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JASMONATO DE METILA COMO INDUTOR DE RESISTENCIA A
Drosophila suzukii (DIPTERA: DROSOPHILIDAE) EM CULTIVO
PROTEGIDO DE MORANGUEIRO!

Autor: Augusto Leal Meyer
Orientador: Prof. Dr. Josué Sant’ Ana

RESUMO

Drosophila suzukii Matsumura (Diptera: Drosophilidae) ¢ uma importante praga na
cultura do morangueiro, sendo relevante o estudo de ferramentas para sua supressao, tais
como as que ativam os mecanismos de defesas naturais com uso de fitormonios. Os
objetivos desse estudo foram: a) avaliar a flutuacdo populacional de D. suzukii em uma
estufa em arco com cultivo de morangueiros (Fragaria x ananassa Duch. cv. San
Andreas) em substrato e aspergidos com jasmonato de metila (JaMe); b) registrar, ao
longo do tempo, a oviposi¢do e a emergéncia de D. suzukii em morangos oriundos de
plantas com aplicagdes sucessivas de JaMe, em diferentes concentragdes e c) avaliar
caracteristicas fisico-quimicas de morangos oriundos de plantas com aplicagdes
sucessivas de JaMe, em diferentes concentracdes. Foram distribuidas na estufa 14
armadilhas com atrativo alimentar (vinagre de maga e agua destilada 1:1). Semanalmente
os morangueiros foram aspergidos (20 ml) com uma das seguintes solu¢des aquosas:
somente dgua destilada (H>O); Etanol a 1% (Et); 0,25 mM de jasmonato de metila e
etanol 1% (JaMe 0,25); 0,5 mM de JaMe ¢ etanol 1% (JaMe 0,50) e 1 mM de JaMe e
etanol 1% JaMe 1,00). Os frutos foram marcados e colhidos semanalmente para inspecao
de ovos e adultos de D. suzukii. Ao final do experimento foi feita uma colheita para
avaliar as caracteristicas fisicoquimicas dos frutos provenientes das plantas submetidas
aos diferentes tratamentos. As maiores capturas de D. suzukii ocorreram nas duas
primeiras coletas antes da interven¢do. O numero médio de insetos capturados na terceira
coleta (primeira apds aplicacdo de JaMe na area) foi significativamente menor do que no
das duas anteriores. A média total (cinco coletas) de ovos e a emergéncia de moscas em
frutos oriundos de morangueiros aspergidos com JaMe 0,50 e JaMe 1,00 foi menor do
que os registrados em H20, o qual ndo diferenciou de Et, para ambos os fatores. Nas
analises colorimétricas observou-se uma tonalidade de vermelho mais saturada para
frutos provenientes do tratamento JaMe 0,50 em rela¢do ao H>O e Et. Nas analises de
pH, acidez total titulavel e so6lidos soluveis totais, ndo foram observadas diferengas de
frutos provenientes de morangueiros aspergidos com os diferentes tratamentos. No
presente estudo foi demonstrado que a aplicagdo de JaMe a 0,50 e 1 mM ocasionou um
menor numero de ovos depositados nos frutos e de adultos emergidos dos mesmos. Desta
forma, pode-se supor que a exploracdo das defesas naturais de morangueiros, por meio
da ativacdo de rotas de metabolismo secundario com jasmonato de metila, pode ser uma
alternativa para manejo de D. suzukii em ambiente protegido sem causar danos aos frutos.

! Dissertagdo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (64f.) Margo, 2020.
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METHYL JASMONATE AS A RESISTANCE INDUCTOR TO Drosophila
suzukii (DIPTERA: DROSOPHILIDAE) IN GREENHOUSE STRAWBERRY?

Author: Augusto Leal Meyer
Adpviser: Prof. Dr. Josué Sant’Ana

ABSTRACT

Drosophila suzukii Matsumura (Diptera: Drosophilidae) is an important pest in
strawberry cultivation, thus the study of tools for its suppression, such as those that
activate the mechanisms of natural defenses using plant hormones, is relevant. The
objectives of this study were: a) to evaluate the population fluctuation of D. suzukii in an
arched roof greenhouse with strawberry cultivation (Fragaria x ananassa Duch. Cv. San
Andreas) in substrate and sprayed with methyl jasmonate (MelJa); b) register, over time,
the oviposition and emergence of D. suzukii in strawberries from plants with successive
Mela applications, and c) evaluate physicochemical characteristics of strawberries from
plants with successive Mela applications, in different concentrations. 14 traps with
attractive food (apple cider vinegar and distilled water 1: 1) were distributed in the
greenhouse. The strawberries were sprayed weekly (20 ml) with one of the following
aqueous solutions: only distilled water (H20); 1% ethanol (Et); 0.25 mM methyl
jasmonate and 1% ethanol (MelJa 0.25); 0.5 mM MelJa and 1% ethanol (MeJa 0.50) and
1 mM MelJa and 1% ethanol (MeJa 1.00). The fruits were marked and harvested weekly
for inspection of D. suzukii eggs and adults. At the end of the experiment, a final harvest
was made to evaluate the physicochemical characteristics of the fruits from the plants
submitted to different treatments. The highest number of D. suzukii occurred in the first
two collections before the intervention. The average number of insects captured in the
third collection (first after applying MeJa in the area) was significantly lower than in the
previous two. The total average (five collections) of eggs and the emergence of flies in
fruits from strawberry sprinkled with MeJa 0.50 and MeJa 1.00 was lower than those
recorded in H»O, which did not differ from Et, for both factors. In the colorimetric
analyzes, a more saturated red tint was observed for fruits from the MeJa 0.50 treatment
in relation to H>O and Et. In the pH analysis, total titratable acidity and total soluble
solids, there were no differences in fruits from strawberries sprayed with the different
treatments. In the present study, it was demonstrated that the application of MeJa at 0.50
and 1 mM caused a smaller number of eggs deposited on the fruits and adults that
emerged from them. Thus, it can be presumed that the exploitation of the natural defenses
of strawberries, through the activation of secondary metabolism routes with methyl
jasmonate, can be an alternative for the management of D. suzukii in a protected
environment without causing damage to the fruits.

2 Master Dissertation in Plant Science, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (64p.) Marco, 2020
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1 INTRODUCAO

As moscas sio os insetos que mais impactam negativamente a produgdo de frutas
no mundo. Recentemente essa situagdo piorou com a invasao, quase que simultanea em
todo ocidente, da drosofila-da-asa-manchada Drosophila suzukii Matsumura (Diptera:
Drosophilidae). Esta espécie se tornou relevante no cendrio dos frutos de epiderme fina
ou berries, principalmente no morangueiro, pelo fato de apresentar uma ampla gama de
hospedeiros, de atacar frutos sadios e verdes e pela auséncia de inimigos naturais
eficientes. Desde entdo, esforcos vém sendo multiplicados com o objetivo de manejar a
populacdo desta mosca. Contudo, as ferramentas de controle ndo sdo eficazes, sendo que
no Brasil ndo existem produtos registrados para plantas atacadas por este inseto, tornando
imprescindivel que novos métodos de supressdo da populagdo sejam estudados.

A exploragdo das defesas naturais de morangueiros, por meio da ativacao de rotas
de metabolismo secundério, pode ser uma alternativa para manejo de D. suzukii,
especialmente na produgdo integrada e organica. A aplica¢do exdgena de fitormonios
ativa o metabolismo secundario das plantas e ¢ capaz de mudar o perfil quimico das
plantas, se tornando um sinalizador para os inimigos naturais, podendo as tornar menos
atrativas e/ou palataveis para o herbivoro. Nao existem estudos que tenham elucidado o

papel de fitormonios como indutores de resisténcia de plantas a D. suzukii.



Sendo assim, este trabalho teve como objetivos: a) avaliar a ocorréncia
populacional de D. suzukii frente a morangueiros cultivados em substrato sob estufas em
arco e aspergidos com jasmonato de metila (JaMe); b) determinar, ao longo do tempo, a
oviposicdo e a emergéncia de D. suzukii em morangos oriundos de plantas com
aplicagdes sucessivas de JaMe, em diferentes concentracdes e c) analisar fatores fisico-
quimicos de morangos oriundos de plantas com aplicacdes sucessivas de JaMe, em

diferentes concentragdes.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultura do morangueiro

O morangueiro ¢ uma planta herbacea de porte rasteiro, nativa das regides de clima
temperado da Europa e das Américas, pertencente a familia das rosaceas (Lopez-Aranda,
2008). Segundo Lopez-Aranda (2011), o uso de espécies selvagens de morangueiro data
ao império romano, entre os séculos I e III A.C. Relatos feitos no final do século XIII
apontam o uso da fruta como um alimento funcional, sendo os primeiros registros de
transplantio de mudas para uso ornamental na Europa (Arias, Luque & Fernandez-
Dattoli, 2014), o que impulsionou seu consumo como um alimento (Medina-Minguez,
2008) e culminou no crescimento do uso comercial na Europa em meados do século
XVIII (Hancock, Lavin e Retamales, 1999; Njuguna, 2010). O material produzido
comercialmente ¢ denominado de hibrido natural, oriundo de um cruzamento casual entre
espécies americanas (F. chiloensis, F. virginiana e F. ovali) e uma espécie europeia (F.
vesca), resultando em um material genético hexaploide (Folta & Davis, 2006; Oliveira,
Scivittaro & Rocha, 2011), presente em cerca de 60% da producdo mundial (Amil-Ruiz
etal., 2011).

Historicamente os relatos trazem o cultivo de morangueiro como uma planta perene
de clima temperado, porém o melhoramento genético mudou essa caracteristica e

adaptou a planta para cultivo em regides mediterraneas e subtropicais e com produgdo
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ao longo de todo ano (Whitaker, 2011). Este fato potencializou o mercado da produgao
de mudas com a utilizagdo de plantas matrizes, visto que a reproducdo dessa espécie
ocorre, principalmente, de forma assexuada por meio de estoldes (Antunes, Carvalho &
Santos, 2011).

O morangueiro ¢ considerado uma importante fonte de vitamina C, antocianinas,
antioxidantes, além de contribuir para preven¢do de doengas e possuir um elevado apreco
pelas suas caracteristicas organolépticas (Amil-Ruiz et al., 2011; Cocco et al., 2015;
Fagherazzi et al., 2017). Possivelmente por isso, dentre as pequenas frutas ou berries, ¢
a que tem maior importancia econémica no mundo (FAOSTAT, 2019). Tal expressao
culmina em uma grande area cultivada, a qual em 2017 foi de aproximadamente 396 mil
hectares com uma producdo total de 9,2 milhdes de toneladas. A producdo de morangos
esta concentrada principalmente na Asia (com 50% da produgio), seguido pela América
(25 %), Europa (18 %), Africa (6 %) e Oceania (1%), sendo que aproximadamente 15 %
da produgdo mundial ¢ destinada a exportacdo como fruta fresca (FAOSTAT, 2019).

Em 2017 a producao brasileira foi de aproximadamente 155 mil toneladas, com
uma area de 4,3 mil hectares e uma produtividade média em torno de 36 t.ha™! (Fagherazzi
et al., 2017) distribuida nos estados de Minas Gerais (47 %), Parana (14 %), Rio Grande
do Sul (13 %), Sao Paulo (6 %) e Santa Catarina (6 %) (IBGE, 2019), sendo praticamente
toda a produgdo voltada para o mercado interno de frutas frescas (Antunes & Peres,
2013). A expansao do cultivo protegido foi um fator importante para a disseminagdo da
cultura (Antunes, Carvalho & Santos, 2011). A producao passou a ter destaque na década
de 1960, com o trabalho de melhoramento genético e o posterior langamento de cultivares
nacionais pelo Instituto Agrondmico de Campinas (Antunes, Carvalho & Santos, 2011;
Antunes & Peres, 2013). Ja no cenario atual, a globalizacdo permitiu a entrada de

cultivares estrangeiras, aumentando os custos de producdo (Zeist & Resende; 2019).



Contudo, essa cultura tem se mostrando lucrativa e de valor agregado para a agricultura
familiar, ajudando o desenvolvimento socioecondmico do pequeno produtor (Antunes &
Junior, 2007; Madail et al., 2007).

Nesse cendrio, o Rio Grande do Sul se destaca por uma grande variabilidade de
microclimas nas suas diferentes regides (Fagherazzi et al., 2017). Ao contrario do
restante do pais, que comumente utiliza o sistema de tunel baixo ou campo aberto
(Antunes & Peres, 2013; Fagherazzi et al., 2014, 2017), o RS vem se especializando no
cultivo em sistema sem solo ou de hidroponia, o que o torna propicio para a produgdo de
frutos de qualidade e possibilita a disponibilidade da fruta durante todo o ano (Fagherazzi
etal., 2017).

A presenca de material vegetal a campo ao longo do ano, somado com o carater
intensivo da produgdo, pode ser um gatilho para surtos de organismos praga
(Zawadeanek, Schuber & Mogor, 2013). Sabe-se que até 2012 os principais problemas
da cultura eram o acaro-rajado [Tetranychus urticae Kock (Acari: Tetranichidae)], o
acaro-do-enfezamento [Steneotarsonemus pallidus Banks (Acari: Tarsonemidae)], a
Frankniella occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Tripidae), as lagartas desfolhadoras
(Lepidoptera: Noctuidae), a mosca-branca (Hemiptera: Aleyrodidae), os percevejos
(Hemiptera: Rhyparochromidae) e as  coleobrocas (Coleoptera: Curculionidae,
Nitidulidae ¢ Scarabaeidae) (Pinent et al., 2011; Kirschbaum et al., 2017). Porém,
atualmente, a drosofila-da-asa-manchada (DAM), D. suzukii, introduzida no Brasil em

2013 (Depra et al., 2014), ¢ o mais importante inseto-praga no morangueiro (Librurd &

Rhodes, 2019)



2.2 Drosophila suzukii

Drosophila suzukii pertence ao subgénero Sophophora, possuindo relagdes
filogenéticas com inlimeras espécies que ocorrem em todo continente asiatico (Asplen et
al., 2015). Essa espécie foi descrita inicialmente no Japao em 1919 e tem como centro
de origem mais provavel o leste do continente asiatico, com seus registros mais antigos
em 1916 na Coréia, Tailandia e India (Hauser, 2011). Estudos bioecologicos com DAM
foram realizados na cultura da cerejeira [ Prunus aviumm L. (Rosaceae)] ha mais de 70
anos (Kanzawa, 1939). Esta praga era desconhecida no ocidente até o inicio da Gltima
década e este fato foi atribuido a sua semelhanca com outros drosofilideos nao
considerados pragas (Calabria et al., 2012).

Os primeiros registros da DAM na Europa ocorreram em 2007 na regido de
Rasquera (Espanha) e em 2009 na Italia, sendo encontrada de forma predominante frente
a outras espécies de drosofilideos (Grassi, Palmieri & Giongo, 2011; Calabria et al.,
2012; Cini, loranti & Anfora , 2012). Contudo, existem relatos anteriores a estes,
indicando a presenca de DAM no Havai e na Costa Rica (O’Grady, Beardsley & Perreira,
2002). Na América do Norte foi registrada pela primeira vez na Califérnia em 2008, no
ano seguinte ja podia ser encontrada em diversas localidades ndo s6 da costa oeste dos
Estados Unidos da América, mas também na Florida e no Canada (Hauser, 2011). Desde
entdo, vem sendo apontada como um grande problema para a producao fruticola dessas
regides (Cini, loriatti & Anfora, 2012; Walsh et al., 2011). Ja no sul da América do sul,
os primeiros registros de DAM ocorreram recentemente no Brasil, em reservas florestais
nos estados do Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sao Paulo (Depri et al., 2014).

A DAM possui corpo de cor amarela-amarronzada, com olhos de tonalidades
vermelhas ou marrom-avermelhadas e tamanho entre 2 a 3 mm de comprimento (Vlach,

2010; Calabria et al., 2012). Os machos sdo menores que as fémeas e possuem uma



mancha caracteristica na ponta da veia principal da asa, além de duas fileiras de pentes
nas tibias das pernas anteriores (Calabria et al., 2012; Cini, loriatti & Anfora, 2012; Nava
et al., 2015). A diferenca morfolégica das fémeas de DAM em relagdo a de outros
drosofilideos, estd na presenca de uma estrutura esclerotizada circundando seu ovipositor
(Andreazza et al., 2017; Depra et al., 2014).

Os ovos de D. suzukii sdo de cor branca, medindo aproximadamente 0,6 mm de
comprimento com dois filamentos finos (aproximadamente 2 mm) para a respira¢ao
(Kanzawa, 1939; Walsh et al., 2011). A durag¢ao do periodo embrionario ¢ de 1,4 dia a
temperatura de 22 °C (Nava et al., 2015). As larvas apresentam forma cilindrica (6 mm
de comprimento), duas pecas bucais escurecidas e dois estigmas na extremidade
posterior, além de uma certa transparéncia no tegumento com os 6rgaos internos visiveis
ou coloracdo branco-leitosa (Walsh et al., 2011). Nesta fase, os insetos alimentam-se
exclusivamente da polpa dos frutos e passam por trés instares com duracdo total de,
aproximadamente, seis dias a 22 °C (Nava et al., 2015). As pupas possuem um par de
protuberancias filamentosas com aproximadamente 1 mm, medem cerca de 3 mm e
apresentam colorag@o que varia de amarelo-acinzentado ao marrom (final da fase pupal)
(Nava et al., 2015; Walsh et al., 2011). Essa fase tem a duragdo de, aproximadamente,
5,8 dias (22 °C) e pode ocorrer nos frutos ou no solo (Davis e Alston, 2011).

Os adultos de DAM podem permanecer no campo por até 80 dias com potencial de
colocar em torno de 635 ovos durante o ciclo de vida (Eemiljanovich et al., 2014). Apos
11 dias ocorre a emergéncia de novos adultos, que se tornardo férteis depois de
aproximadamente dois dias (Asplen et al., 2015; Emiljanowicz et al., 2014; Walsh et al.,
2011). Diferente de outros drosofilideos, a D. suzukii tem capacidade de infestar e causar
danos a frutos intactos e verdes, devido a presencga do ovipositor serreado (Nava et al.,

2015), gerando uma necessidade de adaptagdo do manejo e consequentemente um



altissimo dano econdomico (Benito, Lopes-da-Silva & Santos, 2016; Goodhue et al.,
2011).

Drosophila suzukii ¢ considerada um inseto praga ndo so para o morangueiro, mas
para as demais frutiferas exoticas com epiderme fina, como kiwi [Actinidia chinensis
Planch.(Actinidiaceae)], caqui [Diospyros kaki Thunberg (Ebenaceae)], mirtilo
[Vaccinium sp. (Ericaceae)] e videiras com epiderme de cor rosada [Vitis spp.
(Vitaceae)], além de espécies nativas das regides neotropicais ou até mesmo espécies nao
exploradas comercialmente (Cini, loranti & Anfora, 2012; Lee et al., 2016; Van
Timerren & lissaccs 2013). O Sul e Sudeste do Brasil, os quais sdo grandes produtoras
desses frutos, sdo regides de clima temperado, similares as da origem da praga,
conferindo a essas localidades uma alta probabilidade de ocorréncia de DAM (Benito,
Lopes-da-Silva & Santos, 2016) onde vem causando sérios problemas fitossanitarios
(Antunes & Peres, 2013). As perdas causadas por esta praga podem chegar a 80% da
producdo quando ndo manejada (Walsh et al., 2011). Somado a isso, Benito, Lopes da
Silva & Dos Santos (2016) estimaram que o valor da produgdo dos frutos hospedeiros
em areas com alta probabilidade de estabelecimento dessa praga era de aproximadamente
1,1 bilhao de doélares.

O monitoramento de D. suzukii pode ser feito com uso de armadilhas contendo
odores relacionados ao processo de fermentacdo, em especial aos volateis relacionados
ao alcool e aos acidos acéticos presentes em vinagres e vinho, os quais ja sao utilizados
em armadilhas comerciais no exterior (Burrack et al., 2013 ). Com base nesses
compostos, foram desenvolvidas algumas formulagdes comerciais disponiveis em outros
paises (Burrack et al.,2015),

O controle quimico dessa praga nos Estados Unidos e na Europa ¢ feito com a

utiliza¢do de inseticidas organofosforados, piretroides, espinosinas e carbamatos (Beers



et al., 2011; Bruck et al., 2011; Van Timmeren & Isaacs, 2013). Contudo, existem
evidéncias de resisténcia de DAM para alguns principios ativos (Van Timmeren &
Isaacs, 2013; Van Timmeren et al., 2018), inclusive com a expressdo de genes
possivelmente responsaveis por mecanismos de detoxificacdo e redugdo da penetracao
cuticular (Mishra et al., 2017) . No Brasil, ndo existem produtos comerciais registrados
para o controle desta praga (AGROFIT, 2019).

O manejo da DAM com o emprego de rede de exclusdo foi uma alternativa que
reduziu a infestacdo, em até¢ 100%, na producdo de mirtilo em ambiente protegido
(Kawase et al., 2008). Além disso, outras ferramentas de manejo que possam minimizar
o impacto desta praga vém sendo estudadas, como a captura massal com atraentes
alimentares, aplicacao de repelentes, adaptacdo da frequéncia de colheita e a técnica do
inseto estéril (Lanouette et al., 2017; Sassu et al., 2019). Aly, Kraus & Burrack (2017)
demonstraram que o estabelecimento de cadeias de frio abrangendo desde o produtor até
o consumidor final, ¢ uma parte importante estratégia no processo de comercializacao,
evitando danos causados pela DAM.

Os inimigos naturais também sdo agentes reguladores da praga (Nava et al., 2015).
Ja foram identificadas larvas e/ou pupas de D. suzukii parasitadas por Leptopilina
heterotoma (Thomson) (Gabarra et al., 2015; Garcia-Cancino et al., 2015; Miller et al.,
2015), Leptopilina boulardi (Costa Lima) (Hymenoptera: Figitidae) e Trichopria
anastrephae (Perkins) (Hymenoptera: Diapriidae) (Cancino et al., 2015; Wollman et al.,
2016; Vieira et al., 2019), Ganaspis sp. (Hymenoptera: Figitidae), Leptopilina japonica
(Novkovic e Kimura) (Hymenoptera, Figitidae) e Asobara japonica (Belokobylskij)
(Hymenoptera, Braconidae) (Girod et al., 2017), Trichopria drosophilae (Perkins)
(Hymenoptera: Diapriidae) (Gabarra et al., 2015; Garcia-Cancino et al., 2015),

Spalangia simplex Perkins (Hymenoptera: Pteromalidae) e Pachycrepoideus
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vindemmiae Rondani (Hymenoptera: Pteromalidae) (Garcia-Cancino et al., 2015) e
Asobara sp. (Hymenoptera: Braconidae) (Asplen et al., 2015), em frutas como morango,
cereja mirtilo (Vaccinium myrtillus L), framboesa (Rubus idaeus L.), amora-chinesa
[Myrica rubra (Myricaceae)], amora-preta [ Rubus sp. (Myricaceae)] e péssego [ Prunnus
sp. (Rosacea)]. Também foram registrados os predadores Orius laevigatus (Fieber)
(Hemiptera: Anthocoridae) e Labidura riparia Pallas (Dermaptera: Labiduridae) em
framboesa (Walsh et al., 2011; Gabarra et al., 2015).

No Brasil, os parasitoides L. boulardi, T. anastrephae ja foram encontrados em
larvas (Wollmann et al., 2016) e P. vindemmiae em pupas de DAM oriundas de morango

(Marchiori & Barbaresco, 2007; Schlesener et al., 2019).

2.3 Defesa de plantas

Durante o processo coevolutivo as plantas desenvolveram mecanismos para se
defender do ataque dos herbivoros e microrganismos, sendo descritas como constitutivas
(pré-formadas) ou induzidas. As defesas constitutivas sdo barreiras quimicas e/ou fisicas
que as plantas possuem mesmo sem estarem expostas aos herbivoros, enquanto as
induzidas sdo ativadas apds o ataque, podendo ser diretas ou indiretas (Hutcheson, 1998).
A defesa induzida ¢ vantajosa para as plantas, uma vez que a sua ativacao eventual tem
um custo energético menor do que as defesas constitutivas (Baldwin, 1998; Karban,
Agrawal & Mangel, 1997).

As defesas diretas afetam negativamente insetos herbivoros e se manifestam
através da protecdo mecanica relacionada a producdo de ceras ou tricomas e/ou pela
protecdo bioquimica, associada a presenca de substidncias com agdo deterrente, como
terpenoides, alcaloides, antocianinas, fendis e quinonas, produzidas pelo metabolismo

secundario vegetal (Dicke & Baldwin, 2010; War et al., 2012). Tais defesas sdo
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conhecidas por atuar sobre a preferéncia, sobrevivéncia ou fittness do herbivoro na planta
(Smith; Boyko, 2006; War et al., 2012). Por outro lado, as defesas indiretas resultam no
recrutamento de agentes de controle biologico, pois ativam a emissdo de volateis
atrativos a estes e/ou intensificam a producdo de substincias acucaradas (néctar
extrafloral) que servem de fonte de alimento para inimigos naturais (War et al., 2012).
Tanto as defesas diretas como as indiretas, podem ser influenciadas por diversos fatores,
como a espécie e o habito alimentar do herbivoro (mastigador ou sugador), assim como
o estadio fenolodgico e a espécie da planta injuriada (Dicke & Hilker, 2003; Fatouros e?
al., 2005; Moraes et al., 2005; Chen, 2008).

A defesa de plantas ¢ desencadeada por indutores especificos relacionados,
principalmente, a rota de dois tipos de fitormonios, o 4cido jasmodnico (AJ) e o acido
salicilico. O primeiro estd associado ao ataque de herbivoros mastigadores e patdgenos
necrotroficos (Turner, Ellis & Devoto, 2002; Gfeller & Farmer, 2004) e o segundo, ao
ataque de patogenos biotroficos e de artropodes fitossuccivoros (Durrant & Dong, 2004;
Thatcher, Anderson & Singh, 2005).

A rota de producdo do AJ foi descrita por Vick & Zimmerman (1986). Esse
horménio ¢ sintetizado a partir do acido linol€ico que, por sua vez, € liberado dos lipideos
da membrana plasmatica. O cloroplasto e o peroxissomo sdo as duas organelas que
participam da biossintese deste dcido. Nos cloroplastos o acido linolénico ¢ oxigenado e
posteriormente o acido resultante € convertido por catalise a uma ciclopentanona, o dcido
oxo-fitodienoico. Trabalhos com microarranjo de DNA mostram que a rota dos
jasmonatos tem papel dominante na regulacdo da expressao de genes em resposta a danos
mecanicos ou a herbivoria (Ralph et al., 2006a, 2006b).

Estudos comprovam que a aspersdo de jasmonatos resulta na defesa direta de

plantas. Hamm, Stout & Riggio (2010) observaram que a aplicagdo de AJ, nas
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concentragdes de 1 e 5 mM em plantas de arroz (Oryza sativa), diminuiu a incidéncia de
ovos e lagartas de Lissorhoptrus oryzophilus Kuschel (Coleoptera: Curculionidae) em
relacdo as ndo tratadas com este fitorménio. Em tomateiro [Lycopersicon esculentum
Mill (Solanaceae)], a aplicacdo de JaMe e de AJ aumentou a atividade das enzimas
relacionadas as rotas de defesa e retardou o desenvolvimento de Spodoptera exigua
Hubner (Lepidoptera: Noctuidae), ndo apenas daquelas que se alimentaram das folhas
aspergidas, mas também das que consumiram folhas adjacentes, efeito que foi relatado
como similar ao ocorrido quando a planta foi submetida a herbivoria (Thaler et al., 1996).

A aplicacdo exogena de AJ e seu éster JaMe também interfere na sinaliza¢do das
defesas indiretas da planta (Hare, 2011). Lou ef al. (2005) observaram taxas maiores de
parasitismo de ovos da cigarrinha Nilaparvata lugens Stidl (Hemiptera: Delphacidae)
pelo parasitoide Anagrus nilaparvate Pang & Wang (Hymenoptera: Mymaridae) apds a
aplicagdo de 1 ou 10 mM de AJ em arroz. Parasitoides de ovos de pentatomideos foram
mais atraidos por plantas de soja [Glycine max L. (Fabaceae)] apds aplicagdes de cis-
jasmone (1,4 mM), em comparag¢do com as que nao receberam este fitormdnio (Moraes
et al., 2009). Nesse mesmo sentido, o parasitoide Trichogramma pretiosum Riley
(Hymenoptera: Trichogrammatidae), um dos principais inimigos naturais de Spodoptera
frugiperda J. E. Smith (Lepidoptera: Noctuidae), foi atraido para plantas de arroz tratadas
com JaMe (2 e 5 mM) e acido salicilico (8 mM), em comparacdo com as aspergidas com
agua e etanol (Lopes & Sant’Ana, 2018).

Em plantas frutiferas a indu¢do da defesa ¢ pouco estudada, porém a literatura
sugere que tais organismos se comportem de forma similar (Amil-Ruiz, 2011). Em
oliveiras [Olea europaea L. (Oleaceae)] foi identificado um intenso aumento na
producdo de etileno (fitormonio) em plantas infestadas com a mosca-da-oliveira

[Bactrocera oleae R. (Diptra: Tephritidae) (Alagna et al. 2016). Aplicagdes de etileno
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por nove anos consecutivos no final do periodo de floragdo de oliveiras, foi eficiente no
controle de Prays oleae Bern (Lepidoptera: Yponomeutidae), importante lepidoptero
praga da cultura (Ramos et al., 2008). Em videiras, houve uma diminui¢d@o no niimero de
ovos, bem como de individuos adultos e imaturos de Tetranychus pacificus McGregor
(Acarida: Tetranychidae) e de Daktulosphaira vitifoliae Fitch (Hemiptera:
Phylloxeridae) ap6s a aplicacdo de solucao de AJ (1 mM) (Omer et al., 2000).

O uso de AJ ou de JaMe, em morangueiros, estd associado regulacdo de genes
responsaveis pelos mecanismos de defesa (Amil-Ruiz, 2011; Saavedra et al., 2017). Han
et al. (2019) observaram que a aspersao de JaMe (230 uM) sobre morangueiros (cv.
Benihoppe) intensificou o processo de maturacdo dos frutos, superexpressando genes
envolvidos na pigmenta¢ao, no metabolismo do agucar e na producao de antocianinas. O
uso de JaMe também retardou a decomposicdo de frutos de morango cv. Festival
armazenados, diminuindo as taxas respiratérias e a perda de peso seco, preservando as
quantidades de &cido ascorbico, atividade antioxidante, compostos fendlicos e
antocianinas, a0 mesmo tempo que protegeu os frutos do ataque de patogenos (ElI-Mogy
etal.,2019). O JaMe (0,25 mM) também diminuiu os efeitos negativos do estresse salino
em morangueiros cv. Camarosa (Faghih, Ghobadi e Zarei, 2017). O tnico trabalho que
avaliou o efeito de fitormdénio com indutor de defesa em artrépodes atacando
morangueiros foi publicado por Warabieda e Olszak (2010), os quais constataram que a
aplicagdo de JaMe (0,1%) resultou na diminui¢do de fecundidade do &4caro-rajado
(Tetranychus Koch) em comparagdo com plantas que ndo tiveram contato com o

fitormonio.
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RESUMO

INTRODUCAO: Drosophila suzukii Matsumura (Diptera: Drosophilidae) é uma
importante praga na cultura do morangueiro, sendo relevante o estudo de ferramentas
que ativam os mecanismos de defesas naturais com uso de fitormdnios. No presente
estudo, plantas de morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) foram tratadas com trés
concentragdes de jasmonato de metila e solu¢des controle para avaliar a flutuagdo
populacional, oviposi¢do e emergéncia de D. suzukii ao longo do tempo, bem como as
caracteristicas fisico-quimicas dos morangos.

RESULTADOS: As maiores capturas de D. suzukii ocorreram nas duas primeiras
coletas antes da aplicagdo dos tratamentos na area. O nimero médio de insetos
capturados na terceira coleta (primeira apds aplicagdo de JaMe na 4area) foi
significativamente menor do que no das duas anteriores. A média total (cinco coletas) de
ovos e a emergéncia de moscas em frutos oriundos de morangueiros aspergidos com 0,5
mM (T4) e 1 mM (T5) foi menor do que os registrados em T1 (dgua), o qual ndo
diferenciou de T2 (4gua + etanol), para ambos os fatores. Nas andlises colorimétricas
observou-se uma tonalidade de vermelho mais saturada para frutos provenientes do
tratamento T4 (0,5 mM) em relacdo ao T1 (dgua) e T2 (4gua + etanol). Nas andlises de
pH, acidez total titulavel e s6lidos soluveis totais, ndo foram observadas diferengas de
frutos provenientes de morangueiros aspergidos com os diferentes tratamentos.
CONCLUSAO: A aplicagdo de JaMe a 0,5 ¢ 1 mM ocasionou um menor niimero de
ovos depositados nos frutos e de adultos emergidos dos mesmos sem influenciar o pH,
acidos soluveis totais e acidez total tituldvel dos frutos.

PALAVRAS-CHAVE: jasmonato de metila; Drosophila suzukii; defesa induzida;

morango
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INTRODUCAO

Drosophila suzukii Matsumura (Diptera: Drosophilidae) ¢ uma importante praga
carpofaga, principalmente no cendrio dos pequenos frutos com epiderme fina ou berries,
injuriando diversas espécies nativas e de importancia agricola'. O primeiro registro deste
drosofilideo foi no Japao, em 1919, com provavel centro de origem no leste do continente
asiatico®. No Brasil D. suzukii foi detectada em 2013 nos Estados do Rio Grande do Sul,
Santa Catarina ¢ Sdo Paulo’. Desde entdo, vem sendo apontada como um grande
problema para a produ¢do fruticola neste pais, principalmente por serem escassas as
estratégias de manejo! e de ndo existir controle quimico regulamentado®. Ja foram
registrados parasitoides de D. suzukii em territdrio brasileiro, como Leptopilina boulardi
(Costa Lima) (Hymenoptera: Figitidae) e Trichopria anastrephae (Perkins)
(Hymenoptera: Diapriidae)® e Pachycrepoideus vindemmiae Rondani (Hymenoptera:
Pteromalidae)®’, contudo a a¢do destes inimigos naturais ndo ¢ suficiente para mitigar a
praga, visto os danos econdmicos causados em morangueiros neste pais®?.

A exploragdo das defesas naturais das plantas, por meio da ativacdo de rotas de
metabolismo secundario através de aplicagdes exdgenas de fitormonios, como os
jasmonatos e acido salicilico, pode ser uma estratégia no manejo de pragas!®!!. Trabalhos

conduzidos com arroz!%-1%13

e algoddo'®, evidenciaram que houve uma mudanga no perfil

quimico de plantas tratadas com estes compostos, ativando a acdo deterrente em

herbivoros (defesa direta) e/ou o recrutamento de inimigos naturais (defesa indireta).
Em frutiferas tal relagdo ¢ pouco estudada, porém a literatura sugere que estas

plantas respondam de forma similar'>. A aplicagdo de etileno (fitorménio) no final do

periodo de floragdo de oliveiras [Olea europaea L. (Oleaceae)], ao longo de nove anos
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foi eficiente no controle de Prays oleae Bern (Lepidoptera: Yponomeutidae), um
importante lepidoptero praga da cultura. O numero de ovos, bem como de individuos
adultos e imaturos de Tetranychus pacificus (McGregor) (Acarida: Tetranichydae) e de
Daktulosphaira vitifoliae (Hemiptera: Phylloxeridae (Fitch) diminuiu apds a aplicagdo
de solugdes de 1 mM de 4cido jasmonico em videiras'4,

A maioria dos trabalhos com fitormonio em morangueiro esta associada a fatores
fisico-quimicos da planta. Foi constatado que aplica¢des de solugdes de 0,25 mM de
JaMe melhoraram o crescimento e a atividade das enzimas antioxidantes de
morangueiro'®. Da mesma forma, foi observado que morangueiros tratados o JaMe
superexpressam os genes envolvidos no processo de maturacio dos frutos, aumentando
a pigmentagdo, o teor de agucar e a produ¢io de antocianinas!’. O uso de JaMe também
diminuiu as taxas respiratorias e a perda de peso seco de morangos armazenados,
preservando as quantidades de acido ascorbico, atividade antioxidante, compostos
fendlicos e antocianinas, além de proteger os frutos do ataque de patogenos'®. Entretanto,
o uso do acido jasmoOnico ou seu éster jasmonato de metila também esta associado a
regulagdo de genes responsaveis pelos mecanismos de defesa!>!?. Foi constatado que a
aplicagdo de 0,1% JaMe diminuiu a presenga e a fecundidade do 4caro-rajado
[Tetranychus urticae Koch (Acarida: Tetranichydae)] em relagdo aos que se alimentaram
em plantas de morango sem a aplicagdo do fitormonio®.

Nao existem estudos que tenham elucidado o papel de fitorménios como indutores
de resisténcia a D. suzukii em morangueiro. Sendo assim, este trabalho teve como
objetivos: a) avaliar a flutuagdo populacional de D. suzukii em estufa semi-hidropdnica
frente a morangueiros aspergidos com jasmonato de metila (JaMe); b) registrar, ao longo
do tempo, a oviposicao e a emergéncia de D. suzukii em morangos oriundos de plantas

com aplicacdes sucessivas de JaMe, em diferentes concentracdes e c¢) avaliar fatores
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fisico-quimicos de morangos oriundos de plantas com aplicagdes sucessivas de JaMe,

em diferentes concentragoes.

MATERIAL E METODOS

Area Experimental - Os experimentos foram realizados em uma area de produgao
comercial, com morangueiros (Fragaria x ananassa Duch cv. San Andreas e cv. Albion)
cultivados em substrato sob uma estufa em arco confeccionada em madeira (400 m?) com
altura de 3 m e cortinas retrateis nas laterais, localizada no municipio de Nova Santa Rita
(coordenadas aproximadas: 29°.50°55.83” S; 51°16°15.01” O), Rio Grande do Sul,
Brasil. A estufa estava inserida em uma regido periurbana proxima a um fragmento de
mata atlantica com ocorréncia de diversas frutiferas da familia Myrtaceae. As mudas de
morangueiro foram plantadas em 14 calhas em sistema de dupla fileira suspensas em
bancadas de 1,20 m com caimento de 12,4 graus em substrato contendo 50% casca de
arroz carbonizada, 20% vermiculita e 30% turfa (Carolina Soil. Santa Cruz do Sul, RS -
Brasil).

Foi adotado um espagamento de plantio de oito plantas por metro linear. As plantas
foram irrigadas por gotejamento de duas a quatro vezes ao dia dependendo da sua
demanda hidrica. A nutri¢do foi fornecida a cada dois dias por meio de fertirrigacdo com
uma mistura dos fertilizantes minerais FertiMorango e FertiBase 1:1 (SAMO
FERTILIZANTES. Feliz, RS - Brasil). O manejo fitossanitdrio era feito com insumos
quimicos ndo sintéticos. O produtor aplicou, semanalmente, durante todo o periodo
experimental, os seguintes produtos de forma intercalada: GlobalNim (Azadiractina 0,12
p/p) da Global Fertilizantes, Sdo José do Rio Preto, SP -Brasil, com acdo inseticida, na

dose de 2,51ha! de produto comercial e Ecofol -D5 (acetato de calcio) da
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Agrobiologica, Leme — SP, com ag¢do bactericida e fungistatica, na dose de 200 ml.ha'!
de produto comercial.

A parte da estufa com a cv. San Andreas (86% da érea total) foi dividida em cinco
blocos (15 x 2 m) de forma a manter pelo menos uma calha como bordadura para separa-
los. Os blocos foram formados por duas calhas (15 m/cada) paralelas, nos quais foram
dispostos os cinco tratamentos (Apéndice 1). Cada tratamento foi composto por 16
plantas (2 m) separadas por dois metros lineares de bordadura, distribuidos em zig-zag
dentro de cada bloco. Armadilhas para captura de D. suzukii, confeccionadas com
garrafas de polietileno tereftalato (PET) de 500 ml, foram posicionadas entre as calhas
de uma mesma bancada na altura dos frutos de morango. A disposi¢@o dos tratamentos
dentro dos blocos foi aleatéria e obtida através na interface Rstudio (versdo 1.1.447,
2018) dentro do software R (versdo 3.6.2, 2019). A temperatura ¢ umidade dentro da
estufa foram registradas diariamente entre as 15:00 e as 17:00 por meio de um
termohigrometro (MT-241, Minipa, Joinville, SC) posicionado no centro da estufa a
aproximadamente 1,5 m do chdo, sendo considerada como a temperatura e umidade

maxima do dia.

Solucdes - Para o preparo da solugdo com 1 mM de jasmonato de metila (JaMe)
(Sigma-Aldrich 95%), 0,2243 g de reagente foi diluido em 1 mL de etanol e dissolvido
em 1000 mL de agua destilada. Para a solugdo 0,5 mM de JaMe, 0,1122 g de reagente
foi diluido em 1 mL de etanol e dissolvido em 1000 mL de 4dgua destilada. Para 0,25 mM
de JaMe, 0,0561 g de reagente foi diluido em 1 mL de etanol e dissolvido em 1000 mL
de agua destilada. Foram utilizadas duas solugdes controle, uma somente com agua

destilada e outra com 1 ml de etanol diluido em 1000 ml de agua destilada.
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Populacéao de D. suzukii - Foram distribuidas durante o periodo de 16/09/2019 a
04/11/2019, 14 armadilhas de forma homogénea dentro da estufa, uma a cada 28 m?,
confeccionadas com garrafas PET de 500 ml com quatro orificios equidistantes de 1 cm
de didmetro na sua porcdo inferior. As garrafas foram posicionadas entre as calhas de
uma mesma bancada na altura dos frutos de morango. As mesmas continham
aproximadamente 30 ml de vinagre de maca (Vinagres Winna, Lajeado, RS) e dgua
destilada (1:1), solu¢do indicada para monitoramento de D. suzukii**.

As armadilhas foram renovadas semanalmente até o final do bioensaio, ou seja, por
seis semanas. O conteido de cada armadilha foi acondicionado em potes plasticos de
250 ml, sendo devidamente etiquetados, de acordo com a data e localiza¢dao dentro da
estufa. Machos e fémeas de D. suzukii encontrados foram triados em laboratorio com o
uso de um estereomicroscopio com aumento de 40 x (ZEISS INTERNATIONAL.
Oberkochen, Alemanha). Foram encontrados intimeros microhimenopteros nas
armadilhas com atrativo alimentar, os quais foram enviados e para identificacdo do Dr.
Eduardo Shimbori (ESALQ). Apds este procedimento, os insetos foram armazenados em

frascos de vidro ambar (15 ml) com alcool 70%.

Avaliacido da oviposicao e da emergéncia de D. suzukii — Dezesseis plantas por
tratamento, dentro de cada bloco, foram aspergidas com uma das seguintes solugcdes
aquosas: T1 - somente agua destilada (H>O); T2 - etanol (99 %, Sigma-Aldrich) (1 %)
(Et); T3 - 0,25 mM de jasmonato de metila (JaMe) (95 %, Sigma-Aldrich) e etanol (1%)
(0,25 JaMe); T4 - 0,5 mM de JaMe ¢ etanol (1%) (0,5 JaMe) e TS5 - 1 mM de JaMe ¢
etanol (1%) (1 JaMe). Em cada aplicagdo utilizou-se cerca de 20 ml de cada tratamento
(ponto de escorrimento) em um borrifador plastico de pressdo manual, com capacidade

de 500 ml (SANREMO. Esteio, RS).
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As pulverizagdes ocorreram semanalmente no periodo da manha (entre 7 e 9 horas)
ao longo de cinco semanas (30 de setembro a 28 de outubro). Apo6s cada pulverizagao
foram marcados, com fita vermelha de cetim (7 mm) amarrada no pedinculo, seis frutos
verdes integros/tratamento com até 2 cm de didmetro na regido equatorial e com os
aquénios visiveis dentro dos receptaculos, correspondendo ao estadio 7323, por
tratamento dentro de cada bloco. Os frutos marcados foram colhidos apds uma semana
com pelo menos 70% da sua superficie vermelho, nos estadios entre 85 e 8723, A colheita
também foi feita semanalmente e apos tal processo, os frutos foram refrigerados e
transportados para o laboratorio.

No laboratério foi feita a contagem de ovos de D. suzukii nos frutos em um
estereomicroscopio com aumento de 40 x (ZEISS INTERNATIONAL. Oberkochen,
Alemanha). Ap6s a avaliacdo visual, os mesmos foram etiquetados e individualizados
em potes plasticos (150 ml) contendo uma camada (1 cm) de areia esterilizada, cobertos
com tecido viole. Tais recipientes foram mantidos em condi¢des controladas por trés
semanas para avaliacdo da emergéncia de moscas e/ou parasitoides. Se apos este periodo
fossem encontrados pupdrios, os mesmos eram isolados identificados, armazenados em
condi¢des controladas e avaliados semanalmente durante mais duas semanas. Os

puparios sem emergéncia foram posteriormente dissecados.

Analise fisico-quimica dos frutos — Apds a ultima data de aplicagdo (28/10/2019)
foram marcados, conforme descrito anteriormente, mais cinco frutos
verdes/tratamento/bloco, os quais foram colhidos apés sete dias (70% vermelho) para
avaliacdo fisico-quimica. As analises foram executadas no Laboratdrio de Pds-Colheita

da Faculdade de Agronomia (UFRGS).
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As caracteristicas avaliadas foram: (1) teores de so6lidos soluveis totais (SST)
determinado por refratometria com um refratometro digital portatil (PAL-1, ATAGO,
Japao) e expresso em ° Brix; (2) Analise colorimétrica utilizando um colorimetro (CR-
400 Konica Minolta, Nova Jersey, EUA) para medir a cor considerando o espago YXy;
(3) Potencial Hidrogenidnico (pH) utilizando um medidor de pH microprocessado (R-
TEC-7-MP, Tecnal, Piracicaba, SP) com um eletrodo combinado de pH (DME-CV4,
Digimed, Sao Paulo, SP) e (4) Acidez total titulavel (ATT) determinada por titulometria
com NaOH 0,1 N utilizando uma bureta digital de garrafa com capacidade para 50 ml
(Digital Burette III Bottle-top burette, Brand, Wertheim, Alemanha) para neutralizar a
amostra até pH 8,1. O valor de ATT foi calculado utilizando a formula %AC = (V x N x
EQ x P ') x 100, onde %AC = Percentual de acido, V = Volume de NaOH gasto para pH
até 8,1, N = Normalidade da solucdo de NaOH, Eq = Equivalente de 4cido citrico e P =
Peso da amostra. O resultado foi expresso em percentual de acido citrico.

Analise estatistica - As andlises estatisticas foram realizadas com o auxilio dos
pacotes estatisticos: ExpDest.pt “Pacote Experimental Designs (Portuguese)” (versao
1.2.0,2018), Stats “R statistical functions” (version 3.5.2, 2018) e dunn.test “Dunn's Test
of Multiple Comparisons Using Rank Sums” (versdo 1.3.5,2017), sendo todas as analises
feitas na interface Rstudio (versdo 1.1.447, 2018) dentro do software R (versao 3.6.2,
2019).

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados
relativos a oviposicao, a emergéncia de D. suzukii e aos valores de pH, acidez titulavel e
solidos soluveis totais, ndo se enquadraram no modelo de distribuicdo normal, portanto
foram feitos multiplos testes de Kruskal-Wallis com as médias analisadas pelo teste de
comparagdes multiplas de Dunn, quando necessario. Os dados para a flutuacdo

populacional de D. suzukii e para a avaliacdo colorimétrica dos frutos, se enquadraram
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em um modelo de distribui¢do normal, portanto foram analisados com uma ANOVA de
um fator com post hoc de Tukey quando necessario. As curvas das populagdes
comparadas com as condi¢des climaticas bem como entre si, com um teste de correlacdo

de Pearson. Todos os testes consideraram o = 0,05.

RESULTADOS

Flutuacio populacional de D. suzukii

Foram capturados 4.592 insetos, sendo 2.968 fémeas e 1.624 machos, com razao
sexual de 0,65. Houve variagdo no nimero individuos de D. suzukii capturados ao longo
do tempo (¥ (1,96) = 140,8 p < 0,01) (Figura 1), porém esta flutuagdo populacional ndo
teve correlacdo com a temperatura maxima (r = - 0,3642, p = 0,4219) nem com a umidade
relativa maxima (r=- 0,3091, p = 0,4999), as quais apresentaram média de 27 °C + 0,80
e 77,7% £ 1,67, respectivamente (Figura 2). As maiores capturas de D. suzukii ocorreram
nas duas primeiras coletas antes da aplicagdo dos tratamentos na area, nao diferindo entre
si. O numero médio de insetos capturados na terceira coleta (primeira ap6s aplicagdo de
JaMe na 4rea) foi significativamente menor do que nas duas anteriores, diferindo apenas
da ultima coleta (¥ (1,96) = 99.936, p <0,01).

[Figura 1]

[Figura 2]

Nas armadilhas de captura de D. suzukii registrou-se a ocorréncia de 97
parasitoides, divididos em oito espécies, sendo que o maior nimero médio de individuos
foi coletado na segunda avaliacdo apds a aplicagdo dos tratamentos na estufa (H (5) =
14,952, p < 0,05) (Figura 1). Leptopilina Boulardi (Barbotin, Carton & Kelner-Pillaut,
1979) (Hymenoptera: Figitidae), Pachycrepoideus vindimmae (Rondani (Hymenoptera:

Pteromalidae) e Spalangia Simplex (Perkins, 1910) (Hymenoptera: Pteromalidae) foram
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as mais abundantes, com percentual de insetos coletados em relacdo ao total de 38,14%,
24,74% e 23,71%, respectivamente. As demais foram identificadas como Trichopria
anastrephae (Lima, 1940) (Hymenoptera: Diapriidae) (5,15%%), Ceraprhon sp.
(Hymenoptera: Ceraprhonidae) (2,06%%), Apanteles sp. (Hymenoptera: Braconidae)
(4,12%%), Elasmus sp (Hymenoptera: Eulophidae) (1,03%) e Haltichella sp.
(Hymenoptera: Chalcididae) (1,03%).

Oviposicao e emergéncia de D. suzukii

O nuimero médio de ovos de D. suzukii contabilizados em morangos coletados na
primeira avalia¢ao (17,2 + 10,5) foi maior que os encontrados nas demais (9,26 + 9,66,
2,34 £3,4,2,53 £2,86 ¢ 1,26 + 2,00 respectivamente), ndo sendo constatada diferenca
no numero de ovos presentes em morangos oriundos da terceira até a quinta avaliacao
(H(4)=91,236, p <0,01) (Figura 3). A quantidade de adultos emergidos nos morangos
oriundos da primeira colheita (14,64 + 6,93) também foi maior que nas demais (H (4)
=65,888, p < 0,01), sendo observada uma menor emergéncia na quinta colheita (0,55 +
0,90), nao havendo diferenca entre a terceira (1,65 + 1,77) e quarta (1,83 = 1,59) nem
entre a segunda (1,81 £ 3,78) e a terceira colheita (Figura 4).

Quando cada uma das cinco colheitas foi avaliada separadamente, o nimero médio
de ovos, com excecdo da segunda, foi em geral menor nos tratamentos com jasmonato
de metila em relagdo ao T1 (Figura 3). A presen¢a do fitormonio em morangueiros
também refletiu em uma menor emergéncia de D. suzukii em morangos provenientes da
primeira (H (4) = 15,625, p <0,01), segunda (H (4) = 20,863, p < 0,01) e quinta (H (4)
= 11,537, p <0,05) colheita (Figura 4).

[Figura 3]

[Figura 4]
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A média total (cinco coletas) de ovos (H (4) = 24,964, p < 0,01) e da emergéncia
de moscas (H (4) = 10,636, p < 0,05), em frutos oriundos de morangueiros aspergidos
com 0,5 % (T4) e 1% (T5) foi menor do que os registrado em T1 (4gua), o qual ndo
diferenciou de T2 (4gua + etanol), para ambos os fatores (Tabela 1).

[Tabela 1]

Analises fisico-quimicas

Nas andlises colorimétricas observou-se variagdes estatisticamente significativas
somente na coordenada cromatica “x”, para frutos provenientes do tratamento T4 (0,5
mM), os quais apresentaram uma tonalidade de vermelho mais saturada em relagdo ao
T1 (dgua) e T2 (agua + etanol) (¥ (4,119) = 4,611, p < 0,01), porém para as demais
coordenadas cromaticas (“Y” e “y”) ndo foi encontrado diferenca estatistica significativa
(F(4,120) = 1,231, p = 0,301 e F (4,120) = 1,574. p = 0,185, respectivamente) (Tabela
2). Nas analises de pH (3,54 + 0,03) (H (4) = 1,2675, p = 0,8669; acidez total titulavel
(AAT) (0,90 + 0,05 % acido citrico) (H (4) =2,4812, p = 0,648) e so6lidos soluveis totais
(SST) (5,28 £ 0,19 ° Brix) (H (4) = 0,4235, p = 0,9805) ndo foram observadas diferencas
de frutos provenientes de morangueiros aspergidos com os diferentes tratamentos

(Tabela 2).
DISCUSSAO

O niimero de adultos de D. suzukii capturados nas armadilhas antes da aplica¢ao
dos tratamentos na estufa foi maior do que o constatado apds as aspersdes. Sabe-se que
os niveis populacionais de D. suzukii no campo podem variar em fun¢do de diversos
fatores, tais como a qualidade e tipo do hospedeiro, as interagdes com inimigos naturais,
a temperatura, a umidade®*, bem como o manejo empregado no agroecossistema?’. D.
suzukii é registrada como sendo originaria de regides temperadas®, porém apresenta um

comportamento fisiologico de adaptagdo gradual da temperatura, inclusive apresentando
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diferengas morfologicas advindas de tal adapta¢do®*, portanto, mesmo com ocorréncias
pontuais de dias com a temperatura superior a 28°C a linha de tendéncia da mesma
(Figura 2) se manteve estavel ao longo do periodo avaliado, com uma média de
temperatura abaixo do limite superior para esse inseto®. Tal informagdo, somada ao fato
de ndo ter sido encontrada nenhuma relacdo de correlacdo entre a flutuacao populacional
da mosca com as temperaturas ¢ umidades coletadas ao longo do periodo de avaliacdo
leva a supor-se que ndo houve influéncia de tais fatores sobre a populacio de D. suzukii
nessa area. Além disso, o manejo na area, inclusive o fitossanitario, ndo variou desde a
implantacdo da estufa (aproximadamente dois anos), assim como, durante os meses das
avaliagdes dos bioensaios.

Outro aspecto que pode ter impactado a populacdo de D. suzukii foi ocorréncia de
parasitoides na estufa. Entre as oito espécies de micro-himendpteros identificadas, L.
boulardi, T. anastrephae, Ceraprhon sp. (parasitoides larvais), P. vindemiae e S. simplex
(parasitoides pupais) estdo relacionadas a Drosophilidae, sendo todas, com excec¢ao de
Ceraprhon sp., ja relatadas como parasitoide de D. suzukii *%?D. Um fato que chamou
atencdo neste estudo foi o aumento do nimero médio de parasitoides capturados na
segunda coleta ap6s a aplicagdo de JaMe, em relacio ao periodo pré-aplicagio. E possivel
supor que o aumento na populagdo destes organismos esteja relacionado a volateis de
defesa indireta liberados pelas plantas apds a aplicagdo de JaMe (indutor), os quais
recrutaram parasitoides que estavam no entorno da area, provavelmente em mirtaceas
infestadas por seu hospedeiro.

A atragdo de inimigos naturais por volateis liberados por plantas aspergidas com
fitormodnios ja tinha sido observada em outros agroecossistemas. Plantas de soja, por
exemplo, apo6s inducdo por cis-jasmona (fitormonio) intensificam a liberacdo de

compostos organicos volateis (COVs) atraindo Telenomus podisi (Ashmead)
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(Hymenoptera: Scelionidae), um importante parasitoide de ovos de percevejos que
ocorrem nessa cultura. Da mesma forma, 7. pretiosum, um parasitoide generalista de
ovos de lepidopteros, teve um comportamento quimiotdxico positivo para plantas de
arroz apos aplicagdo de JaMe (2 mM e 5 mM)!2. Porém, o maior recrutamento de
inimigos naturais nem sempre reflete em aumento de parasitismo e consequente
diminuicdo das populagdes de pragas!!. Cotesia glomerata (Hymenoptera:
Ichneumonidae), um parasitoide de Pieris brassicae (Lepidoptera: Pieride), respondeu
positivamente a plantas de repolho induzidas por &cido jasmoénico, no entanto sua
oviposi¢do ndo diferiu entre larvas presentes nas plantas tratadas e ndo tratadas®®. De

acordo com Simpson et al.?’

, 0 recrutamento de parasitoides para plantas induzidas sem
a presenc¢a do herbivoro ou algum recurso floral que permita a sobrevivéncia do mesmo,
pode prejudicar o comportamento de busca e consequentemente o parasitismo, visto que
muitas vezes a reserva energética desses individuos ndo os permite aguardar o aumento
da presenca dos hospedeiros.

Portanto, apesar da defesa indireta de plantas ser um aspecto relevante na dindmica
populacional de herbivoros, provavelmente este ndo tenha sido o fator mais relevante
para diminuicdo da mosca na estufa, principalmente porque ndo foi constatada a
emergéncia de parasitoides presentes em larvas e/ou pupas dos frutos oriundos da area
de estudo. Além disso, ja foi constatado que as populagdes que ocorrem naturalmente
nas regides de invasdo de D. suzukii ndo sdo efetivas no controle populacional de D.
suzukii*®. Este fato pode estar relacionado as defesas imunoldgicas desta espécie, a qual
aumenta o numero de hemocitos apds a oviposicdo do parasitoide dificultando o

desenvolvimento do inimigo natural®!

. Outro fator que deve ser considerado ¢ que os
parasitoides presentes nas areas invadidas sdo generalistas (incluindo todos os

identificados no presente estudo), ou seja, a presenca deles esta associada a uma gama



39

de hospedeiros que atacam simultaneamente os frutos®2. Portanto, a oferta de outros
hospedeiros provavelmente diminui o impacto no controle de D. suzukii.

Com base no relatado, pode-se supor que a menor ocorréncia de D. suzukii esteja
associada a um efeito alelopatico dentro da estufa, ou seja, que plantas adjacentes aquelas
induzidas tenham entrado em um estado de priming, ativando seus mecanismos de
defesa®-*. Tal efeito, na maior parte das vezes, se manifesta em forma de cascata,
podendo desencadear uma defesa generalizada entre plantas''*. Este fato fica mais
evidente quando se observa que plantas aspergidas com JaMe tiveram, supostamente,
seus mecanismos de defesa direta ativados, refletindo, de forma geral, em morangos com
uma menor quantidade de ovos e um numero inferior de adultos de D. suzukii emergidos.

J& se sabe que indutores de resisténcia, como 0s jasmonato, ativam os mecanismos
de defesa secundaria das plantas os quais resultam em um aumento na producdo e
liberagdo de COVs responsaveis por mediar as respostas de defesa direta e indireta das
plantas!!3®. As diretas se refletem em um conjunto de caracteristicas que afetam
negativamente a fisiologia ou o comportamento de insetos herbivoros®’. No presente
estudo o JaMe, principalmente nas concentragdes de 0,5 e 1 mM, afetou negativamente
a oviposicdo e emergéncia de D. suzukii em morangos, contudo, em outras interagoes,
solugdes com jasmonatos desencadearam outros efeitos em herbivoros. Lopes e
Sant’Ana!?, por exemplo, observaram um menor ganho de peso de lagartas de S.
frugiperda que se alimentaram em plantas de arroz induzidas com concentragdes maiores
(2 e 5 mM) de jasmonato de metila. Resultados similares ja haviam sido obtidos por Stout
et al.*® com aplicagdes de 2 mM de 4cido jasmonico nesta mesma planta. Em tomateiros,
a aplicacdo de acido jasmonico (1,5 mM) causou efeito negativo na sobrevivéncia € no
desenvolvimento do pulgdo-grande-da-batata [Macrosiphum euphorbiae Thomas

(Hemiptera: Aphididae)]®.
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Nao somente a presenc¢a, mas também a concentragdo das solugdes com fitormonio
podem alterar o metabolismo da planta. No nosso estudo, o nimero de ovos e a
emergéncia de moscas presentes em morangos oriundos de plantas tratadas com solugdes
aquosas com 0,25 mM de JaMe (T3) e com etanol (T2) ndo diferenciaram, fato que nao
foi constatado para as concentragdes mais altas (0,5 e | mM de JaMe). Tal resultado pode

estar relacionado a um efeito de dose-resposta®’. Jiang et al*!

constataram que
concentragdes mais altas de fitormdénios podem ativar de forma mais acelerada a
biossintese de volateis de defesa oriundos de lipoxigenases, contudo os autores apontam
que altas doses podem causar problemas de fitotoxidade na planta.

O menor numero de ovos e de emergéncia de D. suzukii contabilizados na segunda
coleta em relacdo a primeira, pode ndo estar associado a menor ocorréncia da mosca na
area, uma vez que este valor ndo foi significativamente diferente quando se comparou as
médias de insetos capturados pos-aplicagdes dos tratamentos, o qual se manteve
estatisticamente constante. Sendo assim, pode-se inferir que as 168 horas (sete dias) pos-
aspersao do JaMe, foram suficientes para que os morangueiros ativassem seu mecanismo
de defesa, repelindo D. suzukii. Esse periodo foi menor do que o observado na indugdo
de plantas de arroz (~ 15 dias) com acido jasmonico (1 mM ou 5 mM), refletindo em
menores taxas de oviposicdo e de emergéncia de larvas de Lissorhoptrus oryzophilus
Kuschel (Coleoptera: Curculionidae)®, entretanto, maior do que as 72 horas
evidenciadas apos a aspersdo de JaMe (2 mM) em plantas de arroz em relagdo a
herbivoria de S. frugiperda'?. Warabieda e Olszak? ja haviam constatado que solugdes
de JaMe (0,1%) em folhas destacadas de morango, resultaram em uma menor oviposi¢ao
por fémeas de Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae), com apenas 24h apos a
aplicacdo. Como no presente trabalho ndo foram feitas avaliacdes didrias e sim semanais,

ndo ¢ possivel afirmar o inicio exato do periodo de ativagdo de defesa em morangueiro.
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Sendo assim ¢ possivel supor que as aplicagdes cumulativas de fitormonio na area de
estudo, juntamente com a menor ocorréncia da mosca na estufa, podem ter sido os
responsaveis pelas baixas taxas de oviposi¢do e emergéncia em morangos ao longo das
avaliacoes.

Observou-se que plantas tratadas com 0,5 mM de JaMe (T4) resultou em morangos
com tonalidade de vermelho mais saturada em relacdo aos oriundos dos demais
tratamentos. Este resultado pode estar associado com um maior acimulo de antocianinas

em morangos!>!7-18

, Visto que tal composto € um dos principais pigmentos que conferem
a cor vermelha aos frutos**. Porém, mesmo com essa altera¢do, os valores encontrados
para frutos oriundos de plantas aspergidas com qualquer um dos tratamentos sdo
similares ao padrdo apresentado na patente registrada para essa cultivar®’, ou seja, as
aplicacdes de JaMe ndo interferiram na cor final do produto. Da mesma forma, os valores
médios das caracteristicas quimicas avaliadas ficaram préximos aos valores apresentados

na literatura para a cv. San Andreas***’

, ou seja, cinco aplicacdes consecutivas de
jasmonato de metila, em diferentes concentra¢des, ndo causou alteragdes negativas nos
parametros quimicos responsaveis pelas caracteristicas organolépticas de morangos para
a mesma cultivar, assim como, ndo desencadearam a ocorréncia de fitotoxidez nas
concentragdes aplicadas.

Os resultados obtidos por este estudo permitem sugerir que aplicagdes
consecutivas de jasmonato de metila em Fragraria x ananassa Duch cv. San Andreas,
cultivados em estufa, ativam de forma especifica e generalizada o metabolismo
secundario das plantas, desencadeando defesas associadas a diminui¢do da presenca, da
oviposi¢do e, consequentemente, da emergéncia de D. suzukii em cultivo protegido de

morango. Além disso, ndo interfere negativamente nas caracteristicas fisico-quimicas do

fruto. Desta forma, podemos inferir que a exploragdo das defesas naturais de
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morangueiros, por meio da ativagdo de rotas de metabolismo secundario com jasmonato
de metila, pode ser uma alternativa para manejo de D. suzukii em ambiente protegido.
Estudos futuros sdo necessarios para identificar de que forma a indugao das defesas pela
acdo do jasmonato de metila afeta o perfil quimico de morangueiros, permitindo um

maior entendimento dessa interagao.
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Figura 1. Numero médio (+ EP) de adultos de Drosophila suzukii e de parasitoides
capturados semanalmente (24/09/19 a 04/11/19) com iscas atrativas de vinagre de maca
e agua (1:1) em morangueiros cultivados em substrato sob uma estufa em arco em Nova
Santa Rita, RS, Brasil. Capturas 1 e 2 referentes ao periodo pré-avaliagdo e as de 3 a 7
apOs aspersoes semanais € cumulativas em morangueiros (Fragraria x ananassa Duch
cv. San Andreas) com os seguintes tratamentos: somente dgua destilada; etanol (1 %);
0,25 mM de jasmonato de metila (JaMe) e etanol (1%); 0,5 mM de JaMe e etanol (1%)
e 1 mM de JaMe e etanol (1%). Pontos seguidos de letras diferentes em cada coleta
diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Figura 2. Temperatura e umidade relativa coletadas diariamente (24/09/19 a 04/11/19)
as 15h dentro de uma estufa de madeira com teto em arco no municipio de
Nova Santa Rita, RS com cultivo de morangueiros sob substrato. As medias 1
e 2 sdo referentes ao periodo pré-avaliacdo e as de 3 a 7 apds aspersdes
semanais e cumulativas em morangueiros (Fragraria x ananassa Duch cv. San
Andreas) com os seguintes tratamentos: somente dgua destilada; etanol (1 %);
0,25 mM de jasmonato de metila (JaMe) e etanol (1%); 0,5 mM de JaMe e
etanol (1%) ¢ 1 mM de JaMe ¢ etanol (1%).
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Figura 2. Numero médio (+ EP) de ovos de Drosophila suzukii em frutos oriundos de

morangueiros cultivados em substrato sob uma estufa em arco, tratados com
uma aspersao semanal (24/09/19 a 04/11/19) e cumulativa com os seguintes
tratamentos: T1) somente dgua destilada; T2) etanol (1 %); T3) 0,25 mM de
jasmonato de metila (JaMe) e etanol (1%); T4) 0,5 mM de JaMe e etanol (1%)
e TS) 1 mM de JaMe e etanol (1%). Letras maitsculas diferentes indicam
diferenca estatistica entre as colheitas e minusculas entre os diferentes
tratamentos em cada avaliacdo pelo teste de Dunn (p < 0,05).
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Figura 3. Numero médio (+ EP) de adultos de Drosophila suzukii emergidos de frutos

oriundos de morangueiros cultivados em substrato sob uma estufa em arco,
tratados com uma aspersao semanal (24/09/19 a 04/11/19) e cumulativa com
os seguintes tratamentos: T1) somente agua destilada; T2) etanol (1 %); T3)
0,25 mM de jasmonato de metila (JaMe) e etanol (1%); T4) 0,5 mM de JaMe
e etanol (1%) e T5) 1 mM de JaMe e etanol (1%). Letras maitusculas diferentes
indicam diferenga estatistica entre as colheitas e minusculas entre os
tratamentos em cada avaliagdo pelo teste de Dunn (p < 0,05)
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Tabela 1. Nimero médio (= EP) de ovos e de adultos emergidos de Drosophila suzukii
em frutos oriundos de morangueiros (Fragraria x ananassa Duch cv. San Andreas)
cultivados em substrato sob uma estufa em arco (Nova Santa Rita, RS, Brasil), tratados
ao longo de cinco semanas (7/10 a 4/11/19) com uma aspersdo semanal e cumulativa
com os seguintes tratamentos: H,O) somente agua destilada; Et) etanol (1 %); JaMe 0,25)
0,25 mM de jasmonato de metila e etanol (1%); JaMe 0,5) 0,5 mM de jasmonato de
metila e etanol (1%) e JaMe 1,00) 1 mM de jasmonato de metila e etanol (1%).

Tratamento Ovos/fruto Adultos emergidos/fruto
H20 8,54 +0,79a 5,94 +£0,89a
Et 6,68 £ 0,72ab 4,11+ 0,69ab
JaMe 0,25 6,12 +0,64bc 3,60 £0,51ab
JaMe 0,50 5,64+0,81c 3,83 +£0,71b
JaMe 1,00 5,62 £ 0,69¢ 3,00+£0,51b

Letras diferentes, nas colunas, indicam diferenca estatistica Dunn (p < 0,05).

Tabela 2. Média das caracteristicas fisicoquimicas (+ EP) de frutos oriundos de
morangueiros (Fragraria x ananassa Duch cv. San Andreas) cultivados em substrato sob
uma estufa em arco (Nova Santa Rita, RS, Brasil), tratados ao longo de cinco semanas
(7/10 2 4/11/19) com uma aspersao semanal e cumulativa com os seguintes tratamentos:
H>0) somente agua destilada; Et) etanol (1 %); JaMe 0,25) 0,25 mM de jasmonato de
metila e etanol (1%); JaMe 0,5) 0,5 mM de jasmonato de metila e etanol (1%) e JaMe
1,00) 1 mM de jasmonato de metila e etanol (1%).

Atributos quimicos Atributos da cor
prH Acidez SST Y X y
H0 3,58+0,16ns 0,81£0,13ns  5,96+0,74ns 11,34+3,22ns  0,4979+0,02 be 0,36+0,02ns
Et 3,58+0,13 0,82+0,13 5,10+0,26 12,48+2.46 0,4977+0,03 ¢ 0,35+0,01
JaMe 0,25  3,54+0,22 0,84+0,13 5,22+0,44 11,78+3,41 0,5094+0,02 abc 0,35+0,01
JaMe 0,50 3,50+0,07 1,15+0,45 5,10+0,51 12,70£2,55 0,5115+£0,02 a 0,36+0,01
JaMe 1,00  3,52+0,13 0,88+0,14 5,00+1,85 12,10£3,05 0,5116+0,01 ab 0,35+0,01

Letras diferentes, nas colunas, indicam diferenca estatistica Dunn (p < 0,05).



5 CONSIDERACOES GERAIS

Os resultados obtidos por este estudo sugerem que aplicagdes consecutivas de
jasmonato de metila em Fragraria x ananassa Duch cv. San Andreas, cultivados em
estufa, ativam de forma especifica e generalizada o metabolismo secundério das plantas,
desencadeando defesas associadas a diminuicdo da presenga, da oviposicdo e,
consequentemente, da emergéncia de D. suzukii em cultivo protegido de morango. Além
disso, ndo interfere negativamente nas caracteristicas fisico-quimicas do fruto. Desta
forma, podemos inferir que a exploracao das defesas naturais de morangueiros, por meio
da ativacdo de rotas de metabolismo secundario com jasmonato de metila, pode ser uma
alternativa para manejo de D. suzukii em ambiente protegido.

Este estudo tem um carater inovador, visto que as interagdes entre insetos-praga
e fitormonios, em morangueiro, sdo inexistentes. Explorar a indug¢ao resisténcia pelo uso
de jasmonato de metila pode ser uma opg¢ao relevante para estratégias sustentaveis de
controle relacionadas aos métodos de push-pull e atrai-recompensa. Contudo, ¢
importante ressaltar que os achados devem ser vistos com cautela, pois trata-se de um
estudo preliminar, de um nico ano, em uma Unica area € com uma unica cultivar. Sendo
assim, outros estudos devem ser conduzidos em ambiente de laboratorio e campo, para
avaliar outros fatores, tais como, as mudangas no perfil quimico de diferentes cultivares
frete a aplicacdo deste e outros fitormonios em diferentes concentragdes e as interagao
de plantas com a presenga destes compostos em relagdo a ocorréncia de fitopatdgenos,

herbivoros e organismos benéficos associados ao morangueiro.



6 APENDICES

APENDICE 1. Croqui da area experimental. Estufa em arco com morangueiros

(Fragaria x ananassa Duch cv. San Andreas e cv. Albion) localizada no
municipio de Nova Santa Rita, RS, Brasil (51°16°44” O; 29°52°52” S).
Retangulos vermelhos delimitam as divisdes dos blocos. Quadrados
coloridos dentro de cada bloco representam os tratamentos. Circulos
azuis no centro de cada bancada representam o posicionamento das
armadilhas de vinagre. Retangulo laranja representa a area da estufa ndo
utilizada no experimento.
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