos mecanismos de nao preferéncia, como os de

antibiose, reduzindo a palatabilidade, desempenho e reproducéo (Thaler et al.,
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1996; Tremacoldi, 2009). Sendo assim, provavelmente, a diminuicdo de peso
de S. frugiperda em plantas aspergidas com estes horménios vegetais esti
relacionada a ativacdo de uma ou mais proteinas de defesa das plantas de
arroz, as quais podem ter sido responsaveis pela diminuicdo da alimentacéo.

Bhonwong et al. (2008) observaram que a superexpressao do gene
responsavel pela biossintese de polifenol oxidase em tomate resultou em
maiores ganhos de peso e maior consumo de folhas por Helicoverpa armigera
Hubner, 1809 (Lepidoptera: Noctuidae) e Spodoptera exigua Hubner, 1808
(Lepidoptera: Noctuidae) quando comparada as alimentadas por plantas
controle (sem manipulacdo génica). Além disso, plantas de arroz com a
proteina COI1 silenciada, necessaria para a expressao de genes indutores da
rota do &cido jasmonico, apresentaram menos inibidores de proteases,
tornando-as mais palataveis em relacdo a plantas ndo modificadas (Ye et al.,
2012).

Ao contrario do observado nos outros tratamentos com fitormonios,
aplicacdo exdégena de AS 16 mM ndo resultou em diminuicdo do ganho de
peso de lagartas. E provavel que o excesso de AS utilizado no nosso estudo
possa ter prejudicado as rotas biossintéticas envolvidas no mecanismo de
defesa direta das plantas de arroz em relacdo a S. frugiperda, uma vez que
com 8 mM o resultado foi diferente. E importante enfatizar que a mesma
concentracéo deste fitormodnio foi utilizada por Freitas (2017) a qual constatou
que o AS alterou a emissao de compostos organicos volateis da planta de arroz
nas cultivares BR-IRGA 409 e Cocodrie, avaliadas em diferentes estadios de

desenvolvimento. Este tratamento induziu a emissdo de salicilato de metila de
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forma semelhante a herbivoria e modificou 0 comportamento ou
desenvolvimento dos insetos em estudo, diminuindo a preferéncia do T.
limbativentris a plantas de arroz, aumentando a atracdo de T. podisi, bem
como, prolongando o tempo necessério para Oebalus pugnax Fabricius, 1775
(Hemiptera: Pentatomidae) atingir a fase adulta. Sendo assim, a concentracéo
aplicada pode desencadear diferentes respostas em funcéo dos organismos e
fatores avaliados.

Convém salientar que o AS estd associado a insetos sugadores e a
fungos necrotroficos (Kawazu et al., 2012; Schweiger et al., 2014). Porém,
através da aplicacdo exogena, este fitormdénio também pode influenciar a
alimentacao de insetos mastigadores, possivelmente causadas pela inducao de
genes sinérgicos as rotas do MJ e AS. As rotas de sinalizacdo de acido
salicilico e &cido jasmonico interagem antagonistamente em dicotiledbéneas,
mas em monocotiledéneas pouco se sabe sobre isto. Em bioensaios com
arroz, Tamaoki et al. (2013) constataram que mais da metade dos genes
regulados pelo AS também sdo regulados pelo AJ. Isto sugere que um sistema
de defesa comum € ativado por ambas as rotas, sendo uma explicagdo para a
efetividade na diminuicdo de ganho de peso em S. frugiperda com este
fitormonio na concentracao de 8 mM.

No presente estudo nédo foi constatada a defesa indireta de plantas de
arroz apoés a herbivoria por S. frugiperda, ou seja, fémeas de T. pretiosum néo
foram atraidas por plantas que sofreram herbivoria prévia, transcorridas até 72
horas da injaria. Freitas (2017) ja tinha observado em bioensaios de

olfatometria que o parasitoide T. podisi também ndo se direcionou de forma
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positiva para plantas de arroz cv. BR-IRGA 409 previamente infestadas com T.
limbativentris em relacdo as sadias.

Contudo, sabe-se que a herbivoria induz a emissdo de uma mistura de
volateis de diferentes classes quimicas pelas plantas que servem de pistas
para os parasitoides, caracterizando uma defesa indireta de plantas (Fatouros,
2008; Moraes et al., 2009; Willians et al., 2017). Este tipo de defesa é
desencadeado da mesma maneira que a direta, ou seja, ocorre um aumento de
fitorm6nios enddgenos na planta. Como consequéncia, h4 um incremento da
producdo de volateis secundarios que podem afetar o comportamento desses
parasitoides (Tan et al., 2011). Alguns desses compostos, como salicilato de
metila e MJ, ja foram testados a campo em plantas de brocolis (Brassica
oleracea) e os resultados mostraram maior abundancia de insetos da familia
Trichogrammatidae em relacdo a plantas sem as respectivas substancias
(Simpson et al.,, 2010). Yuan et al. (2008) registraram que fémeas Cotesia
marginiventris  Cresson, 1865 (Hymenoptera: Braconidae) foram
significativamente mais atraidas por plantas de arroz previamente injuriadas
por S. frugiperda em olfatdbmetro. Comportamento semelhante foi registrado
para o parasitoide A. nilaparvatae, o qual foi mais atraido por plantas de arroz
previamente infestadas pela cigarrinha marrom N. lugens do que as sem a
presenca deste inseto (Lou et al., 2005).

Desta forma, a auséncia de respostas de T. pretiosum observada neste
estudo frente a herbivoria, pode estar associada a outras questdes, como, por
exemplo, o tipo de inseto avaliado e seu instar, a densidade da infestagao,

tempo de herbivoria e o periodo transcorrido entre o dano e a realizagcdo dos
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testes. Por exemplo, o tempo de herbivoria no presente estudo foi de 24 horas
e com duas lagartas por plantas. Guerrieri et al. (1999) observaram que plantas
de feijdo requereram um nivel de infestacdo de 40 pulgdes de Acyrthosiphon
pisum Harris, 1776 (Hemiptera: Aphididae) e de, pelo menos, 48 a 72 h para
produzir compostos organicos volateis detectaveis a seu parasitoide Aphidius
colemani Viereck, 1912 (Hymenoptera: Braconidae). Girling et al. (2011) em
ensaios de olfatbmetro com B. oleracea investigaram as respostas
comportamentais do parasitoide Cotesia vestalis Haliday, 1834 (Hymenoptera:
Braconidae) a compostos volateis organicos de plantas que sofreram herbivoria
em diferentes niveis de Plutella xylostella Linnaeus, 1758 (Lepidoptera:
Plutellidae) e C. vestalis. De acordo com os autores, 70% das fémeas
preferiram plantas infestadas com 10 larvas, em contraste com as que
continham cinco.

Além disso, os compostos volateis organicos de plantas induzidos por
herbivoros sdo misturas complexas, variando de forma quantitativa e qualitativa
entre espécies de plantas e dentro da mesma espécie (Poelman et al., 2009).
Assim, cada espécie e/ou cultivar tem sua especificidade em relacdo a
producéo de volateis. A IRGA 424 ndo se mostrou atrativa apés a herbivoria de
S. frugiperda, o que pode ser uma caracteristica desta cultivar de arroz para
esta determinada espécie de hospedeiro, nas condi¢cdes em que o0 experimento
foi conduzido. Um exemplo da influéncia destes fatores na quimiotaxia de
parasitoides foi registrado por Poelman et al. (2009). Os autores avaliaram a
preferéncia de Cotesia glomerata, Linnaeus, 1758 (Hymenoptera: Braconidae)

e Cotesia rubecula Marshall, 1994 (Hymenoptera: Braconidae) a trés diferentes
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cultivares de B. oleracea (Christmas Drumhead, Rivera, Badger Shipper), com
e sem injurias por Pieris rapae Linnaeus, 1758 (Lepidoptera: Pieridae).
Segundo os mesmos, a cultivar mais atrativa foi a Christmas Drumhead
previamente danificada. Este tratamento também foi o que evidenciou maiores
indices de parasitismo de P. rapae a campo. Além disso, este foi o tratamento
gue apresentou as mudangas mais significativas nas concentracdes de metil
salicilato e outros compostos emitidos, na analise dos volateis frente as outras
cultivares.

Ao contrario do que se observou em relagdo a herbivoria, a aplicacdo
exogena de fitormbnios em plantas de arroz, de forma geral, influenciou de
forma positiva a atracdo de fémeas de T. pretiosum, quando as plantas foram
avaliadas 72 h apos a aplicacdo dos fitorménios. Este resultado indica uma
mudanca no perfil quimico destas em resposta aos indutores de defesa. Isto
ndo ocorreu para plantas controle quando contrastadas com agua, ou seja, 0S
volateis liberados pelo arroz quando aplicado o etanol ndo gerou respostas de
atratividade aos parasitoides. Assim, temos que os fitorm6nios que geraram as
respostas quimiotaxicas positivas ao T. pretiosum.

Respostas semelhantes em olfatdbmetro foram encontradas por Bruinsma
et al. (2009) quando plantas ndo tratadas de couve foram contrastadas a
plantas tratadas com AJ 1 mM, em tdnel de vento. Os trés parasitoides
avaliados pelos autores, ou seja, C. rubecula, C. glomerata e Diadegma
semiclausum Helle'n, 1949 (Hymenoptera: Ichneumonidae), preferiram volateis
das plantas tratadas com este horménio. O parasitoide de ovos Telenomus

podisi Ashmead, 1893 (Hymenoptera: Platygastridae) também preferiu plantas
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tratadas com cis-jasmonato (CJ), uma derivado do acido jasmoénico, a plantas
nao tratadas de soja (Glycine max) (Moraes et al., 2009). Bayram & Tonga
(2018) avaliaram o efeito CJ aplicado em trigo a campo e constataram que
plantas tratadas com este fitorm6nio atrairam mais parasitoides de afideos e
coccinelideos do que as nédo aspergidas. Por outro lado, Williams et al. (2017),
em algodao, ndo encontraram efeito do tratamento MJ no parasitismo de T.
podisi em ovos de Euschistus servus Say, 1832 (Hemiptera: Pentatomidae).

Estes resultados evidenciam, mais uma vez, as especificidades
existentes em sistemas tritr6ficos e deixam clara a relevancia do tipo de
espécie, de planta e de fitormbénio em estudo em relacdo as respostas de
defesa das plantas (Rodriguez-Saona et al., 2014). Além disso, pouco se sabe
sobre o tempo necessario entre aplicacdo e inducdo de resisténcia (direta e
indireta), seja por elicitores, herbivoros ou danos mecéanicos em relagdo a
expressdo genotipica das plantas. Sendo assim, mais estudos avaliando estes
fatores devem ser desenvolvidos para responder tais questoes.

Quando foram feitos bioensaios com as duas concentracdes de metil
jasmonato em plantas de arroz e a quimiotaxia do parasitoide avaliada 24
horas apGs o dano, constatou-se respostas positivas apenas para o MJ 8 mM,
0 que confirma a importancia da concentracao aplicada e o tempo de acdo do
composto nos mecanismos de defesa indireta da planta de arroz. Moraes et al.
(2009) constataram que o parasitoide T. podisi preferiu plantas de soja com 96
horas ap6s a aspersao com cis-jasmonato do que as com 72 horas, em relacao
as plantas controle. Essas diferencas de respostas provavelmente estéo

relacionadas as variagOes qualitativas e quantitavas dos volateis produzidos
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pelas plantas em relacdo ao tempo e a fatores associados com a percepcao

dos parasitoides a esses odores.

O uso de elicitores de resisténcia em plantas € uma estratégia
promissora para o manejo de pragas. No entanto, € importante avaliar o
impacto desta ferramenta nas populagfes de herbivoros e inimigos naturais em
sistemas agricolas especificos, bem como, a influéncia destes fitormoénios nos
fatores de rendimento da cultura em questdo. O manejo criterioso de areas
cultivadas com a utilizagdo destes compostos pode auxiliar na reducédo do uso

de agrotdxicos, aumentando a sustentabilidade, principalmente em sisteme

produgéo organica e integrada.

3.5 Consideracdes finais

Os resultados deste estudo sugerem que o MJ (2 e 5 mM) e AS (8 mM)
desempenham um papel importante na fisiologia de defesa da planta de arroz,
tanto pelo efeito deterrente em lagartas de S. frugiperda (defesa direta), como
pela maior atratividade de T. pretiosum a plantas submetidas a estes
hormoénios (defesa indireta).

E relevante salientar que este foi o primeiro trabalho a investigar a
influéncia destes fitormodnios na interacdo tritréficas (arroz - S. frugiperda - T.
pretiosum). Por ter um carater inovador, muitas questdes ainda precisam ser
avaliadas para validar sua implementacdo no manejo de pragas.

Ao longo deste trabalho foi possivel observar que sdo muitos os fatores
bidticos e abidticos que podem interferir nas interacdes tréficas com uso de

fitormonios. Sendo assim, bioensaios de campo sdo necessarios para que seja
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possivel mensurar o real impacto desta ferramenta nos niveis de infestacao de
diferentes tipos de praga da cultura, durante todos os estagios fenoldgicos da
planta, bem como, a influéncia destas substancias na presenca e efetividade
do controle de pragas por inimigos naturais. Além disso, € importante que
sejam considerados os fatores de rendimento da cultura, com a aplicacéo
destes indutores, para possibilitar a utilizacao criteriosa, através de uma analise

do custo-beneficio deste método.
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