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RESUMO

O percevejo-do-colmo (Tibraca limbativentris Stal) € um dos insetos mais
prejudiciais a cultura do arroz no Brasil, principalmente em cultivos irrigados. A
estratégia de defesa da planta contra estes percevejos pode estar relacionada a
emissdo de compostos quimicos, liberados apds o ataque, prejudicando direta ou
indiretamente o desempenho da praga. Desta forma, o trabalho objetivou identificar
substancias presentes nos extratos de plantas de arroz que sofreram ou nao
ataque do percevejo-do-colmo, bem como, as respostas comportamentais de
adultos de T. limbativentris e dos parasitoides de ovos Telenomus podisi
(Ashmead) e Trissolcus basalis (Wollaston) (Hymenoptera, Platygastridae) a estes
odores. Foram coletados volateis de plantas da cultivar IRGA 417 sem dano e com
dano de cinco adultos, machos e fémeas do percevejo, por até 120 h. Os extratos
foram analisados em cromatografia gasosa acoplada a detector de ionizacdo de
chamas (CG-DIC) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM). As respostas de machos e fémeas de Ti. limbativentris e fémeas dos
parasitéides, foram avaliadas em olfatdbmetro “Y”. Houve indugéo na liberagéo de
compostos secundarios, tais como alcodis, aldeidos e terpendides, apés a
herbivoria. Fémeas de Ti. limbativentris foram significativamente atraidas por
volateis das plantas sem dano. Nao houve diferenca significativa entre os
tratamentos em relacdo a preferéncia de machos aos odores. Quanto aos
parasitoides, fémeas de Te. podisi foram significativamente atraidas aos extratos
de plantas danificadas por fémeas do percevejo, enquanto que as de Tr. basalis
responderam de forma indiferenciada aos volateis de plantas danificadas por
ambos 0s sexos. Supbe-se, desta forma, que as plantas de arroz liberam
compostos de defesa, os quais induziram a antixenose em fémeas de Ti.
limbativentris atuando também na defesa indireta atraindo inimigos naturais.

! Dissertacéo de Mestrado em Fitotecnia, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (81p.) Margo, 2011.



VOLATILES RELEASED BY Oryza sativa L. AND ITS IMPLICATIONS FOR THE
CHEMOTAXIC BEHAVIOR OF Tibraca limbativentris STAL. (HEM.,
PENTATOMIDAE) AND EGG PARASITOIDS?

Author: Rita de Cassia de Melo Machado
Advisor: Josué sant'Ana
Co-advisor: Maria Carolina Blassioli Moraes

ABSTRACT

The rice stem bug (Tibraca limbativentris Stal) is one of the most important
pests of rice plantations in Brazil, especially in irrigated fields. The plant’s defensive
strategy against these bugs may involve the emission of chemical compounds
following herbivore attacks which directly or indirectly harm the pest’s performance.
The objective of this study was to identify the substances present in extracts of rice
plants that had suffered herbivory by rice stem bugs and in unattacked plants, as
well as the behavioral responses of Ti. limbativentris adults and the egg parasitoids
Trissolcus basalis and Telenomus podisi towards these odors. Plant volatiles were
collected from the undamaged rice cultivar IRGA 417 and from the same cultivar
exposed to five males and five females of Ti. limbativentris for up to 120 hours. The
extracts were analyzed by GC-FID and GC-MS. The responses of male and female
Ti. limbativentris and female egg parasitoids were evaluated in a "Y" olfactometer.
Herbivory on rice plants by both sexes of Ti. limbativentris induced the release of
secondary compounds such as alcohols, aldehydes and terpenoids. Female Ti.
limbativentris were significantly more attracted to volatiles from undamaged plants,
but males showed no preference. Female Te. podisi were significantly more
attracted to the extracts of plants damaged by female rice stem bugs, while female
Tr. basalis responded indistinguishably to the volatiles from plants damaged by both
sexes. It is hypothesized, therefore, that rice plants may be emitting defensive
compounds, which induce the antixenosis in Ti. limbativentris females and may also
provide indirect defense by attracting natural enemies.

! Master of Science dissertation in Agronomy, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (81p.) March, 2011.
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1 INTRODUCAO

As plantas desenvolveram ao longo da evolugdo diversos mecanismos
fisicos e/ou quimicos de defesa contra o ataque de insetos herbivoros. Participa da
defesa quimica, uma série de compostos decorrentes do metabolismo secundério,
0S quais podem atuar como atraentes ou repelentes de herbivoros, inimigos
naturais e insetos polinizadores.

Os principais compostos de defesa derivados do metabolismo secundario
podem ser enquadrados quimicamente nas classes de terpendides, compostos
nitrogenados e fendlicos. A especificidade dos compostos liberados depende do
tipo de interacdo herbivoro-planta, a qual envolve a presenca de indutores,
principalmente compostos lipofilicos presentes nas secre¢cfes salivares dos
insetos. A principal rota envolvida na ativacdo da maioria das defesas vegetais
contra os insetos fit6fagos é a rota do octadecandide, que leva a producéo de acido
jasménico (AJ) a partir do acido linolénico. Existem outros compostos de
sinalizacdo além do AJ, como etileno, acido salicilico e salicilato de metila, que s&o
induzidos apds a herbivoria de insetos, sendo geralmente necessaria a acéo
coordenada desses compostos de sinalizacdo para a ativacdo completa de

respostas de defesa induzida.



O percevejo-do-colmo  (Tibraca Ilimbativentris  Stal) (Hemiptera:
Pentatomidae) é um dos insetos mais prejudiciais a cultura do arroz (Oryza sativa
L.) no Brasil, principalmente em cultivos irrigados. Em altas infestacfes, Ti.
limbativentris pode provocar perdas consideraveis na producao, principalmente se
0 ataque ocorrer nas fases de pré-floracdo e formacéao dos graos.

Apesar da importancia desta espécie na cultura do arroz, as relacdes
troficas referentes aos mecanismos quimicos de defesa da planta frente ao ataque
do herbivoro, s&o desconhecidas.

Neste contexto, o presente estudo objetivou identificar as substancias
envolvidas na inducéo de defesa de plantas no sistema Tibraca limbativentris-
arroz, bem como, as implicacdes da liberacdo destes volateis na quimiotaxia de
percevejos e nas interacdes tritréficas com os parasitoides de ovos, Telenomus

podisi (Ashmead) e Trissolcus basalis (Wollaston) (Hymenoptera, Platygastridae).



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cultura do arroz (Oryza sativa L.)

O arroz (Oryza sativa) € uma graminea anual, classificada no grupo de
plantas C-3, adaptada a ambientes aquéticos devido a presenca de aerénquima no
colmo e nas raizes das plantas, possibilitando a passagem de oxigénio do ar para
a camada da rizosfera (SOSBAI, 2010).

O ciclo de desenvolvimento do arroz pode ser dividido em trés fases: a fase
de plantula (semeadura até a emergéncia); a fase vegetativa (emergéncia até o
aparecimento do colar da ultima folha no colmo principal) e a fase reprodutiva
(diferenciacdo da panicula até a maturacao fisiolégica) (Counce et al., 2000). A
duracdo de cada fase depende, principalmente, da cultivar utilizada, época de
semeadura, regido de cultivo e das condi¢des da fertilidade do solo. A duragcdo do
ciclo, para a maioria das cultivares comerciais, varia entre 100 e 140 dias (SOSBAI,
2010).

Os cereais, especialmente o arroz, o trigo e o milho, constituem a base da
alimentacdo humana (Naves & Bassinello, 2006). Os cereais contribuem com
aproximadamente 50% da ingestdo energética e protéica da populacdo (Young &
Pellet, 1994). Estima-se que o arroz represente 21% da energia e 14% da proteina

consumida mundialmente (Kennedy & Burlingame, 2003). Considerado o produto



de maior importancia econdmica em muitos paises em desenvolvimento, é
alimento basico para 2,4 bilhdes de pessoas (Embrapa, 2008).

A forma mais consumida mundialmente é o arroz polido, considerado um
alimento basico e essencial para uma dieta saudavel (Embrapa, 2008). A
estimativa da producdo mundial do cereal na safra 2009/10 é de 710 milhdes de
toneladas (FAO, 2010). O Brasil é o maior produtor de arroz da América Latina e o
décimo mundial (FAO, 2007) com uma producdo anual entre 11 e 13 milhdes de
toneladas, participando com cerca de 82% da produ¢cédo do MERCOSUL (SOSBAI,
2010). O cultivo do arroz esta presente por todo territorio nacional, sendo a
producdo concentrada nas regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul, responsaveis por
74% de todo arroz produzido no pais (Neves, 2007). No Rio Grande do Sul, a safra

de 2009/10 teve uma producéo de 6,7 milhdes de toneladas (IRGA, 2010).

2.1.1 Problemas fitossanitarios da cultura

Durante todo o seu ciclo, o arroz é afetado por plantas invasoras, doencgas e
insetos fit6fagos que podem reduzir significativamente a produtividade e a
gualidade dos graos (Martins et al., 2009). Dentre as plantas invasoras, 0 arroz
vermelho (O. sativa) se destaca como a principal espécie responsavel por perdas
na producdo (Agostinetto et al.,, 2001). S&o registradas mais de 80 doencas
causadas por patogenos, incluindo fungos, bactérias, virus e nematdides
(Embrapa, 2008). Entre as doencas, a brusone (Pyricularia grisea Cooke) € a mais
expressiva no Brasil e no mundo, provocando perdas significativas no rendimento
das cultivares suscetiveis, quando as condi¢cdes ambientais sdo favoraveis (Prabhu
et al., 2002).

Os arrozais sao infestados por muitas espécies de insetos, podendo estes

causarem perdas de 15 a 30% de produtividade (Martins et al., 2009). De acordo



com 0s autores, estes organismos sdo enquadrados em dois grupos, no primeiro
encontram-se 0s insetos-praga de solo, que danificam sementes, raizes e a parte
basal de plantas na fase de pré-perfilhamento; no segundo os insetos-praga da
parte aérea, que atacam colmos, folhas na fase vegetativa e paniculas e graos na
fase reprodutiva.

Sementes e raizes sao danificadas por larvas e adultos de coledpteros antes
e/ou depois da inundacédo, ja os colmos e folhas sofrem injurias pela acdo de
insetos mastigadores, sugadores e raspadores, sendo 0s dois primeiros grupos
mais importantes. Os graos sdo atacados por um complexo de insetos sugadores
gue afetam diretamente a quantidade e a qualidade do produto (SOSBAI, 2010).

As principais espécies de percevejos ocorrentes na cultura do arroz
pertencem a familia Pentatomidae, na qual se destacam o Oebalus poecilus
(Dallas) e o Ti. limbativentris. O primeiro € popularmente conhecido como
percevejo—do-grao, encontra-se distribuido em todas as regifes produtoras de
arroz do Brasil, possui varios hospedeiros alternativos e alimenta-se da parte aérea
das plantas (Embrapa, 2008). Quando ocorrem apés o florescimento, sugam o0s
graos alterando o estado de maturacao fisiol6gica dos mesmos, 0 que 0s tornam
estruturalmente enfraquecidos e quebradicos (Ferreira & Martins, 1984; Domiciano,
2001). A qualidade dos grdos pode ser afetada quando oito percevejos forem
encontrados em 1000 paniculas (Ferreira & Martins, 1984). Os danos sao
provocados por ninfas e adultos, sendo que, a cada inseto por metro quadrado ha
reducao de 1% no rendimento de graos (Oliveira et al., 2010).

O percevejo-do-colmo, também conhecido como percevejo-marrom,
percevejo-das-hastes ou percevejo-grande-do-arroz, ¢ um dos insetos mais

prejudiciais a cultura no Brasil, principalmente em cultivos irrigados (Ferreira et al.,



1986). A importancia econémica deste inseto fica evidenciada pelo fato de ser o
sistema irrigado responsavel pela maior parte da producao nacional de arroz, com

1,3 milh&o de hectares (Martins et al., 2009).

2.2 Percevejo-do-colmo (Ti. limbativentris)

2.2.1 Aspectos bioecoldgicos e morfologicos

As posturas de Ti. limbativentris contém em média 16,6 ovos (Silva et al.,
2004). Séao inicialmente de coloragdo esverdeada e com a proximidade de eclosao
vao escurecendo, os ovos possuem forma cilindrica e medem aproximadamente 1
mm de comprimento e 0,8 mm de diametro (Ferreira et al.,1997). Silva et al. (2004)
observaram a duragdo do periodo embrionario de 6,9 + 1,2 dias sob condi¢des
controladas de 26 °C, 60 % UR e 14 h de fotofase, sendo a viabilidade em torno de
90%. Resultado semelhante foi encontrado por Prando et al. (1993), onde os
autores verificaram que o periodo embrionario teve uma duragcdo média de 7,5 dias
e viabilidade média de 98% (25 + 1°C, 70 £ 1% UR e 14 h de fotofase).

A fase de ninfa passa por cinco instares, com dura¢des variaveis de acordo
com a temperatura (Ferreira et al.,1997). Botton et al. (1996) observaram em casa
de vegetacdo, com condicBes ambientais ndo controladas, que a duracdo média
em dias de Ti. limbativentris foi de 3,6; 6,1; 5,1; 5,2 e 10,6 para o0 primeiro ao quinto
instar, respectivamente. Periodos mais prolongados foram registrados por Silva et
al. (2004) a 26 °C, 60 % UR e 14 h de fotofase, nos quais a duragcdo média foi de
5,5; 7,2; 10,4; 15,4 e 19,8 dias, para os cinco instares em ordem crescente. Prando
et al. (1993) observaram a durag&o para os cinco instares, respectivamente de 3,0;
8,09; 10,7; 17,77 e 24,09 dias (25 £ 1 °C, 70 £ 1% UR e 14 h de fotofase).

Ninfas de primeiro instar tém, em meédia, 1,5 mm de comprimento e 1,0 mm

de largura, apresentam cabeca com antenas filiformes com quatro articulos, o



primeiro e o segundo segmentos do térax sdo mais desenvolvidos que o terceiro e
ambos de coloragdo marrom, o abdome possui trés manchas marrons na linha
média dorsal. No segundo instar apresentam 2,3 mm de comprimento e 1,5 mm de
largura, em média. A antena assemelha-se ao 1° instar e possui pequenas
pontuacdes claras na cabeca e térax com trés manchas na linha média dorsal do
abdome. Ninfas de terceiro instar possuem, em média, 4,0 mm de comprimento e
2,2 mm de largura, cabeca marrom escura, térax com pontuacdes marrons claras,
abdome com trés manchas dorsais de coloracdo marrom amarelada. As ninfas de
guarto medem 55 mm de comprimento e 3,2 mm de largura, em média,
apresentam cabeca e térax com coloracdo branco amarelada, o abdome tem
pontuagcdes marrom claras nas faces dorsal e ventral. No Ultimo instar as ninfas
apresentam, em média, 9,5 mm de comprimento e 6,5 mm de largura, cabeca
branco amarelada com pontuacdes cinza escuras, torax com superficie semelhante
a da cabeca, as tecas alares sdo bem visiveis, o abdome é preto brilhante com
manchas grandes no dorso (Ferreira et al. 1997).

As fémeas (Figura 1A) medem aproximadamente 13,7 mm de comprimento
e 7,4 mm de largura, geralmente sdo maiores que os machos (Figura 1B), que
medem em torno de 12,5 mm de comprimento e 7,1 mm de largura (Ferreira et
al.,1997; Fernandes & Grazia, 1998).

Os adultos apresentam a cabeca triangular de coloragdo marrom com
pontuacdo preta e bordas alaranjadas, olhos salientes marrons escuros
contornados de branco amarelados, apresentam dois ocelos vermelho escuros
localizados entre os olhos compostos. As antenas s&o do tipo filiforme, da mesma
cor da cabeca, com cinco segmentos pilosos dos quais o terceiro € maior. O labio

tem 6,6 mm de comprimento, se estendendo um pouco além do terceiro par de



pernas, possui quatro segmentos marrons, sendo o uUltimo mais escuro. O térax
tem o pronoto bem desenvolvido, marrom com laterais amarelo brilhantes, é
pontuado como as demais partes dorsais, 0s espinhos pronotais sdo pouco
pronunciados, o escutelo é triangular com apice semi-arredondado, a base
apresenta trés pontos, sendo um no meio e um junto a cada vértice. Os hemiélitros
sdo do comprimento do abdome, cada um com um ponto amarelo no cérion. As
pernas sdo totalmente marrons com os tarsos dimeros nas formas jovens e
trimeros nos adultos. O abdome é coberto pelo escutelo e hemiélitros, com parte
do conexivo visivel, este € marrom e possui quatro manchas pretas de cada lado.
O corpo do adulto geralmente apresenta-se marrom claro na face dorsal e marrom
escuro na face ventral, com uma mancha clara na margem do abdome (Ferreira et

al.,1997; Fernandes & Grazia, 1998).

A

FIGURA 1. Adultos de Tibraca limbativentris: A) fémea; B) macho

O percevejo-do-colmo possui uma ampla distribuicdo geogréafica na Regido
Neotropical (Fernandes & Grazia, 1998) ocorrendo em toda a regido orizicola da
América Latina (Martins et al., 2004a). Este inseto é considerado uma espécie
praga em diversos paises produtores, como Argentina, Brasil, Coldbmbia, Equador,

Peru, Republica Dominicana e Venezuela (Pantoja et al., 2007).



O percevejo-do-colmo hiberna no periodo de entressafra, em locais
préximos ou dentro das lavouras, nas partes mais elevadas (Oliveira et al., 2005).
De acordo com os autores, 0s principais sitios hibernantes observados na regido
da depresséo central do Rio Grande do Sul sdo o Andropogon bicornis L. (capim-
rabo-de-burro) e o Paspalum urvillei Steudel (macegao), além de taipas contendo
palhas de arroz e resteva.

Do fim de setembro a metade de outubro, com o0 aumento da temperatura,
os adultos deixam os locais de hibernacdo e dirigem-se para as plantas
hospedeiras, onde se movimentam pelas folhas até a parte mais alta e comegam a
se reproduzir. A colonizacdo dos arrozais ocorre quando as plantas estdo com
aproximadamente 20 dias de idade, pela imigracdo dos adultos (Ferreira et al.,
1997).

Ti. limbativentris pode ocorrer em diferentes sistemas de cultivo de arroz,
mesmo em condi¢cdes climéaticas e topogréficas distintas. Este percevejo infesta
lavouras, preferencialmente, em solo saturado, sem lamina d’agua oriunda da
irrigacao, sendo esta condicdo favoravel para o crescimento populacional (Martins
et al.,, 2004a). Durante a fase vegetativa os insetos apresentam uma distribuicéo
aleatéria na lavoura, com a aproximacao da fase reprodutiva, as novas geracoes
passam a apresentar distribuicdo agregada (Costa & Link, 1992b).

A constatacao da ocorréncia do inseto na lavoura e a adocao de medidas de
controle sé&o dificultadas devido ao fato de ficarem abrigados no meio dos colmos
das plantas, proximo ao solo, posicionados de cabeca para baixo (Figura 2),
comportamento este considerado caracteristico da espécie durante a alimentacéo

(Ferreira et al., 1997). Nas horas mais quentes do dia, 0s percevejos encontram-se
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na parte superior das plantas, caindo facilmente com o movimento da vegetacéo,

fato que dificulta a sua visualizag&o (Linck et al., 2005).

FIGURA 2. Adultos de Tibraca limbativentris de cabeca para baixo em
plantas de arroz.

2.2.2 Caracterizacdo dos danos em arroz

Costa & Link (1992a) observaram que quando as infestagcfes ocorrem no
final da fase reprodutiva e inicio da fase de maturacéo, as perdas sao maiores em
termos qualitativos e quantitativos, uma vez que ha um aumento no numero de
graos quebrados e gessados. Este inseto pode atingir facilmente a condicédo de
praga na cultura por causar danos severos as plantas, podendo reduzir em até
90% a produtividade de gréos (Ferreira et al., 1997).

Insetos adultos e ninfas podem atacar as plantas tanto na fase vegetativa,
quanto na fase reprodutiva, provocando os sintomas conhecidos como “coracao
morto” e “panicula branca”, respectivamente (Ferreira & Martins, 1984; Botton et
al., 1996; Ferreira et al., 1997; Oliveira et al., 2010). Os danos sao oriundos da

alimentacdo de adultos e ninfas a partir do segundo instar, os quais injetam saliva
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nos colmos, provocando a morte do tecido interno da planta. Um periodo de 12 a
24 h de alimentacdo € suficiente para ocasionar o0s sintomas descritos
anteriormente. No local onde o percevejo introduz os estiletes, observa-se um
pequeno ponto de coloracdo marrom, internamente ocorre o estrangulamento do
colmo, interrompendo o fluxo de seiva, resultando na morte deste, acima do ponto
picado (Ferreira & Martins, 1984).

Segundo Costa & Link (1992b), o nivel de dano econémico desta praga esta
associado a fase fenoldgica da planta. Os autores avaliaram a variedade IRGA 409
e observaram que durante as fases reprodutiva e vegetativa um percevejo/m?
reduz a producdo em 65,16 e 58,66 kg/ha, respectivamente. Em média, um

percevejo por metro quadrado causa 1,2% de reducdo na producdo de gréos

(Oliveira et al., 2010; SOSBAI, 2010).

2.2.3 Controle

O percevejo-do-colmo € o inseto-praga de mais dificil controle em todas as
regides produtoras arroz no Pais, independentemente do sistema de producéo
praticado (Martins et al., 2009).

A principal forma de controle de Ti. limbativentris ainda é o quimico, 0s
principio ativos registrados no Sistema de Agrotoxicos Fitossanitarios (AGROFIT)
para o controle desta praga na cultura do arroz sdo tiametoxam (neonicotindide),
ciflutrina (piretréide), lambda-cialotrina (piretréide) e malationa (organofosforado)
(MAPA, 2010). N6s ultimos anos, houve uma aumento substancial na aplicacao
aérea de inseticidas no Rio Grande do Sul, devido principalmente ao seu baixo
custo (inseticidas e equipamentos) em relacdo aos elevados indices de

produtividade alcancados nas ultimas safras (Martins et al., 2009).
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O uso irracional de inseticidas € o principal responsavel pelo manejo
inadequado das espécies pragas da cultura (Martins et al., 2009), uma vez que
estes produtos geralmente apresentam baixa seletividade sobre as populacfes de
inimigos naturais (Petroski & Stanley, 2009). Rampelotti-Ferreira et al. (2010)
demonstraram que alguns pesticidas utilizados na cultura do arroz afetam
negativamente o desenvolvimento de isolados do fungo entomopatogénico
Metarhizium anisopliae.

A utilizac&o de cultivares resistentes a Ti. limbativentris pode minimizar os
danos causados por esse inseto, mantendo as populagfes das pragas abaixo de
seus niveis de danos, minimizando, desta forma, a aplicacdo de inseticidas (Souza
et al.,, 2008a). Os autores avaliaram 64 cultivares de arroz em casa de vegetacao
com o objetivo de determinar a resisténcia das plantas ao ataque de Ti.
limbativentris e concluiram que 24 apresentaram resisténcia do tipo antibiose, e 21
foram consideradas tolerantes. Souza et al. (2008b), em casa de vegetacdo,
analisaram a resisténcia do tipo antibiose a ninfas de Ti. limbativentris em 16
variedades de arroz cultivadas no estado do Maranhdo, e constataram que as
variedades “arroz comum” e “desconhecido branco” foram mais resistentes que as

demais.

2.2.4 Inimigos naturais

Os parasitéides também podem agir como importantes agentes de controle
natural de insetos na cultura do arroz, principalmente de percevejos (Martins et al.,
2004a). Riffel (2007) avaliando a ocorréncia de parasitoides em posturas de Ti.
limbativentris em arrozais localizados no estado de Santa Catarina, verificou a
dominédncia de Te. podisi e Trissolcus urichi Crawford (Hymenoptera:

Platygastridae). Segundo a autora, 80% dos ovos com sintomas de parasitismo
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coletados no estudo estavam parasitados por estas espécies. Estudo semelhante
foi realizado por Maciel et al. (2007) no estado do Maranh&o, no qual os autores
observaram a ocorréncia de trés espécies de parasitoides, Te. podisi, Tr. urichi e
Oencyrtus submetallicus Howard (Hymenoptera: Encyrtidae), com indice de
parasitismo de 23,4%. Alguns entomopatdgenos como Beauveria bassiana e M.
anisopliae também podem estar presentes em lavouras de arroz diminuindo a
populacdo de todas as fases de desenvolvimento do percevejo-do-colmo

(Rampelotti et al., 2007; Martins et al., 2004b).

2.3 Interacdes inseto-planta

Os insetos utilizam uma série de modalidades sensoriais para orientacao e
encontro com os hospedeiros (Loaiza & Cespedes, 2007). A visdo é um importante
mecanismo para a localizac&o da planta hospedeira, sendo os principais estimulos
a cor e a forma (Hardie et al., 2001). A forma é muito variavel ao longo do ano, a
cor sofre menos variacdes, uma vez que a maioria das folhas é verde, embora a
idade das plantas e a presenca de patdégenos possam exercer influéncia na
coloracao (Hardie et al., 2001). Além disso, os padrdes espaciais de distribuicdo e
abundéancia de plantas hospedeiras podem influenciar fortemente na sele¢céo de
insetos fitéfagos (Strong et al., 1984).

As relacdes ecoldgicas dos insetos com diferentes organismos no ambiente
ocorrem, principalmente, através da comunicagdo quimica, sendo o olfato o
principal sentido nas distintas atividades relacionadas a sobrevivéncia das espécies
(Vilela & Della-Lucia, 2001). Os compostos quimicos envolvidos, denominados
semioquimicos, sdo responsaveis por reacdes comportamentais especificas entre
os individuos. Através da percepcdao e emissdo dos semioquimicos 0s insetos

encontram parceiros para o0 acasalamento, alimento, local de oviposicdo, se
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defendem contra predadores e organizam suas comunidades. Os semioquimicos
possuem duas classificacdes: feromonios, que sdo compostos mediadores de
comunicacao intraespecifica e aleloquimicos, substancias que intermedeiam
comportamentos de individuos de espécies diferentes. Os aleloquimicos possuem
ainda, trés classificagdes, cairomonios, que séao infoquimicos que beneficiam o
receptor do sinal e prejudicam o emissor, os alomdnios que beneficiam o emissor e
prejudicam o receptor e sinoménios que s&o infoquimicos que beneficiam o
emissor e o receptor do sinal (Corréa & Sant’Ana, 2007; Zarbin et al., 2009). Os
insetos fitéfagos localizam os seus hospedeiros guiados, principalmente, pelos
aleloquimicos liberados pelas plantas (Finch, 1986; Baur et al., 1998; Dicke & Van
Loo, 2000).

Naturalmente, as plantas estdo expostas a uma série de inimigos naturais,
principalmente insetos fitéfagos (Taiz & Zeiger, 2009). Segundo Howe & Jander,
(2008) estima-se que existam mais de um milhdo de espécies de fitéfagos na
classe Insecta, os quais representam quase a metade das espécies descritas
(Triplehorn & Johnson, 2005). Contudo menos de 1% da biomassa vegetal
produzida anualmente é consumida por insetos (Strong et al., 1984) evidenciando,
desta forma, que as plantas possuam obstaculos que dificultam a acdo destes

organismos (Pizzamiglio, 1991).

2.3.1 Mecanismos de defesa das plantas

As plantas representam a maior fonte de energia e nutrientes para uma
gama de herbivoros e patdgenos e, diferentemente de seus inimigos naturais, nao
possuem a capacidade de deslocamento, sendo assim, a forma de adaptacdo as
adversidades ambientais € através de uma auto-protecao (Heil, 2010) desenvolvida

por meio dos mecanismos de defesas fisicas e quimicas (Taiz & Zeiger, 2009).
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2.3.1.1 Defesas fisicas

As defesas fisicas ou morfolégicas abrangem todas as caracteristicas
estruturais das plantas que possam atuar de forma negativa sobre o desempenho
de um inseto fitéfago (Lara, 1991). A defesa estrutural € encontrada nas diferentes
partes das plantas, e podem ser representadas por pélos, espinhos, tricomas e/ou
ceras que recobrem a superficie de folhas, caules e frutos (Bowles, 1990). Os
tricomas, inclusive, podem ser produzidos em maior densidade apds dano por

herbivoria (Agrawal 1998; Traw & Bergelson 2003; Bjorkmann et al. 2008).

2.3.1.2 Defesas quimicas

Uma das formas de protecdo das plantas contra o ataque de herbivoros é a
defesa direta, caracterizada pela producdo de compostos que interferem
diretamente no desempenho comportamental, alimentar e/ou reprodutivo do inseto
(Dicke, 1994). Estas substancias sao oriundas do metabolismo secundéario e
podem ser aminoacidos nao protéicos, saponinas, lectinas, proteinas inativadoras
de ribossomos (RIPs), quitinases, glucanases, flavondides (Bowles, 1990),
alcaléides, glucosinolatos, terpendides e compostos fendlicos, além disto, as
plantas também podem se proteger de herbivoros através da producdo de
inibidores de proteinase e compostos volateis com acéo repelente (Heil, 2010).

O principal mecanismo envolvido na ativagdo da maioria das defesas
guimicas contra insetos fitéfagos € a rota do octadecanoide, que leva a produgao
de acido jasmonico (AJ) a partir do acido linolénico (Kessler et al., 2004) que é
liberado dos lipideos da membrana plasmatica (Taiz & Zeiger, 2009). O AJ é um
horménio vegetal que induz a expressao de varios genes que estdo relacionados

com a defesa das plantas contra situacOes de estresse (Soares & Machado, 2007).
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A especificidade dos compostos liberados pode estar relacionada a
presenca de compostos organicos, principalmente lipofilicos, nas secrecdes orais e
de oviposicao dos herbivoros. Estes indutores que vao desencadear alteracfes
fisiologicas produzindo, entdo, os compostos quimicos especificos. A espécie
Pieris brassicae L. (Lepidoptera: Pieridae) foi a primeira a ter o indutor identificado,
sendo este a enzima B—glucosidase (Arimura et al., 2009). Atualmente ja foram
identificadas quatro classes de indutores de defesa, a primeira engloba os
aminoacidos conjugados com acidos graxos (FACs), encontrados em regurgitantes
de lagartas, como a volaticina; a segunda classe inclui os chamados Bruchins,
representada por compostos presentes em secrecfes relacionadas a oviposicao e
presenca de larvas de primeiro instar; a terceira classe inclui caeliferinas, uma
classe de indutores presentes na espécie de gafanhotos Schistocerca americana
(Drury) (Orthoptera: Acrididae) e a quarta sdo compostos enzimaticos como a 3 —
glucosidase, citada anteriormente (Heil, 2009).

Diversos trabalhos demonstraram a acdo dos mecanismos de defesa das
plantas contra a herbivoria (Turlings et al., 1990; De Moraes et al. 1998; Turlings et
al.,, 1998; Dicke & Van Loom, 2000; Hoballah & Turlings 2001; Kessler & Baldwin
2001), porém sédo poucos os trabalhos com insetos fitossuccivoros (Moraes et al.
2005; Williams et al. 2005). Williams et al. (2005) observaram que plantas de milho
(Zea mays L.) danificadas por Nezara viridula L. (Hemiptera: Pentatomidae) emitem
grandes quantidades do monoterpeno linalol, dos sesquiterpenos (E)-B-cariofileno,
a-trans-bergamoteno e (E,E)-B-farneseno e do homoterpeno (3E,7E)-4,8,12-
trimetiltrideca-1,3,7,11-tetraeno. Segundo os autores, os danos causados pela
alimentacdo de fémeas desencadeiam uma maior emissdo destes volateis, em

comparacao com danos provocados por machos e ninfas.
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Rodriguez-Saona et al. (2002) avaliaram plantas de algodao (Gossypium
hirsutum L.) e milho infestadas com o percevejo Lygus hesperus Knight
(Heteroptera: Miridae) e constataram que os algodoeiros infestados emitiram uma

maior quantidade dos compostos acetato de (Z)-hex-3-enila, (E)-B-ocimeno,
linalool, (3E)-4,8-dimetilnona-1,3,7-trieno, indol, (E)-a -farneseno, (E,E)-o-

farneseno e (3E,7E)-4,8,12-trimetiltrideca-1,3,7,11-tetraeno, em comparagdo com
plantas ndo danificadas, enquanto que as plantas de milho infestadas liberaram

acetato de (Z)-hex-3-enila, linalol, (3E)-4,8-dimetilnona-1,3,7-trieno, indol, B-trans-
bergamoteno, (E)-B-farneseno, (E)-nerolidol, e (3E,7E)-4,8,12-trimetiltrideca-

1,3,7,11-tetraeno em maior quantidade quando comparadas com plantas sem
dano.

Além da inducdo através da herbivoria os mecanismos de defesa das
plantas também podem ser ativados através da aplicacdo exdgena de fitormonios
como jasmonato de metila, cis-jasmona ou acido jasmonico (Birkett et al., 2000;
Dicke & Van Loom, 2000; Bruce et al., 2003a,b; Pickett et al., 2007; Moraes et al.
2008a; 2009). Moraes et al. (2008a) observaram que plantas de trigo (Triticum
spp.) tratadas com cis-jasmona induzem uma maior producdo de &cidos
hidroxamicos, principalmente 2,4-dihidroxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ono
(DIMBOA). Bioensaios a campo comprovaram que plantas de trigo tratadas com
cis-jasmona tiveram a populacdo de pulgbes significativamente reduzida quando
comparadas com &reas nao tratadas (Bruce et al.,, 2003b). Outros estudos
evidenciaram que em plantas de Vicia faba L. pulverizadas com cis-jasmona houve
inducdo da producdo de (E)-ocimeno, que atua na defesa das plantas contra

herbivoros (Birkett et al., 2000, Pickett et al., 2007).
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A emissdo dos volateis induzidos por herbivoria também pode ser usada
pelas plantas como uma estratégia de defesa, conhecida como indireta, os quais
sinalizam aos inimigos naturais, a presenca de sua presa/hospedeiro (Dicke, 1994;
Dicke & Van Loom, 2000). Os volateis responsaveis por esta sinalizacdo séo
denominados HIPV’s (Herbivore-Induced Plant Volatiles) e séo liberados apos a
herbivoria no local do dano ou sistematicamente na planta (Dicke & Baldwin, 2010).
A maioria destes compostos esta nas classes dos GLV’s (Green Leaf Volatiles) e
terpenodides (Halitschke et al., 2008; Arimura et al., 2009).

De acordo com Moraes et al.(2005) volateis induzidos pela herbivoria de
Euschistus heros Fabr. (Hemiptera: Pentatomidae) em plantas de soja cv.
Conquista (Glycine max L.) e feijdo guandu (Cajanus cajan L) atraem o parasitéide
de ovos do percevejo, Te. podisi. Resultados semelhantes também foram obtidos
com a soja variedade BR-16, onde se observou que dois compostos volateis,
salicilato de metila e (3E,7E)-4,8,12 trimetil-1,3,7,11 tridecatetraene, conhecidos
por agirem na defesa indireta e direta de plantas, foram liberados em maior
guantidade quando a planta sofreu injuria devido a herbivoria e oviposicdo (Moraes
et al. 2008b). A atratividade de Te. podisi também foi observada por Moraes et al.
(2009) apbs pulverizarem plantas de soja com cis-jasmona.

Colazza et al. (2004a) induziram o dano de herbivoria provocado pelo
percevejo N. viridula em leguminosas (V. faba e P. vulgaris) e observaram que
plantas danificadas pela alimentacdo ou pela presenca de posturas desta espécie
emitiram maiores quantidades de linalol, (E)-B-cariofileno, (3E,7E)-4,8,12
trimetitridecal-1,3,7,11 tetraene, e (3E)-4,8-dimetilnona-1,3,7-trieno em comparac¢ao
com plantas sem dano. Além disso, foi observado que fémeas do parasitéide

Trissolcus basalis sdo mais atraidas por extratos contendo (E)-B-cariofileno, sendo
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esta substancia considerada sinoménio para Tr. basalis. A producdo destes
compostos € influenciada pela idade das posturas, as quais exercem maior
atratividade sobre os parasitdides com, aproximadamente, 72-96 h de idade, apos

este periodo as ninfas comecam a eclodir e ndo sdo mais atrativas aos

parasitéides (Colazza et al., 2004b).



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

Os trabalhos referentes a coleta e identificacdo de extratos de plantas de
arroz foram realizados na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia,
CENARGENY/Brasilia, Laboratorio de Semioquimicos de Insetos. As demais etapas
foram executadas na Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Faculdade de

Agronomia, Laboratério de Biologia, Ecologia e Controle Biologico de Insetos.

3.2 Plantas

Plantas e sementes da cultivar IRGA- 417 foram fornecidas pelo Instituto Rio
Grandense do Arroz (IRGA), sediado em Cachoeirinha, RS. A semeadura foi
realizada em substrato comercial Plantmax® adubado com NPK 5-20-20, em potes
plasticos de 500 mL, com irrigacdo diaria. As plantas receberam, quinzenalmente,
adubacéo foliar a partir do décimo quinto dia ap0s a emergéncia. Os vasos foram
mantidos, nos meses de outono e inverno em camaras de crescimento (25 £+ 1°C;
fotofase de 14 h) e durante as demais estacdes, em casa-de-vegetacdo sob
condi¢cdes ambientais ndo controladas. O plantio foi efetuado semanalmente ao
longo dos experimentos. Em todos os bioensaios foram utilizadas plantas com

idade de 30 dias e aproximadamente 20 cm de altura. Todas as plantas foram
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cobertas com tecido voile sobre uma armacéo de arame com 40 cm de altura e 20

cm de diametro (Figura 3).

FIGURA 3. Cobertura de voile sobre armacdo de arame utilizada para
protecao das plantas.

3.3 Criacéo de Ti. limbativentris

Foi estabelecida uma criag&o de Ti. limbativentris a partir de adultos e ninfas
provenientes de lavouras de arroz irrigado do estado no municipio de Eldorado do
Sul (30°02’S; 51°23'WGR). Os adultos foram mantidos em sala climatizada (25 +
1°C; 60 £ 10% UR; fotofase de 16 h) e colocados em gaiolas confeccionadas com
garrafas PET de 2 L, cortadas nas laterais e cobertas com tecido do tipo voile
(Figura 4) com touceiras de arroz (IRGA-417), as quais serviam de substrato de
alimentacao e oviposicao.

Insetos jovens, em instares semelhantes, foram criados em caixas tipo
Gerbox de 11 cm x 11 cm x 3 cm, forradas com papel filtro, e receberam como
alimentacdo frutos de Ligustrum lucidum Ait. (Figura 5A) e vagens verdes de feijao

(P. vulgaris) (Figura 5B) seguindo a metodologia adaptada de Silva et al. (2006). A
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troca do papel filtro, bem como das fontes alimentares eram efetuadas trés vezes

por semana.

FIGURA 4. Gaiolas de criacdo de Tibraca limbativentris confeccionadas
com garrafas PET de 2 L sobre plantas de arroz.

FIGURA 5. Caixas tipo Gerbox com os alimentos utilizados para criagao
das ninfas: A) frutos de Ligustrum lucidum; B) vagem verde de
feijao

As gaiolas eram monitoradas diariamente para manutencéo e verificacdo da
presenca de posturas. As folhas com ovos eram retiradas e colocadas em caixas

Gerbox com um pedaco de algoddo embebido em agua destilada, mantidas em

sala climatizada (25 + 1°C; 60 + 10% UR; fotofase de 16 h). Quando as ninfas



23

atingiam o segundo instar, o algodao era substituido pelas fontes de alimento ja
descritas e ap6s atingirem a fase adulta eram transferidas para as gaiolas de

criacao.

3.4 Extracédo dos volateis de planta

Para a coleta de volateis foram utilizadas plantas de arroz com 30 dias de
idade (estadio V8) (SOSBAI, 2010) plantadas em vasos envoltos com papel
aluminio e individualizadas em camaras de aerac¢ao, confeccionadas com cilindros
de vidro os quais tinham um volume interno de 10 L (Figura 6A). Foram coletados
simultaneamente volateis de plantas sem dano por herbivoria e plantas sobre
atague de cinco machos ou cinco fémeas de Ti. limbativentris, totalizando trés
tratamentos e nove repeticdes por tratamento.

No sistema de aeracdo o ar (purificado em filtros de carvao ativado) era
impulsionado para dentro das camaras através de compressor de ar com vazao de
1L/min por camara (Figura 6B). Uma bomba de vacuo, por sua vez, com uma
vazao de 0,8 L/min, forcava o ar a passar por um tubo de vidro com 8 cm de
comprimento e 0,7 cm de didmetro contendo 60 mg do polimero adsorvente Super
Q® (Alltech 80/100 mesh; Alltech Associates Inc., Deerfield, IL) (Figura 6B). Todos
os adsorventes organicos foram pré-condicionados por dessor¢cdo quimica através
da adicéo de diclorometano (2 mL) e dessor¢cédo térmica a 135°C sobre fluxo de N,
por 24 h. Todo o sistema era conectado com o auxilio de tubos de
politetrafluoretileno (PTFE) (Figura 6).

As plantas foram aeradas por cinco dias consecutivos e a eluicdo dos
compostos foi conduzida a cada 24 h, obtendo-se, desta forma, extratos com 24,
48, 72, 96 e 120 h de aeracdo. A eluicdo foi realizada com 500 pL de hexano

destilado (pureza 99,8%) o extrato foi entdo armazenado em vials com capacidade
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FIGURA 6.  Sistema utilizado para extracdo de voléateis de plantas de arroz.
(A) 1) céamaras de aeragédo (B) 2) tubos de vidro contendo
carvao ativado 3) adsorvente organico (Super Q).
de 2 mL. ApGs este procedimento, a amostra coletada foi pré-concentrada a 100 pL
através de um fluxo de N,. Os extratos foram mantidos sob refrigeracdo a —20 °C.
Apo6s a eluicdo, os tubos com adsorventes foram pré-condicionados por
duas horas, antes de serem colocados novamente na camara de aeracao,
seguindo o mesmo procedimento descrito anteriormente.
Para as analises de cromatografia gasosa acoplada a detector por ionizagao
de chamas (CG-DIC) e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas (CG-EM) uma aliquota de 20 uL de cada extrato foi separada e nesta

adicionou-se 2 pL do padrdo interno Tetracosano (1 mg/ml) (C24H50) (Fluka
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Analytical, Steinheim, 98% de pureza). Aos 80 pL restantes do extrato foram

adicionados 100 pL de hexano.

3.6 Anédlises quimicas
Os extratos foram injetados em CG-DIC (Shimadzu 17A, coluna DB-5,

comprimento 30 m x diametro interno 0,25 mm x espessura do filme 0,25 pm;

JandW Scientific, Folsom, CA, USA) através de um auto-injetor (AOS-Shimadzu),
modo splitless e hélio como gés de arraste. A temperatura inicial da rampa foi de
50°C por 2 minutos com um aumento gradual 5 °C/min até a temperatura 180 °C,
seguido de um segundo aumento gradual de 10 °C/min até 250 °C por 20 min. A
temperatura do detector foi de 270 °C e a do injetor foi 250°C. Os dados foram
coletados através do software Class-CG e processados com o software Origin 5.0
(Originlab Coorporation, Northamptom, MD, USA). A quantificagdo dos compostos,
em cada periodo de 24h, foi relativa a area do padrdo interno (Tetracosano
concentracéo final de 0,01 mg/mL).

Para analise qualitativa dos compostos, amostras foram injetadas em um
cromatégrafo gasoso acoplado a um detector seletivo de massas (Agilent 5975
MSD) com ionizacdo por impacto de elétrons (energia de ionizacdo de 70 eV) com
analisador quadrupolar. Os extratos também foram injetados no modo splitless e
hélio foi usado como géas de arraste. O programa de temperatura e a coluna foram
idénticos aos usados na analise por CG-DIC. O padrdo de fragmentacdo dos
compostos foi comparado com do padrédo dos dados da biblioteca de espectro de
massas (NIST-Wileydatabase, 2000). As identificacfes, quando possivel foram
confirmadas por comparacdo dos tempos de retencdo e espectros de massas com
padrdes auténticos e célculo dos indices de Kovats. Para calculo do indice de

retencdo de Kovats, uma mistura de padrdes de alcanos (C9 a C24) foi usada, 1 yL
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da solucéo injetado no CG-EM nas mesmas condi¢des cromatogréaficas descritas

anteriormente (Apéndice 1).

3.7 Avaliagbes das respostas quimiotaxicas

3.7.1 Bioensaios de olfatometria com Ti. limbativentris

Foram avaliadas as respostas de um grupo de machos e fémeas virgens,
oriundos da criagcdo em laboratério, com idade entre 15 e 30 dias e outro de
machos e fémeas com idade e status de cOpula desconhecidos, procedentes de
lavoura de arroz do municipio de Eldorado do Sul (30°05'02"S, 51°36'57"0)
coletados durante todo o desenvolvimento da cultura. Antes do inicio dos
experimentos todos os insetos foram individualizados em caixas tipo Gerbox e
mantidos desta forma, durante 24 h sem receber alimentacéo.

O comportamento de Ti. limbativentris foi observado em olfatdmetro “Y” de
vidro de dupla escolha, com didmetro de 4 cm, arena inicial de 17 cm, bifurcada em
dois bracos de 22 cm cada (Figura 7A). Os testes foram conduzidos em sala
climatizada (25 £ 1°C e 60 + 10% UR) durante a fotofase sob luz fluorescente
(60W, luminancia igual a 290 lux). O fluxo de ar, previamente filtrado com carvao
ativo, foi conduzido para dentro do sistema com o auxilio de um propulsor
conectado a um fluximetro, a uma taxa de 0,79 L/min (Figura 7A).

Antes do inicio dos experimentos, os insetos foram aclimatados por 1 h na
sala de testes. Apds este periodo, machos ou fémeas, individualmente, foram
acondicionados na extremidade inicial da arena com o auxilio de um pincel nimero
10. Os insetos foram submetidos a escolha entre dois tratamentos (extratos de
plantas com ou sem hebivoria), posicionados nas extremidades de cada bragco da
arena. Aliquotas de 20 pL de extratos das plantas que sofreram herbivoria por

machos ou fémeas durante 24 e 48 h foram contrastadas com extrato de plantas
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sem dano (controle) aeradas pelos mesmos periodos de tempo. Os tratamentos
foram impregnados em papel filtro de dimensdes 1,5 X 12 cm dobrado em forma de
gaita. Aguardaram-se 5 min para evaporacdo do solvente, e entdo o papel foi

posicionado em uma das extremidades do olfatdmetro (Figura 7B).

FIGURA 7. Olfatdmetro: (A) 1) compressor de ar 2) fluximetro 3) borbulhador 4)
arena “Y” de vidro (B) 5) detalhe do papel filtro dobrado “em gaita”,
dentro de um das extremidades da arena.

As respostas foram consideradas positivas quando 0s insetos percorreram,
pelo menos, 4 cm dentro dos bragcos contendo os tratamentos e permanecerem
nesta area por, no minimo, 1 min. Foram considerados nao responsivos os insetos
gue ndo se movimentaram nos primeiros 10 min. ou quando nao percorreram pelo
menos 4 cm em nenhum dos dois bragos da arena, em 15 min.

A arena foi invertida (rotacdo de 180°), a cada trés repeticdes e a cada seis,
foi lavada com sab&o neutro e hexano, e posteriormente seca em estufa de
esterilizacdo a 150 °C. ApOs este procedimento, os papéis filtro, contendo os
extratos de plantas, foram renovados. Foram realizadas, no minimo, 30 repeti¢cbes

para cada tratamento e cada inseto foi observado por no maximo 15 min.
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3.7.2 Bioensaios de olfatometria com Te. podisi e Tr. basalis

Cartelas contendo posturas de E. heros e N. viridula parasitadas por Te.
podisi e Tr. basalis foram fornecidas pelo Dr. Adeney de Freitas Bueno da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria - Embrapa Soja, sediada em Londrina, RS.

As posturas foram mantidas em camara climatizada do tipo B.O.D sob
condi¢des controladas (21 + 1°C e 60 + 10% UR fotofase 14 h) até a emergéncia.
Os insetos foram acondicionados em garrafas PET de 500 mL com o fundo
removido e substituido por parafiime, mantidos sob as mesmas condicdes das
posturas até a realizacdo dos bioensaios. Para a alimentacdo dos parasitoides,
perfurou-se o parafiime com uma agulha histolégica impregnada com mel puro.

Foram avaliadas fémeas, de ambas as espécies, com idade entre 2 e 6 dias.
Antes do inicio dos testes os insetos foram individualizados e aclimatados, por 1 h
em tubos de vidro com 0,5 cm de diametro e 3,5 cm de comprimento.

Foi utilizado olfatémetro “Y” de vidro de dupla escolha, com didmetro de 1
cm, arena inicial de 15 cm, bifurcada em dois bracos de 17 cm cada. Os testes
foram conduzidos em sala climatizada (25 £ 1°C e 60 + 10% UR) durante a
fotofase sob luz fluorescente (60W, luminancia igual a 290 lux). O fluxo de ar,
previamente filtrado com carvao ativo, foi conduzido para dentro do sistema com o
auxilio de um propulsor conectado a um fluximetro, a uma taxa de 0,79 L/min.

O protocolo experimental foi semelhante ao descrito no item 3.7.1. No
entanto, neste bioensaio somente foram utilizados extratos de plantas aeradas por
48 h. Foram contrastadas as respostas dos parasitdides aos extratos de plantas
sem danos, tanto com volateis liberados por plantas danificadas por machos como
por fémeas. Também se registrou a quimiotaxia destes organismos ao extrato de

plantas n&do danificadas em relagdo ao solvente hexano. O volume estado foi de
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10 pL impregnados em papel filtro de dimensdes 1 X 6 cm. Foram realizadas, no
minimo, 30 repeticBes para cada tratamento, com inversdo da arena a cada duas

repeticdes. Cada inseto foi observado por até 10 min.

3.8 Analises estatisticas

Para a analise das concentracfes dos compostos liberados pelas plantas
nos diferentes tratamentos foram calculadas médias, variancias e erros padrdes,
sendo os resultados comparados pelo teste de Kruskal Wallis e submetidos ao
contraste de Dunn, com 95% de confiabilidade.

Nos experimentos comportamentais, os dados foram comparados pela
analise do Qui-quadrado, com 95% de confiabilidade, através do software

Bioestat® 5.0.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises quimicas

Os perfis cromatograficos dos extratos de plantas de arroz, de um mesmo
tratamento, apds 24, 48, 72, 96 e 120 horas de aeracdo foi semelhante, nao
havendo diferencas significativas em relacdo a quantidade de substancias
liberadas (P > 0,05). No entanto, foram observadas diferencas quantitativas nos
extratos obtidos através da aeracdo de plantas de arroz com e sem dano por Ti.
limbativentris (Figura 8).

As substancias liberadas em maior quantidade por plantas que sofreram
herbivoria por machos e/ou fémeas em relacdo ao controle (sem herbiovoria) estao
listadas na Tabela 1.

A quantidade observada de (E)-2-hexenal (Apéndice 2) foi maior tanto em
plantas atacadas por machos como por fémeas em comparagdo ao controle, ndo
diferindo entre os sexos (H = 15,11; gl = 2; P < 0,05) (Tabela 1).

Este aldeido é comumente encontrado em diversas espécies vegetais como
soja (Moraes, 2008b), alfafa (Blackmer et al., 2004), milho e feijao (Turlings et al.,
1990; 1998; Colazza et al., 2004a). Apesar de estar presente em algumas espécies
de Heteroptera (Aldrich, 1988; Moraes et al., 2008c), ndo ocorre em Ti.
limbativentris (Borges et al., 2006), sustentando a hip6tese de que o aumento na
producdo deste composto apés o dano pode estar relacionado com a inducado de

defesa das plantas contra herbivoria.
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TABELA 1. Média da massa (ug) £+ EP dos compostos liberados a cada 24 h por
plantas de arroz que nao sofreram herbivoria (controle), sob o ataque de
cinco machos (dano macho) ou cinco fémeas (dano fémea) de Tibraca

limbativentris ao lonao de 120 h de aeracéao.

Compostos

Controle

Dano macho

Dano fémea

(E)-2-hexenal
6-Metil-5-hepten-2-ona
Octanal
(E)-2-octen-1-ol
(E,E)-3,5-octadien-2-ona
Linalol

Nonanal

Salicilato de metila
Decanal

Benzothiazol
B-cubebeno

Geranil acetona
a-curcumeno
a-zingebereno
a-muuroleno
B-bisaboleno

B-sesquifelandreno

0,030 * 0,015a*
0,007 = 0,002a
0,004 = 0,001a
0,109 = 0,045a
0,007 + 0,002a
0,050 = 0,019a
0,026 + 0,009a
0,488 + 0,318a
0,022 + 0,006a
0,001 £ 0,0004a
0,008 *= 0,002a
0,012 + 0,003a
0,013 + 0,003a
0,043 + 0,035a
0,165 * 0,060a
0,006 + 0,001a
0,001 * 0,0004a

0,108 + 0,031b
0,054 + 0,020b
0,024 + 0,008b
0,299 + 0,112ab
0,042 £ 0,012b
0,261 + 0,099ab
0,057 £ 0,018ab
0,582 + 0,505ab
0,068 + 0,015b
0,006 + 0,002ab
0,034 + 0,010ab
0,054 + 0,018ab
0,075 + 0,027ab
0,077 £ 0,031ab
0,938 £ 0,357b
0,032 + 0,010ab
0,013 + 0,003b

1,435 £ 0,442b
0,078 £ 0,029b
0,144 + 0,086b
1,860 * 0,896b
0,724 + 0,680b
0,450 + 0,173b
0,189 + 0,073b
2,869 + 2,248Db
0,176 + 0,062b
0,020 + 0,008b
0,091 + 0,031b
0,088 + 0,029b
0,125 + 0,038b
0,158 + 0,068b
1,440 = 0,504b
0,066 + 0,024b
0,039 + 0,013b

*médias seguidas de letras distintas nas linhas diferem pelo teste Kruskal Wallis e contraste de
Dunn, a um nivel de significancia de 5%.

A liberacdo desta substancia pela planta danificada esta relacionada a rota
do octadecandide, sendo este um dos principais mecanismos envolvido na
ativacdo das defesas quimicas de plantas contra insetos fitofagos (Kessler et al.,

2004). Este acido sob a acdo das enzimas lipoxigenase e hidroperoxidoliase, gera
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0 (2)-3-hexenal o qual sofre uma isomerizacdo, resultando em (E)-2-hexenal
(Hatanaka, 1993; Matsui et al., 2000; D’Auria et al., 2006 Matsui, 2006).

Gomi et al. (2010) observaram que plantas de arroz infestadas pela
cigarrinha Sogatella furcifera (Horvath) (Hemiptera: Delphacidae) apresentam
grandes quantidades de (E)-2-hexenal, sendo o0 acumulo deste um dos
responsaveis pela inibicdo do desenvolvimento da bactéria Xanthomonas oryzae
pv. oryzae (Xoo). De forma semelhante, Yan & Wang (2006) constataram um
aumento de (E)-2-hexenal em extratos de plantas de milho atacadas por Mythimna
separata (Walker) (Lepidoptera: Noctuidae), em relacdo a plantas sem dano. Em
trabalhos com esta mesma cultura, foi verificado que mesmo plantas danificadas
mecanicamente na presenca de substancias salivares do herbivoro liberaram este
composto imediatamente apos a injuria (Turlings et al., 1998).

De acordo com Tumlinson et al. (1993) o (E)-2-hexenal pode atuar na
defesa indireta de plantas de milho, promovendo a atratividade do parasitoide
Cotesia marginiventris (Cresson) (Hymenoptera: Braconidae) em plantas sob o
atague de Spodoptera exigua (Hubner) (Lepdoptera:Noctuidae). Além disso, este
aldeido também pode atuar na comunicacdo de plantas danificadas com seus
coespecificos que nado sofreram dano, estimulando assim os mecanismos de
defesa antes mesmo da presenca do herbivoro (Arimura et al., 2001).

Plantas de arroz infestadas por machos e fémeas do percevejo-do-colmo
emitiram uma maior quantidade de 6-metilept-5-en-2-ona (Apéndice 3) do que no
extrato controle (H = 13,26; gl = 2; P < 0,05) (Tabela 1).

Esta substancia ocorre em diversas espécies de angiospermas (Knudsen et
al., 2006) e em plantas de interesse agricola como soja (Moraes et al., 2008b),

milho (Solé et al.,, 2010), fava (Webster et al., 2008; Webster et al., 2010), trigo
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(Piesik et al., 2008) e tomate (Carbonell-Barrachina et al., 2006). No entanto,
também esta presente em Ti. limbativentris (Borges et al., 2006).

Desta forma, as diferencas observadas neste trabalho em relacdo a
guantidade desta cetona em plantas com e sem dano, podem estar associadas
tanto a presenca dos insetos, como aos mecanismos de defesa da planta, 6-
metilept-5-en-2-ona também foi observado nos extratos de plantas sem dano.

Segundo Fujii et al.,, (2010), plantas de arroz volatilizam este composto,
principalmente durante o estadio vegetativo, fase em que foram realizados os
testes neste trabalho. Entretanto, sua liberac&o também estéa associada a presenca
de afideos em diferentes espécies vegetais, podendo, inclusive, atuar na
repeléncia de herbivoros, em conjunto com outras substancias (Dewhirst & Pickett
2010). Piesik et al. (2008) também registraram a acdo de repeléncia desta
substancia em fémeas de Cephus cinctus Norton (Hymenoptera: Cephidae).

A guantidade de octanal (Apéndice 4) liberada pelas plantas variou entre os
tratamentos, sendo produzido em maior quantidade apés o dano (H = 19,55; gl = 2;
P < 0,05) (Tabela 1). Sua ocorréncia foi relatada em diversas espécies vegetais
(Knudsen et al., 2006), como coentro (Kohara et al., 2006), milho (Solé et al., 2010)
e fava (Webster et al., 2008; Webster et al., 2010 ).

Ti. limbativentris ndo apresenta este aldeido dentre seus componentes
feromonais (Borges et al., 2006), desta forma, pode-se supor que o0 incremento
significativo apés o dano esta relacionado com os mecanismos de defesa da
planta. O octanal ja foi relatado como substancia de defesa por Moayeri et al.
(2007) os quais constataram que plantas de pimentdo danificadas pelos herbivoros

Tetranychus urticae Koch (Acari: Tetranychidae) e Myzus persicae (Sulzer)
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(Hemiptera: Aphididae) produziram octanal, enquanto que nas plantas sem dano,
este nao foi encontrado.

O (E)-2-octenol foi liberado em maior quantidade pelas plantas danificadas,
sendo este aumento significativo apés o dano por fémeas na comparagcdo com
plantas controle (H = 6,80; gl = 2; P < 0,05) (Tabela 1). Este alcool tem sua
ocorréncia registrada em espécies das familias Oleaceae (Pherobase, 2010) e
Orchidaceae (Knudsen et al., 2006), além disso ja foi identificado em algumas
espécies de Heteroptera (Aldrich et al., 1993; Moraes et al., 2008c), porém néo é
encontrado em Ti. limbativentris (Borges et al., 2006). Scutareanu et al. (2003)
observaram que pereiras parcialmente infestadas por Cacopsylla pyricola e Ca. pyri
L. (Foester) (Homoptera: Psyllidae) liberaram este alcool. Segundo os autores este
composto ndo foi observado em extratos de plantas sem dano, além disso, as
plantas infestadas com fémeas emitiram maiores quantidades em comparacdo com
as que continham machos.

A liberacéo do linalol (Apéndice 5) foi significativamente maior apos o dano
por fémeas (H = 11,10; gl = 2; P < 0,05) (Tabelal). Este volatil ja foi registrado em
espécies de Heteroptera (Aldrich, 1988; Moraes et al., 2008c), porém néao foi
identificado em Ti. limbativentris (Borges et al., 2006).

Este monoterpeno € um dos mais comuns nos vegetais, ocorrendo em
aproximadamente 70% das espécies de angiospermas (Knudsen et al.,, 2006).
Plantas de arroz liberam este composto em todas as fases de desenvolvimento
(Fujii et al., 2010). Os terpendides possuem duas vias de biossintese, a primeira
ocorre no citoplasma, e € denominada via do mevalonato, a segunda ocorre nos
plastidios, chamada de via plastidial, a qual é produzido o linalol (Arimura et al.,

2009). A enzima envolvida na biossintese deste composto é a linalol-sintase, uma
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terpeno-sintase, que converte geranil difosfatase em linalol (Dudareva & Pichersky,
2000). A presenca deste volatil pode ser induzida com a pulverizagcdo de &cido
jasmonico em plantas de arroz (Obara et al., 2002; Lou et al., 2005).

Blackmer et al. (2004) verificaram que plantas de alfafa danificadas pelo
percevejo L. hesperus liberaram maiores quantidades deste monoterpeno em
comparacdo as sem dano. Um aumento significativo na producdo de linalol em
plantas de fava e feijdo ap6s dano por herbivoria e presenca de posturas de N.
viridula, foi observado por Colazza et al. (2004a,b). Resultado semelhante foi
constatado em plantas de milho sob o ataque de L. hesperus (Rodriguez-Saona et
al., 2002). Wiliams et al. (2010) observaram que este composto apresentou agao
de repeléncia em machos deste heteroptero. Na defesa indireta, linalol foi
identificado como sinomonio no sistema tritrofico envolvendo plantas de milho, o
herbivoro M. separata e o parasitdide Campoletis chlorideae Uchida (Hymenoptera:
Ichneumonidae) (Yan & Wang, 2006).

Assim como o (E)-2-octenol, uma maior quantidade de linalol foi registrada
em plantas danificada por fémeas. Williams et al. (2005) também observaram um
aumento significativo na emissédo de linalol em plantas de milho apds o dano por
fémeas de N. viridula em comparagdo com plantas sem dano. O mesmo efeito foi
observado em algodoeiro, no qual a herbivoria de fémeas de L. hesperus estimulou
uma maior producdo de linalol (Rodriguez-Saona et al., 2002). Conforme
observado pelos autores, essas diferencas possivelmente estao relacionadas com
a presenca de indutores nos compostos salivares dos insetos, induzindo respostas
especificas ao herbivoro.

Nonanal (Apéndice 6) foi liberado em maior quantidade pelas plantas que

sofreram herbivoria por fémeas (H = 8,81; gl=2; P < 0,05) (Tabela 1), € encontrado
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em diversas familias vegetais (Knudsen et al., 2006). Dentre as plantas de
importancia agricola, ja foi identificado em soja (Moraes et al., 2009), milho (Solé et
al., 2010), batata (Weissbecker et al., 1999), abdbora (Cossé & Baker, 1999) e
coentro (Kohara et al., 2006).

Sua ocorréncia também foi constatada em espécies de Heteroptera (Aldrich
et al., 1993; Moraes et al., 2008c), inclusive em Ti. limbativentris (Borges et al.,
2006). Este aldeido ja foi registrado como um composto de defesa em plantas de
batata danificadas por Leptinotarsa decemlineata Say (Coleoptera: Chrysomelidae)
(Bolter et al., 1997).

O éster salicilato de metila (Apéndice 7) esteve presente nos trés
tratamentos, havendo, em relagcdo ao controle, uma producéo significativamente
maior nas plantas que sofreram herbivoria por fémeas (H = 6,10; gl = 2; P < 0,05)
(Tabela 1). Este composto ndo ocorre em Ti. limbativentris (Borges et al., 2006) e
esta presente em aproximadamente 57% das espécies de angiospermas (Knudsen
et al., 2006), tais como soja (Moraes et al., 2009), milho (Solé et al., 2010), vagem
(Webster et al.,, 2010), tabaco (Kessler & Baldwin 2001) e feijao-fava (Arimura et
al., 2001). Plantas de arroz também produzem este composto durante todos os
estadios de desenvolvimento (Fujii et al., 2010).

Alguns trabalhos tém demonstrado que esta substancia esta envolvida nos
mecanismos de defesa de diferentes espécies vegetais contra herbivoria. Plantas
de alfafa liberaram salicilato de metila apés o dano por L. hesperus, ja em plantas
sem dano, este volatil ndo foi identificado (Blackmer et al., 2004). Frati et al. (2009)
avaliaram plantas de vagem que sofreram herbivoria por L. hesperus, de acordo
com o0s autores, as plantas danificadas emitiram maiores quantidades desta

substancia quando comparadas com aquelas sem dano. Ensaios comportamentais
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evidenciaram ainda que salicilato de metila apresenta acéo repelente em machos
de L. hesperus (Williams et al., 2010).

Segundo Moraes et al. (2009), a aplicacdo exdgena de cis-jasmona em
plantas de soja aumenta significativamente a liberagcdo deste composto. Do mesmo
modo, plantas de arroz pulverizadas com acido jasmoénico aumentaram a produ¢cao
de salicilato de metila em comparacdo as plantas que ndo foram tratadas (Lou et
al., 2005).

O decanal (Apéndice 8) foi volatilizado em quantidade significativamente
maior pelas plantas que sofreram herbivoria (H = 22,22; gl = 2; P < 0,05) (Tabela
1). Sua ocorréncia ja foi registrada em soja (Moraes et al., 2009), milho (Solé et al.,
2010), vagem (Webster et al., 2010), coentro (Kohara et al., 2006) e em todos
estadios fenoldgicos do arroz (Fujii et al., 2010).

Este aldeido ocorre também em diversas espécies de Heteroptera (Aldrich,
1988; Aldrich et al., 1993; Moraes et al., 2008c), tal como em Ti. limbativentris
(Borges et al., 2006). O decanal foi identificado como um composto de defesa em
plantas de batata danificadas por Le. decemlineata (Bolter et al., 1997). Além disso,
também foi emitido em plantas de pimentdo danificadas pelos herbivoros M.
persicae e Te. urticae, enquanto que em extratos de plantas sem dano, nao foi
registrada a presenca deste composto (Moayeri et al., 2007).

A liberacdo do benzotiazol (Apéndice 9) pelas plantas de arroz avaliadas
apresentou um incremento significativo apds a herbivoria por fémeas, em relacdo
ao controle (H = 12,53; gl = 2; P < 0,05) (Tabela 1). N&o ha registro deste composto
em Ti. limbativentris (Borges et al.,, 2006). Este &lcool ocorre nas familias
Brassicaceae, Cactaceae, Hydrangeaceae, Myrsinaceae, Onagraceae, Rosaceae

(Knudsen et al., 2006). Hu et al. (2009) verificaram que plantas do género Populus
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liberam grandes quantidades deste composto apdés dano mecanico. Os autores
constataram que as mesmas utilizam benzotiazol em conjunto com outros volateis
na comunicacao intraespecifica, estimulando a defesa quimica de plantas que nao
sofreram herbivoria.

A gquantidade de a-zingibereno (Apéndice 10) emitida variou entre os
tratamentos, plantas danificadas por fémeas liberaram uma quantidade
significativamente maior desta substancia em comparacdo com as plantas sem
dano (H =10,39; gl = 2; P < 0,05) (Tabela 1). Este sesquiterpeno esta presente nas
familias Orchidaceae, Geraniaceae e Verbenaceae (Knudsen et al., 2006). Sua
ocorréncia também foi registrada em pimentdo (Moayeri et al., 2007), batata
(Weissbecker et al., 2000) e arroz, principalmente durante a fase vegetativa (Fujii et
al., 2010).

Possivelmente a producdo deste sesquiterpeno, assim como outras
substancias relatadas anteriormente, esta relacionada com a inducdo de defesa
contra a herbivoria, uma vez que Ti. limbativentris ndo apresenta a-zingibereno
dentre seus componentes feromonais (Borges et al., 2006). Weissbecker et al.
(2000) constataram que plantas de batata injuriadas por Le. decemlineata emitiram
a-zingibereno e este composto foi atrativo ao predador Perillus bioculatus (Fabr.)
(Heteroptera: Pentatomidae) em conjunto com biciclogermacreno. Plantas de
pimentdo danificadas por Te. urticae e M. persicae também produzem uma
quantidade maior de a-zingibereno, em relagdo as néao injuriadas (Moayeri et al.
2007).

As plantas de arroz liberaram o [B-bisaboleno (Apéndice 11) em maior
guantidade apo6s a herbivoria por fémeas de Ti. limbativentris (H = 6,90; gl = 2; P <

0,05) e B-sesquifelandreno (Apéndice 12) (H = 30,53; gl = 2; P < 0,05) apos
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herbivoria de ambos o0s sexos, em relacdo ao controle (Tabela 1). Estas
substancias néo estdo presentes no percevejo-do-colmo (Borges et al., 2006). O
primeiro sesquiterpeno ocorre em plantas das familias Amaryllidaceae, Arecaceae,
Oleaceae, Orchidaceae e Vitaceae e 0 segundo, em espécies de Arecaceae,
Fabaceae e Geraniaceae (Knudsen et al., 2006). Cheng et al. (2007) observaram
um incremento na producdo destes compostos em plantas de arroz que foram
pulverizadas com o indutor jasmonato de metila, sugerindo que as plantas
produzam estes sesquiterpenos em maior quantidade para protecdo contra
herbivoria.

Do mesmo modo, Yan & Wang (2005) verificaram a emissao de [-
sesquifelandreno em plantas de milho danificadas por Helicoverpa armigera
(Hubner) (Lepidoptera: Noctuidae), enquanto que nas plantas sem dano né&o foi
encontrado.

Os sesquiterpenos B-cubebeno (H = 6,97; gl = 2; P < 0,05), o a-Curcumeno
(Apéndice 13) (H = 8,45; gl = 2; P < 0,05) e o geranil acetona (Apéndice 14) (H =
6,48; gl = 2; P < 0,05) foram produzidos em quantidade significativamente maiores
ap06s o dano por herbivoria de fémeas e o (E,E)-3,5-octadien-2-one (H = 10,13; gl =
2; P > 0,05) e o a-Muuroleno (H = 11,06; gl = 2; P < 0,05) por ambos os sexos do
percevejo-do-colmo, em comparacdo com as plantas sem dano (Tabela 1). Estes
compostos sdo encontrados em diversas espécies vegetais (Knudsen et al., 2006),
mas ndo ocorrem em Ti. limbativentris (Borges et al., 2006). B-cubebeno, a-
Curcumeno e (E,E)-3,5-Octadien-2-one ndo séo registrados em arroz (Lou et al.,
2005; Cheng et al., 2007; Fujii et al., 2010), por outro lado, o geranil acetona e a-
Muuroleno tiveram sua ocorréncia registrada nesta cultura (Cheng et al., 2007; Fujii

et al.,, 2010). O aumento na producdo apés o dano por herbivoria destes Ultimos
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cinco compostos sugere que 0s mesmos podem estar relacionados com a defesa

contra a herbivoria, uma vez que ndo ocorrem no percevejo.

4.2 Avaliacbes das respostas quimiotaxicas
4.2.1 Bioensaios de olfatometria com Ti. limbativentris

As respostas comportamentais de Ti. limbativentris, do mesmo sexo, criados
em laboratério e coletados no campo, aos extratos obtidos apds 24 h de aeracao
de plantas sem dano e plantas danificadas por fémeas ou machos nao diferiram
significativamente pela analise de Qui-quadrado (P > 0,05). Desta forma, os
resultados descritos neste item séo relativos a juncdo das respostas de insetos
oriundos do laboratoério e campo.

Fémeas de Ti. limbativentris foram significativamente mais atraidas pelos
volateis de plantas sem dano, tanto em comparagcdo com o0s extratos de plantas
danificadas por machos (x* = 27,50; g |I= 1; P < 0,0001) (Figura 9A), como por
fémeas (y°=18,00; gl=1; p<0.0001) (Figura 9B), aeradas por 24. Os machos n&o
apresentaram preferéncia por nenhum dos tratamentos (P> 0,05). (Figura 9).

O mesmo padrao de resposta foi observado quando foram comparados o0s
extratos de plantas aeradas por 48 h. As fémeas foram mais responsivas pelos
extratos de plantas sem dano tanto quando submetidas ao extrato de plantas
danificadas por machos (x* = 9,60 ; gl = 1; P < 0,0001) (Figura 10A), como por
fémeas (y°> = 6,00; gl = 1; P < 0,0001) (Figura 10B), enquanto que os machos

também néo apresentaram preferéncia entre os tratamentos (P > 0,05) (Figura 10).
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** diferenca significativa através da andlise do Qui-quadrado (a = 0,05).
FIGURA 9. Numeros e percentagens de respostas comportamentais de ambos
0s sexos de Tibraca limbativentris aos extratos de plantas de arroz

danificadas por machos (A) e fémeas (B) coespecificos aeradas por
24 h.

O comportamento sexual e de orientacdo, em insetos fitéfagos, é

influenciado pelas caracteristicas das plantas hospedeiras (Landolf & Phillips,

1997; Reddy & Guerrero, 2004).
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FIGURA 10. Numeros e percentagens de respostas comportamentais de ambos
0s sexos de Tibraca limbativentris aos extratos de plantas de arroz
danificadas por machos (A) e fémeas (B) coespecificos aeradas por
48 h.

Segundo Landolt & Phillips (1997), os insetos podem usar sinais quimicos
das plantas para localizar sitios de alimentacdo, oviposicdo e coépula. Os
bioensaios de olfatometria evidenciaram que os volateis de plantas de arroz

influenciam o comportamento quimiotaxico de fémeas de Ti. limbativentris, uma vez

gue estas foram capazes de responder de forma diferenciada aos extratos de
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plantas sem dano. As analises quimicas (item 4.2) evidenciaram diferencas
guantitativas nos compostos liberados por plantas com e sem a presenca do
percevejo-do-colmo, 0s quais provavelmente foram o0s responsaveis pelo
comportamento seletivo evidenciado nas fémeas.

De acordo com Dicke & Van Loon (2000), uma planta infestada por
coespecificos € menos atrativa aos herbivoros em comparagao com um hospedeiro
inexplorado. Segundo os autores, esta seria uma estratégia evolutiva para reduzir
ou mesmo evitar a competicao intraespecifica, maximizando o potencial biético dos
organismos.

Frati et al. (2008) avaliaram em olfatdbmetro de dupla escolha a resposta do
percevejo Lygus rugulipennis Poppius (Heteroptera: Miridae) aos volateis de
plantas de fava com e sem a presenca de coespecificos e constataram que as
fémeas foram significativamente mais atraidas pelos volateis de plantas néo
injuriadas, semelhantemente ao que foi verificado no presente estudo.

De forma controversa, Blackmer et al. (2004), observaram em experimentos
de olfatometria que fémeas do percevejo Ly. hesperus ndo evitaram as plantas
danificadas de alfafa, mesmo tendo sido comprovado, através de analises
guimicas, que houve inducdo de volateis de defesa apds o dano. Entretanto, neste
estudo, os autores utilizaram ar como controle em todos os tratamentos, néo tendo
sido confrontado plantas com e sem injarias, conforme foi realizado no presente
trabalho. Portanto, Ly. hesperus pode ter respondido aos volateis da planta,
independentemente do dano.

Os machos néo foram atraidos por nenhum dos tratamentos, sugerindo que
o direcionamento destes nao € influenciado pelas mudancas na composicdo da

mistura de volateis liberados pela planta na presenca do herbivoro. Desta forma,
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pode-se inferir que a seletividade quimica das antenas de machos do percevejo-
do-colmo aos volateis de plantas de arroz € menor do que a de fémeas.

Em bioesaios de eletroantenografia com os herbivoros Lygus lineolaris
(Palisot de Beauvois) e Lygocoris pabulinus (L.) (Hemiptera: Miridae) foi observado
gue as respostas eletrofisioldgicas a volateis de plantas das fémeas sdo mais
pronunciadas que nos machos (Chinta et al., 1994; Groot et al., 1999).

A percepcao quimica aos compostos liberados por plantas, de modo geral, é
realizada por machos e fémeas (Metcalf & Metcalf, 1992). Segundo os autores, 0s
insetos utilizam esta percepgcdo para desempenhar, principalmente, trés fungdes
biologicas distintas. Para machos e fémeas, os volateis secundarios teriam o
objetivo de orientar os parceiros sexuais para possiveis sitios de alimentacéo e
copula. Ja as fémeas, utilizariam este recurso para localizar, além destes, sitios de
oviposicdo, os quais estariam relacionados a hospedeiros adequados para sua
prole. Sendo assim, as diferencas encontradas neste trabalho ocorreram devido a
sele¢cdo mais criteriosa do hospedeiro pelas fémeas.

As respostas indiferenciadas observadas em machos também podem ser
decorrentes da presenca das substancias 6-metil-5-hepten-2-ona, nonanal e
decanal registradas em maior quantidade nos extratos de plantas danificadas por
ambos o0s sexos. Estas substancias compdem o feromoénio de defesa de Ti.
limbativentris (Borges et al., 2006). Os compostos feromonais de defesa em
adultos de pentatomideos séo produzidos por glandulas metatoraxicas, presentes
no esterno, proximas as regides coxais do segundo par de pernas (Borges &
Aldrich, 2001). Estas glandulas liberam substéncias que geralmente desencadeiam
comportamentos de alarme e/ou defesa, podendo atuar também na agregacao

(Borges & Aldrich, 2001; Laumann et al., 2009). Sendo assim, a presen¢ga em maior
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guantidade destas substancias nos extratos de planta que sofreram herbivoria
pode ter influenciado no direcionamento de machos no olfatbmetro, pois os
mesmos poderiam estar relacionando a presenca destes odores com possiveis
sitios de copula e/ou alimentagao.

Desta forma um mesmo estimulo pode ter sido, no presente estudo,
interpretado de forma diferenciada entre os sexos de uma mesma espécie. Para
fémeas de Ti. limbativetris a percepcdo de hospedeiros inexplorados seria mais
relevante do que a de compostos que indicariam a presenca de coespecificos, nao

ocorrendo em machos.

4.3.2 Bioensaios de olfatometria com Te. podisi e Tr. basalis

Fémeas de Te. podisi foram significativamente mais atraidas aos volateis
emitidos pelas plantas danificadas por fémeas (y* = 7,20; gl = 1; P = 0,0139) (Figura
11A), porém ndo responderam aos volateis de plantas danificadas por machos
aeradas por 48 h (y*= 3,36; gl = 1; P = 0,1083) (Figura 11B).

Quando foram contrastados extratos de plantas sem dano aeradas por 48 h
e hexano, os insetos foram significativamente mais atraidos pelos extratos de
plantas (y* = 7,14; gl = 1; P = 0,0162) (Figura 12), indicando que os volateis
liberados pelo arroz influenciam o direcionamento do parasitoide.

Telenomus podisi é considerado um importante agente de controle biol6gico
(Okuda & Yeargan, 1988) e ocorre em diferentes agroecossistemas, parasitando
ovos de percevejos da familia Pentatomidae (Barcelos et al., 1994; Corréa-Ferreira
& Moscardi, 1995; Torres et al.,, 1996), com registros em campo para E. heros, N.
viridula, Piezodorus guildinii (Westwood), Podisus connexivus Bergroth, Dichelops
melacanthus (Dallas) e Euschistus servus (Say) (Correa-Ferreira & Moscardi, 1995;

Borges et al., 1998; 1999; Ehler, 2002; Silva et al., 2008; Laumann et al., 2010;
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Tillman, 2010), P. maculiventris e E. obscurus (Bruni, et al., 2000). Trabalhos

recentes notificaram a sua ocorréncia também em ovos de Ti. limbativentris (Maciel

et al., 2007; Riffel, 2007; Riffel et al., 2010).
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FIGURA 11. Numeros e percentagens de respostas comportamentais de fémeas
de Telenomus podisi aos extratos de plantas de arroz danificadas
por fémeas (A) e machos (B) de Tibraca limbativentris, aeradas por

48 h.
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FIGURA 12. NuUmeros e percentagens de respostas comportamentais de fémeas
de Telenomus podisi aos extratos de plantas de arroz sem dano,
aeradas por 48 h e hexano.

As pistas quimicas possuem um papel extremamente importante na
orientacdo de parasitdides fémeas (Bin et al., 1993). Estas podem ser obtidas
através da intercepcdo de mensagens quimicas intraespecificas (feromonios) de
espécies hospedeiras (Borges et al., 1999; Laumann et al., 2009) ou de
substancias indicadoras da presenca do organismo a ser parasitado, tais como
volateis secundérios emitidos pela planta, principalmente durante o ataque do
herbivoro (Nordlund & Lewis, 1981; Moraes et al., 2005; 2009).

No presente estudo, as fémeas de Te. podisi responderam aos extratos de
plantas que sofreram herbivoria por fémeas, mas também reconhecem os volateis
emitidos por plantas sem dano. Desta forma, € possivel que estes atuem como

indicadores da presenca do herbivoro-hospedeiro, evidenciando a interacdo

tritréfica no sistema arroz-Ti. limbativentris -Te. podisi.
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Interagdes tritréficas mediadas por volateis de plantas tém sido constatadas
em sistemas como milho-Heliothis virescens/Helicoverpa zea-Cardiochiles
nigriceps (De Moraes et al, 1998); batata-Le. decemlineata- Pe. bioculatus
(Weissbecker et al.,, 1999); milho-Spodoptera littoralis-Co. marginiventris/Ca.
sonorensis (Hoballah & Turlings, 2001); feijdo/vagem-N. viridula-Tr. basalis
(Colazza et al., 2004a,b); feijdo/soja-E, heros-Te. Podisi (Moraes et al., 2005);
pimenta-Te. urticae/M. persicae-Macrolophus caliginosus (Moayeri et al., 2007);
soja-E. heros-Te. podisi (Moraes et al., 2008b).

Em relacdo aos pentatomideos, Moraes et al. (2009) avaliaram a inducéo de
defesa de soja atraves da aplicagcdo exdgena de cis-jasmona e verificaram que as
plantas tratadas com o fitormonio foram atrativas ao parasitoide. Dentre os
compostos emitidos pelas plantas pulverizadas, esteve presente o salicilato de
metila. Considerando que esta substancia, e outras como, octenol, linalol, nonanal,
benzotiazol, B-cubebeno, geranilacetona, a-Curcumeno, a-zingibereno e pB-
Bisaboleno, foram identificadas entre os volateis produzidos em maior quantidade
apos a herbivoria por fémeas de Ti. limbativentris, em relagcdo ao controle, é
provavel que a acdo destes compostos em conjunto, tenha sido a responsavel
pela atrac&o do parasitoide.

Esse aumento na emissdo de volateis em plantas injuriadas por fémeas,
também pode ser devido ao fato destas,, por necessitarem de uma maior demanda
de recursos para a viabilizacdo da prole, permanecerem se alimentando por um
periodo de tempo mais longo do que os machos, ou ainda, podem apresentar uma
maior capacidade de consumo, desta forma, estimulando uma maior resposta de

defesa da planta hospedeira.
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Apesar de nao terem sido observadas diferengas estatisticas entre extratos
com danos de machos e fémeas (Tabela 1), a relevancia do aumento numérico na
guantidade de alguns volateis constatada no extrato com a presenca de fémeas
pode ter afetado o comportamento do parasitéide, uma vez que estas alteracdes
podem ter desencadeado mudancas na percepcao eletrofisiolégica em antenas de
fémeas de Te. podisi, quando expostas a estes dois tratamentos.

Moraes et al. (2005) também verificaram que apenas os volateis induzidos
pela herbivoria de fémeas de E. heros em plantas de soja e feijdo guandu
induziram a atratividade de fémeas de Te. podisi, corroborando o observado no
presente trabalho.

As mudancgas na composi¢cao quimica de extratos de plantas danificadas por
machos e fémeas podem estar relacionadas as intera¢cOes diferenciadas entre as
enzimas presentes na saliva de ambos o0s sexos, principalmente compostos
lipofilicos. Estes indutores podem desencadear alteracdes fisiologicas produzindo
compostos quimicos especificos, como por exemplo, a enzima  —Glucosidase,
indutor identificado para a espécie Pi. brassicae (Arimura et al., 2009).

O padréo de respostas do parasitoide Tr. basalis diferiu de Te. podisi, visto
gue as fémeas nao foram atraidas pelos volateis de plantas danificadas por fémeas
ou machos (y* = 4,26; gl = 1; P = 0,0707) (Figura 13). No entanto, estas foram
significativamente mais atraidas pelos extratos de planta sem dano em relacdo ao
hexano (y*= 7,69; gl = 1; P = 0,0055) (Figura 14).

Apesar de Tr. basalis ter preferéncia por posturas de N. viridula, este
parasitéide apresenta comportamento generalista, podendo parasitar ovos de
diversos hospedeiros (Corréa-Ferreira, 1986; 1993), como dos pentatomideos

Plautia affinis (Dallas) e Agonoscelis rutila (Fabricius), (Colazza et al., 1999; Loch,
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2000; Colazza et al., 2009). Embora apresente comportamento generalista, a sua
ocorréncia néo foi observada a campo em posturas de Ti. limbativentris, sendo Te.
podisi e Tr. urichi as Unicas espécies registradas em ovos do percevejo-do-colmo

(Maciel et al., 2007; Riffel, 2007; Riffel et al., 2010).

(16)*

100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100
Percentagem de resposta (%)

N responsivo ™ Planta com danode fémea ™ Planta controle

(16)

100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100
Percentagem de resposta (%)

N responsivo ¥ Planta com dano de macho ™ Planta controle

*Algarismos dentro das barras referem-se ao numero de individuos nédo
responsivos ou que responderam aos tratamentos.

FIGURA 13. Numeros e percentagens de respostas comportamentais de fémeas
de Trissolcus basalis aos extratos de plantas de arroz danificadas
por fémeas (A) e machos (B) de Tibraca limbativentris aeradas por
48 h.
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Existem poucos trabalhos a respeito dos mecanismos de defesa indireta
relacionados a Tr. basalis. Colazza et al. (2004 a,b) observaram que fémeas de Tr.
basalis foram significativamente mais atraidas por plantas de feijdo e fava
danificadas pela alimentacdo ou pela presenca de posturas de N. viridula, em
relacdo as sem danos. Segundo os autores, dentre as diversas substancias
presentes nos extratos de plantas de feijao e fava, o sesquiterpeno (E)-B-cariofileno
foi o principal composto responsavel pela maior atratividade de Tr. basalis,

atuando, desta forma, como sinomonio.

()

(18)

®)

100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 100
Percentagem de resposta (%)

N responsivo ™ Extrato de planta ™ Hexano

*NUmeros dentro das barras referem-se ao numero de individuos nao
responsivos ou que responderam aos tratamentos.
**diferenca significativa através da andlise do Qui-quadrado (a = 0,05).

FIGURA 14. Numeros e percentagens de respostas comportamentais de fémeas
de Trissolcus basalis aos extratos de plantas de arroz sem dano
aeradas por 48 h e hexano.

A auséncia desta substancia nos extratos de plantas danificadas utilizados
no presente estudo pode ter sido uma das razbes pelas quais ndo se observou
respostas significativamente diferentes deste parasitoide aos extratos de arroz com
e sem dano. Sendo assim, os volateis liberados apés a herbivoria pelo percevejo-

do-colmo, parecem ndo atuar como sinomoénio nesta espécie. Por outro lado, a
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resposta positiva ao extrato de plantas sem dano em relacdo ao hexano € um
indicativo de que Tr. basalis utiliza pistas quimicas liberadas pela planta no seu

direcionamento.



5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos no presente trabalho e nas condi¢des sob

as quais foram realizados os experimentos, foi possivel concluir que:

e a herbivoria de Tibraca limbativentris, em plantas de arroz, induz

mudancas quantitativas na emisséo de volateis secundarios.

e as fémeas do percevejo-do-colmo sdo mais atraidas pelos volateis de
plantas de arroz sem dano, tanto em comparacdo com 0s extratos de
plantas danificadas por machos, como por fémeas de Tibraca

limbativentris.

e 0s machos do percevejo-do-colmo ndo distinguem volateis de plantas
de arroz sem dano dos danificados por ambos os sexos de Tibraca

limbativentris.

e 0s volateis liberados pelas plantas de arroz que sofreram herbivoria

por Tibraca limbativentris atraem fémeas de Telenomus podisi.

e a orientacdo quimiotaxica de Trissolcus basalis ndo é influenciada
pelas substéncias presentes nos extratos de plantas de arroz que

sofreram herbivoria por Tibraca limbativentris.



6 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo mais aprofundado das relacdes troficas entre os insetos e as
plantas pode gerar subsidios para o conhecimento de alternativas menos poluentes
no controle de pragas.

A utilizacdo de indutores que aperfeicoem a expressdo dos mecanismos
naturais de defesa da planta frente ao ataque de herbivoros pode ser uma
ferramenta viavel no manejo de insetos de importancia agricola, principalmente em
sistemas de producdo integrada e organica. Estas substancias ndo somente
poderiam incrementar a producédo de compostos com acao inseticida ou deterrente
da planta, como também poderiam atuar na liberacdo de volateis secundarios,
responsaveis pela atratividade de inimigos naturais.

Esta estratégia de controle pode, em conjunto com as demais, podera

auxiliar a viabilizagdo de uma agricultura mais sustentavel.
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APENDICE 1. indice de Kovats

O uso de indices de retencdo pode ser uma alternativa para a identificacao
de compostos organicos com estrutura quimica semelhante, o indice mais
conhecido é o de Kovats que é calculado com relacdo a uma série de padrdes de
hidricarbonetos de cadeias lineares (Marques et al., 2000; Pherobase, 2011).

O indice de retencdo de Kovats pode ser definido como cem vezes um
namero hipotético, que € igual ao namero de atomos de carbono de um alcano
saturado de cadeia normal, que tem 0 mesmo tempo de retencéo ajustado que o
composto, cujo indice esta sendo calculado. Este indice é relativo, dessa forma,
pode ser reproduzido usando a mesma fase estacionaria em diferentes
equipamentos e entdo, comparados. Para se determinar o indice de retencdo de
outros compostos em relacdo aos padrbes, deve-se especificar as condigdes
experimentais, tais como, fase estacionaria, temperatura e outros(Marques et al.,
2000; Pherobase, 2011).

No presente estudo, 0o calculo foi realizado através da seguinte equacéo:

¥ T

KI=100=n+100=({N —n) oo tm

Onde n € o numero de carbonos do n-alcano, trx € o tempo de retencéo do padréo,
trn € o tempo de retencdo do alcano imediatamente anterior ao padréo, e trN o

tempo de retengdo do n-alcano localizado imediatamente ap6s o padréo avaliado.
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