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RESUMO

InteracOes planta-herbivoro-parasitdides de ovos nmiéadas por volateis de milho
(Zea mayd..) e odores deSpodoptera frugiperddJ.E. Smith)

O ataque de insetos herbivoros induz a emissamldéeis pelas plantas que constituem
sinais quimicos importantes para o0s inimigos n&uemn busca do hospedeiro/presa. Essas
interacdes tritréficas mediadas pelos volateispiiastas tém sido bem estudadas em sistemas que
envolvem parasitéides larvais. Por outro lado, paesabe a respeito do papel desses odores na
localizacdo hospedeira dos parasitdides de ovosseéDmaneira, 0 presente estudo teve como
objetivos: () avaliar o parasitismo, a preferéncia e o arrestéaon de ovos deSpodoptera
frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) de diferenidades para o parasitdide
Telenomus remus Nixon (Hymenoptera: Scelionidae)ii)( verificar se ocorre a inducédo de
volateis induzidos pela oviposi¢ao 8€rugiperda na planta de milho atraentes ao parasitdide
remus;, (iii) avaliar o papel dos volateis induzidos pela e de S frugiperda no
comportamento do parasitdide especialisteemus e generalistdrichogramma pretiosum Riley
(Hymenoptera: Trichogrammatidae); i®)(verificar se a oviposicdo d& frugiperda altera as
defesas diretas e indiretas induzidas pela heidbivao milho. Os resultados desse trabalho
mostraram quéd. remus teve preferéncia em parasitar ovos de 1 e 2 @iadadle em relacdo aos
3 dias. Entretanto, a emergéncia dos parasitéme®duzida em ovos de 2 e 3 dias. Todos os
extratos hexanicos dos ovos exerceram efeito antessobrd. remus em relacdo ao solvente,
porém o tempo de permanéncia dos parasitéidesdimrram extratos de ovos de 1 e 2 dias em
comparacao ao de 3 dias. De acordo com essesadkssjlfoi avaliado se a planta de milho emite
volateis induzidos pela oviposicdo @& frugiperda atraentes ao parasitoide remus nos
intervalos 1, 2 e 3 dias. Os bioensaios comporttaiseea a coleta de volateis ndo mostraram que
ocorre a inducdo de volateis induzidos pela ovgémsiatraentes ao parasitdéide, mas que a
oviposi¢do promoveu a supressdo da emissdo dollidal os volateis induzidos pela herbivoria
do S frugiperda constituem pistas quimicas importantes para ogspardes de ovos. O
parasitoide especialisia remus ndo apresentou o comportamento inato de atra¢és paateis,
porém, apds a experiéncia com 0s mesriosemus passou a ser atraido tanto por misturas
compostas majoritariamente por volateis de foltaslas (VFVs), que sdo emitidas logo apos o
dano; como por misturas mais complexas, compostaepenos, emitidas algumas horas apos a
inducdo. JAr. pretiosum apresentou um comportamento de atracdo inato MYs, embora
seja também capaz de aprender misturas compostasrpenos. A oviposicdo dg frugiperda
nao alterou as defesas diretas do milho, avalipgss peso da lagarta alimentada na planta,
porém, provocou a diminuicdo da liberacdo de terpémduzidos pela herbivoria. Os resultados
desse trabalho sugerem que a oviposicdo do hedbppode ter implicacbes relevantes nas
interac@es tritroficas, pois promovem a supressawadateis do milho. Além disso, os volateis
induzidos pela herbivoria desempenham um papelrizpie no comportamento de parasitéides
de ovos.

Palavras-chave:Interacdes tritroficas, Ecologia quimica, Inimiguaturais, Atragdo, Estimulos
quimicos, Localizacdo hospedeira
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ABSTRACT

Interactions plant-herbivore-egg parasitoids mediatd by maize volatiles
(Zea mayd..) and odors from Spodoptera frugiperdgJ.E. Smith)

Attack of insect herbivores induces emission ohplalatiles that play an important role as
chemical signals to natural enemies in host seardkrophic interactions mediated by plant
volatiles have been well studied in systems thablire larval parasitoids. By contrast, little is
known about the role of these odors in host seagchy egg parasitoids. Thus, the current study
aimed to: ) assess parasitism, preference and arrestmeguodbptera frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae) eggs with different agesthie parasitoidielenomus remus Nixon
(Hymenoptera: Scelionidae)ii)( verify if S frugiperda oviposition induces attractive maize
volatiles to the parasitoid. remus; (iii) assess the role of herbivore-induced maize Vetati
elicited byS frugiperda to the specialist parasitoil remus and the generaliskrichogramma
pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae); ang yerify if S frugiperda oviposition
alters direct and indirect herbivore-induced dedsnen maize. Results showed thatremus
preferred to parasitize 1- and 2-day-old eggs iatimn to 3-day-old. However, parasitoid
emergence was reduced in 2- and 3-day-old eggseXinic egg extracts promoted arrestment
response foil. remus when compared to the solvent, although resideince was longer in 1-
and 2-day —old egg extracts in comparison with B-dal. In view of these results, it was
assessed if maize plant emits attractive ovipasitluced volatiles elicited b$ frugiperda to
the egg parasitoid. remus. Behavioral bioassays and volatile collection nlad show that maize
emits oviposition-induced volatiles elicited & frugiperda that are attractive td. remus.
Surprisingly, oviposition suppressed the emissibfinalool. Hebivore-induced maize volatiles
comprise important chemical cues for egg parasto&pecialist parasitoid. remus was not
innately attracted by herbivore-induced volatitbgugh experienced wasps responded to blends
comprised predominantly by green leaf volatiles &), which are emitted immediately after
damage, or to more complex blends comprised byet&q emitted some hours after damage.
While T. pretiosum showed an innate behavior towards VFVs, but wasge also able to learn
terpene blend. Oviposition @& frugiperda did not alter direct defenses on maize, which were
assessed by larval weight fed on the plant, howetvdecreased emissions of herbivore-induced
terpenes. These results suggest that herbivoreositigm can have relevant considerations in
tritrophic interactions and herbivore-induced vitdst play an important role in egg parasitoid
behavior.

Keywords: Tritrofic interactions;Chemical ecology; Naturalesnies; Attraction; Chemical
stimuli
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1 INTRODUCAO

Estima-se que existam cerca de 1 milhdo de espégemsetos, sendo 45% deles
herbivoros que atacam os mais diversos 6rgaosaisd8TRONG; LAWTON; SOUTHWOOD,
1984). Em contrapartida, as plantas desenvolvemalongo do tempo a habilidade de reconhecer
e responder defensivamente ao ataque dos inse@8/HEi JANDER, 2008). Essas defesas
podem afetar diretamente os herbivoros por meigotkepostos com propriedades toxicas ou
repelentes que alteram a biologia ou o comportameios mesmos, e que, portanto, sao
denominadas defesas diretas; ou indiretamentanpmr de mecanismos que atraem oS inimigos
naturais dos herbivoros. Parasitoides e predagoesm ser atraidos pelas plantas em busca de
suprimento nutricional fornecido pelos nectariografiorais, ou de alojamento provido pelas
domaceas, que sdo estruturas que servem de abiigopalmente a formigas predadoras
(KARBAN; BALDWIN, 1997; OLIVEIRA, 1997; TURLINGS; WACKERS, 2004). Outro
mecanismo de defesa indireta das plantas estudzldltimos anos é a emissdo de compostos
volateis induzidos pela herbivoria que atuam cotreeates para os parasitoides e predadores.

Na busca pelo hospedeiro, os parasitdides guiaprigeipalmente por pistas quimicas,
detectadas pelo contato ou olfato (VET; GROENEWOL890). O processo de localizagéo do
hospedeiro pelo parasitéide é dividido em etapaspootamentais que, em geral, finalizam na
oviposicéo. Estas etapas consistem na seguintenotdealizacdo do habitat e da comunidade do
hospedeiro, localizagcdo do hospedeiro, reconhetonenaceitacdo do hospedeiro (VINSON,
1976, 1984).

Assim, por ser um processo complexo, a localizalighbospedeiro depende de diferentes
pistas quimicas presentes no ambiente. Até a dé=afa, os pesquisadores acreditavam que 0s
odores dos hospedeiros, provenientes das escamasaiy dopellets fecais, da seda produzida
pelas lagartas e dos feromdnios, seriam os priiscipadiadores na localizagdo do hospedeiro
pelo inimigo natural (AUGER et al., 1989; LEWIS;NBS; SPARKS, 1972; LEWIS et al. 1979;
NEALIS, 1986; VINSON, 1976). No entanto, os estudosduzidos por Price et al. (1980) e
Dicke e Sabelis (1988) provaram que os compostt@ers emitidos pelas plantas sob o ataque
dos herbivoros exerciam papel importante na lcagdia do hospedeiro/presa pelos inimigos
naturais.

A partir disso, Vet e Dicke (1992) propuseram queso de pistas quimicas na localizagéo

do hospedeiro depende da sua detectabilidade ne@tele da precisdo da informacédo quanto a
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presenca do hospedeiro/presa. Portanto, de acordcessa teoria, 0os odores provenientes das
plantas sob o ataque de um herbivoro devem ati@argas distancias. Contudo, devido a alta
variabilidade das misturas de volateis, essasspigta devem indicar com precisao a presenca do
seu hospedeiro, embora alguns estudos provem cadon{DE MORAES et al., 1998;
TAKABAYASHI et al., 1995). Por outro lado, os oderemitidos pelos hospedeiros/presas séo
pouco detectaveis e, por isso, devem atuar a adigencias, principalmente no reconhecimento
e na localizac&o do hospedeiro sobre a planta (S\NEDENBORG; JONES, 1990; STRAND;
VINSON, 1982, 1983; VET; DICKE, 1992; VET; WACKERS]CKE, 1991).

Apéds essas descobertas, numerosos estudos invastigaacdo dos odores emitidos pelas
plantas na resposta comportamental dos parasitéigeedadores, revelando a natureza dessas
interacBes em diversos sistemas e 0s mecanismoslugiio dessas defesas na planta (DICKE,
1999; DICKE et al. 1990a; STEINBERG; DICKE; VET, 23 TURLINGS; TUMLINSON,
1991; TURLINGS et al., 19914, b).

Posteriormente, foi descoberto que os volateidategs induzidos pela herbivoria mediam
interacbes mais complexas com a comunidade atuant@®m na comunicacao entre plantas e,
ainda, em interacdes com os proprios herbivorodemno ter acéo repelente ou atraente (DE
MORAES; MESCHER; TUMLINSON, 2001, ENGELBERTH et ,al2004; KESSLER;
BALDWIN, 2001). Além disso, os volateis de planfasdem exercer uma agdo generalizada
sobre outros organismos como nematéides entomagatag (RASMANN et al., 2005), plantas
parasiticas (RUNYON; MESCHER; DE MORAES, 2006),sg#0s (MANTYLA et al., 2008) e
a esporulacéo de fungos entomopatogénicos (HOUNTIDEaI., 2005).

A deteccdo precisa do ataque de um herbivoro gelgapevita que as defesas sejam
desencadeadas desnecessariamente. Um dos priresivo®s com fins de esclarecer o modo
como a inducao ocorre mostrou que o dano fisiciecido foliar causado pela herbivoria nédo é o
principal responsavel (TURLINGS et al., 1993), ns® componentes ativos presentes na
secrec¢do oral dos herbivoros que entravam em ooctat o interior do tecido vegetal durante a
alimentacdo e ativavam as rotas bioquimicas (TURASNet al., 2000). A maior parte dos
componentes ativos ja identificados refere-se exrelites espécies de lepiddpteros e tratam-se de
enzimas (MATTIACCI; DICKE; POSTHUMUS, 1995) ou cagpdos de acidos-graxos e
aminoacidos (ALBORN et al., 1997, HALITSCHKE et, @001, PARE et al., 2005).
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Apos o inicio do ataque, os componentes ativoseptes na secre¢do oral do herbivoro
entram em contato com o interior da célula vegetatectando-se aos receptores na membrana
plasmatica da célula. Em alguns minutos, ocorrespalarizacdo da membrana celular devido as
mudancas da concentracdo do Calcio do citosol ldéad®AFFEI et al., 2007). O aumento de
Célcio no interior da célula provoca ativacdo dadeginas quinases envolvidas na regulagédo de
genes de producdo do &cido jasménico (AJ) e adiicileo (AS), que sdo os principais
fitohormdnios na ativacédo das defesas nas plantas.

A planta é capaz de diferenciar os danos causaitdsepbivoros com diferentes modos de
alimentag&o, como os mastigadores e sugadoresdanginduz diferentes padrdoes de expresséo
génica (HEIDEL; BALDWIN, 2004). Em geral, o AJ estdacionado, principalmente, a inducéo
da resisténcia contra insetos mastigadores, ermup® 0 AS a resisténcia a fitopatdégenos e
pode atuar conjuntamente com o AJ na defesa costmasetos sugadores (DE BOER; DICKE,
2004; MORAN; THOMPSON, 2001).

A planta sob o ataque de herbivoros libera umaunaistomplexa de volateis que pode
compreender dezenas de compostos (D’ALESSANDRO; IINKRS, 2005) divididos em dois
grupos basicos quanto a natureza bioquimica daécoiak: os volateis de folhas verdes (VFVs)
e os terpenodides (DUDAREVA; PICHERSKY; GERSHENZ(04). Os VFVs compreendem
aldeidos, alcodis e seus ésteres de 6 carbonoadesacque sdo produtos da degradacdo dos
acidos linoléico e linolénico, emitidos imediatateerapos a inducdo. Ja a producdo dos
terpendides é mais tardia, uma vez que sao prodetostas bioquimicas mais complexas e que
envolvem a inducédo de genes relacionados a biessimtos fitohormonios AJ e AS, principais
responsaveis pela coordenacdo da inducdo dos igpl&ede etileno, que tem um papel
modulador (VON DAHL; BALDWIN, 2006).

A emissdo de volateis ndo é restrita somente a tanificado pelo herbivoro, mas ela
também ocorre nos tecidos ndo danificados dasgdanaracterizando uma inducao sistémica
que fornece uma maior protecdo a planta (TURLINGSMLINSON, 1992; DICKE et al.,
1990b). O mecanismo pelo qual a resposta se tigtéansca na planta ainda € muito discutido.
Alguns autores acreditam que o AJ € a moléculdizamira responsavel por tornar a emissao de
volateis sistémica (WASTERNACK et al., 2006), porémtros estudos mostram que 0s proprios

volateis funcionam como mensageiros do ataquegspmartes ndo danificadas da planta, que as
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detectam externamente, provocando o desencadeachemmducéo sistémica (FROST et al.,
2007).

A composicdo das misturas de volateis induzidoa petbivoria pode ser variavel tanto
guantitativamente quanto qualitativamente em furdgialiversos fatores bioticos (variedade da
planta, 6rgdo atacado, infeccdo por fitopatégemogspécie e o estadio do herbivoro, e a
herbivoria simultanea de outras espécies) e abt{tuminosidade, temperatura, nutrientes,
humidade) e, por consequéncia, prejudicar o recamesto da mistura de volateis induzidos
pela herbivoria do hospedeiro (DE BOER et al., 200B MORAES et al., 1998; ERB et al.,
2008; GEERVLIET et al., 1997; GOUINGUENE; TURLING8002; KOLLNER et al., 2004;
ROSTAS et al., 2006; TAKABAYASHI et al., 1995, 2Q0@&ntretanto, mesmo frente a essa
variabilidade, os parasitdides sdo capazes de @gar@wvas composi¢cdes de mistura de volateis
ou a discriminar alguns volateis especificos ejrgssontornar esses problemas (VET; LEWIS;
CARDE, 1995).

A identificacdo do(s) composto(s)-chave da mishaatracdo dos inimigos naturais € uma
tarefa complexa (D’ALESSANDRO; TURLINGS, 2005). Eraros casos, a atracdo deve-se
somente a um composto da mistura (RASMANN et 8052 Em geral, a atracdo depende da
composicdo da mistura (MEINERS; WACKERS; WALLACH)(B; D'’ALESSANDRO et al.,
2006), que, as vezes, pode ser dificil de ser mi@ada quimicamente devido a presenca em
guantidades muito pequenas desses compostos (D3AEBRO et al., 2009).

Além da herbivoria, foi demonstrado que a ovipasigés insetos herbivoros também pode
provocar a inducéo de defesas na planta e a prodigcéolateis que atraem parasitoides de ovos
(HILKER; MEINERS, 2002). Diferentemente da defessehcadeada pela herbivoria, que € um
fendbmeno que ocorre em diversas espécies de plantagposicdo como estimulo na produgéo
de quimicos nas plantas atraentes ou arrestarggsasasitoides foi reportado, por enquanto, em
apenas trés sistemas tritroficos (FATOUROS et24lQ5; HILKER et al., 2002; MEINERS;
HILKER, 1997). Nesse caso, a substancia que dedeiaca resposta defensiva da planta esta
presente na secrecdo adesiva que prende os oupsrige vegetal (HILKER; et al., 2005), ou
pode ser o composto anti-afrodisiaco do macho depgos na fémea durante a copula
(FATOUROS et al., 2008).

De acordo com Vinson (1998) os parasitoides de @rdsentam duas dificuldades no
processo de selecédo hospedeira. Uma delas refa@ssjueno tamanho do ovo e que, por isso,
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€ pouco aparente no ambiente e emite poucos coospgsimicos detectaveis. A segunda é que
0S 0VOs estdo presentes no ambiente por um cuexvaio de tempo, restringindo, portanto, o
tempo viavel para o parasitismo. Por isso, volgissenientes das plantas ou de outros estagios
do hospedeiro, que sdo mais detectaveis e abusdaoteambiente, devem consistir em
importantes pistas na busca pelo hospedeiro.

Ha muitos estudos que relatam a importancia deesdmovenientes dos estagios nao alvo
do hospedeiro para os parasitdides de ovos (COLAZZ®BSI; CLEMENTE, 1997). Porém,
poucos trabalhos tratam do papel dos volateis alggs induzidos pela herbivoria na localizagéo
hospedeira dos parasitéides de ovos (LOU; MA; CHER@5; MORAES et al., 2005, 2009;
REDDY; HOLOPAINEN; GUERRERO, 2002).

O conhecimento a respeito dos volateis de plantdis cs ataque dos herbivoros abre
perspectivas interessantes para 0 seu empreganmmo@m estratégias de Manejo Integrado de
Pragas (MIP), por meio da manipulacdo da abund@&ndadistribuicdo dos inimigos naturais no
campo. Devido a sua agdo sobre os herbivoros,apieeger atraente ou repelente dependendo do
composto, os volateis de plantas podem ser utdggwhra orientar os herbivoros para locais
especificos, ou afugenta-los das plantacdes (BERMNH®E et al., 1998; CAMELO; LANDOLT;
ZACK, 2007; KHAN et al., 2008; LOUGHRIN; POTTER; HALTON-KEMP, 1995).

A implementacgdo destas estratégias empregandoléeigsodas plantas pode ser realizada
por meio de compostos sintéticos (JAMES, 2005)capdio de substancias indutoras que ativam
a producdo de volateis pela planta (THALER et 2002), ou pela manipulacdo genética da
planta, que implica na ativacdo ou silenciaments glenes responsaveis pela biossintese dos
volateis (YU; UTSUMI, 2009).

Assim, visando entender melhor os odores imporsamtéeforrageamento dos parasitoides
de ovos e as interagcbes mediadas pelos volataizidub pelo ataque de herbivoros, o presente
trabalho estudou o sistema tritréfico composto pritho (Zea mays), a lagarta-do-cartucho,
Soodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) e os para@w de ovos
Telenomus remus Nixon (Hymenoptera: Scelionidae) @&richogramma pretiosum Riley
(Hymenoptera: Trichogrammatidae). Os objetivosrdbdlho foram:

- avaliar a preferéncia e o parasitismo do parastéspecialista de ovds remus em ovos
de S frugiperda de diferentes idades e verificar se a distincdieexs idades de ovos deve-se aos

cairomonios presentes na superficie dos ovos;
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- investigar se o milho emite volateis desencadegeta oviposicdo d8. frugiperda que
seriam atraentes ao parasitéideemus,

- avaliar a resposta olfativa do parasitoide desosspecialistd. remus e generalistd.
pretiosum aos volateis do milho induzidos pela herbivoria Slefrugiperda, em diferentes
intervalos de indug&o, assim como determinar atirais de volateis liberadas pelo milho;

- avaliar se a oviposicao d& frugiperda na planta altera as defesas diretas e indiretas
induzidas pela herbivoria. Nesse estudo, buscoavaéiar a hipétese de que a planta, apos
receber posturas do herbivoro, prepara as suasadgiara o ataque futuro dos imaturos que irdo

eclodir.
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2 EFEITO DA IDADE DO HOSPEDEIRO NO PARASITISMO, PRE FERENCIA E
ARRESTAMENTO DE Telenomus remusNIXON (HYMENOPTERA: SCELIONIDAE)

Resumo

A idade dos ovos do hospedeiro pode ser um aspietitante no parasitismo. Dessa
maneira, é esperado que ovos de idade mais avasegta menos preferidos pelos parasitoides,
e que possam ser discriminados pelos seus cairomd@i objetivo do presente trabalho foi
estudar o parasitismo, preferéncia e o arrestamdosocairomoénios de ovos @podoptera
frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) de difersntiades pelo parasitoidelenomus
remus Nixon (Hymenoptera: Scelionidae). Para tantoaf@liado o parasitismo, em testes com e
sem chance de escolha, assim como a emergénciazi@ sexual dos adultos de remus
desenvolvidos em ovos com 1, 2 e 3 dias de idaddei® de arrestamento dos cairomonios dos
ovos foi avaliado em funcédo do tempo de permanéeiparasitoide sobre extratos hexanicos
dos ovos incorporados em papel filtro. Os resultadostraram qué. remus preferiu parasitar
ovos de 1 e 2 dias de idade em relacdo aos ovds dias. Entretanto, a emergéncia dos
parasitéides foi reduzida em ovos de 2 e 3 diagyamto que a razdo sexual ndo foi alterada em
ovos de diferentes idades. Todos o0s extratos fesios ovos exerceram efeito arrestante
sobre o0 parasitdéide em relacdo ao controle (sa@yemorém o tempo de permanéncia dos
parasitdides foi maior em extratos de ovos de dm& em comparacédo ao de 3 dias. De acordo
com esses resultados, conclui-se que o parasiagssion como a preferéncia @eremus foram
alterados em funcéo da idade dos ovoS.deugiperda. E possivel que os cairomonios presentes
Nnos ovos seja, em parte, responsaveis pela preferde ovos de idade menos avancada.

Palavras-chave: Parasitdide de ovos; Idade do hospedeiro; Lagar@aducho; Controle
biolégico



28

Abstract

Age of host eggs can be a limiting factor in parsisi. Thus, it is expected that older eggs
are less preffered by egg parasitoids, which caaridninate by egg kairomones. The aim of the
current work was to study the parasitism, prefezeand arrestment @podoptera frugiperda
(J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) eggs of dédfe ages for the parasitoi@denomus remus
Nixon (Hymenoptera: Scelionidae).In order to thzrasitism was measured in tests with and
without choice as well as emergence and sexua o&fl. remus adults developed on 1-, 2- and
3-day-old eggs. Arrestment effect of egg kairomowesge assessed based on residence time of
wasps on filter papers incorporated with hexanig egtracts. Results showed thatremus
preffered to parasitize 1- and 2-day old eggs ceoimgawith 3-day-old eggs. However,
emergence of parasitoids was reduced in 2- and/3ldiaeggs while sexual ratio was not altered
in eggs of different ages. All hexanic egg extragdisited arrestment on parasitoid behavior in
relation to the control (solvent), but residenceetiwas higher on 1- and 2-day old egg extracts in
comparison with 3-day-old. In view of these resultsvas concluded that parasitism as well as
preference off. remus were changed depending on agesdirugiperda eggs. It is possible that
egg kairomones can be partly responsible for peefs of younger eggs.

Key-words: Egg parasitoid, Host age, Fall armyworm, Biologaantrol
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2.1 Introducgéo

A selecdo do hospedeiro pelos parasitides é uroepso que pode ser dividido nas
seguintes etapas comportamentais: localizacéo bitahao hospedeiro, localizacdo do proprio
hospedeiro, reconhecimento e aceitagcdo (VINSON,6,19B84). Para isso, 0s parasitoides
utilizam pistas quimicas e/ou fisicas provenierdeshospedeiro, da planta ou da interacédo
herbivoro-planta (BORGES et al., 1999; HILKER; MERS, 2002).

Os parasitoides de ovos devem ser eficientes reegso de localizacdo do seu hospedeiro,
pois a duracdo do estdgio de ovo é geralmente (BAFARESCO et al., 2002; BUSATO et al.,
2005). Além disso, a idade dos ovos € um paranmeiportante da qualidade do hospedeiro e
pode afetar a biologia do parasitdide, como a thx@arasitismo, o tempo de desenvolvimento
(DA ROCHA et al. 2006), a emergéncia (BRUCE; SCHUIESS; MUEKE, 2009), o tamanho
corporal e a razédo sexual (RUBERSON E KRING, 1998);0 seu comportamento, como a
preferéncia e a aceitacao dos ovos. Esses effitbaormalmente negativos com a idade mais
avancada do hospedeiro e devem-se as alterac@esnpasicdo quimica ou fisicas do ovo, uma
vez que 0s nutrientes vao sendo gradualmente cadasipelo embrido do hospedeiro e o cério
se torna rigido (BAl et al. 1992; BARRET; SCHMIDI991).

Com base nos caracteres do ovo que modificam aoldo tempo, o parasitéide pode
discriminar hospedeiros de idade adequada ao dasenento e essa preferéncia pode prover
uma prole mais numerosa e vigorosa, incrementaeksa forma, itness da espécie (PYKE;
PULLIAM; CHARNOV, 1977; SCHMIDT; SMITH, 1985; STRAN; VINSON, 1983;
VINSON, 1976, 1998).

Assim, o presente estudo teve como objetivos estugeeferéncia e o desenvolvimento do
parasitdide de ovoselenomus remus Nixon (Hymenoptera: Scelionidae) em ovos de diftege
idades do seu hospedeiro preferencigbpdoptera frugiperda (JE Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) (SCHWARTZ; GERLING, 1974). Como complentedesse estudo, foi investigado
também se o parasitéide discrimina a idade do owvdumcdo dos compostos superficiais dos

ovos do hospedeiro, em testes de arrestamento.
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2.2 Material e Métodos
2.2.1 Criagao dos Insetos

Os insetos utilizados nos experimentos foram priewees de criagcbes mantidas em uma
sala a 252°C, UR de 7810% e 12 h de fotofase, no Laboratério de Ecold@iamica e
Comportamento de Insetos, ESALQ/USP.

A populacdo des frugiperda foi proveniente da criacdo do Laboratério de Bjode
Insetos, ESALQ/USP, e foi criada em dieta artifitGREENE; LEPPLA; DICKERSON, 1976),
de acordo com a metodologia descrita por Parral(200

Para a criacdo do parasitoide de oVoemus, posturas dé&. frugiperda foram coladas em
cartelas brancas de 2,5 cm de largura por 5 cnitwi@ & colocadas em tubos de vidro de 9 cm
de altura e 3 cm de diametro, fechados em suangixi@ele com filme plastico PVC, contendo os
parasitéides. Apenas uma cartela de ovos porodiaférecida em cada tubo de vidro apds 2-3
dias da emergéncia dos parasitéides, sendo retadls um periodo de 5 horas. Logo apos a
emergéncia dos adultos, goticulas de mel puro fa@octadas na parede interna dos tubos para
a alimentacdo dos parasitéides (GAUTAM, 1986). Emos os bioensaios foram utilizadas
fémeas dd. remus com 3-4 dias de idade, alimentadas e sem exp&i@névia ao parasitismo
de S frugiperda. A discriminacdo entre os sexos foi baseada nesctesisticas das antenas
descritas por Picho (1987).

2.2.2 Ensaios de preferéncia

2.2.2.1 Testes sem chance de escolha

Nos ensaios sem chance de escolha, foi avaliadareter@gncia com base nas
caracteristicas biologicas do parasitéideemus em ovos de. frugiperda com 1, 2 e 3 dias de
idade, referentes a 2, 3 e 42 postura das fémeas.

Previamente, os ovos foram gentilmente individealas utilizando um pincel embebido
com &gua destilada. Foram feitas cartelas d& tom 50 ovos de cada tratamento, e colocadas
no fundo de um tubo de vidro. Em cada tubo, foiocatla uma fémea dE remus, que
permaneceu por 2h, durante a fotofase. Os tubamftransferidos para camaras climatizadas a

28+0,5°C e UR de #10%, durante o fotoperiodo. Apés 2h, as fémeasrfaretiradas dos
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tubos,que permaneceram nas camaras até a emergéaqgi@rasitoides. Duas vezes ao dia, as
lagartas provenientes dos ovos nao parasitadas fi@aovidas e contabilizadas.

Registrou-se 0 numero de machos e fémeas emergsdsisn como o0 numero de ovos
parasitados que nao deram origem a adultos (ovmsosse murchos). Avaliaram-se a taxa de
parasitismo, a viabilidade (% de emergéncia) e zdaasexual dos adultos emergidos
(fémea/fémea + macho).

2.2.2.2 Testes com chance de escolha

Em ensaios com chance de escolha, foi avaliadafarpncia dd. remus por ovos de 1, 2
e 3 dias de idade d® frugiperda. Foram confeccionadas 3 cartelas de f com 50 ovos de
cada idade e coladas em uma tira de papeldo, etérsggs ao acaso para evitar tendéncia
devido ao posicionamento. Cada conjunto foi coloead um tubo de vidro de fundo chato, de 9
cm de altura e 3 cm de didametro, no qual foi inimda uma fémea do parasitdide, que
permaneceu por um periodo de 4h, em camaras dadas a 28+0,5°C e UR de+10%,
durante o periodo da fotofase.

Apoés o parasitismo, as cartelas de ovos de 1, 2lias3de idade de cada repeticdo foram
separadas e individualizadas em tubos de vidro. téb®s permaneceram em camaras
climatizadas a 28+0,5°C, UR de£l®% e 12h de luz durante todo o ensaio. Duas \&zefa,
as lagartas provenientes dos ovos ndo parasitadgas fremovidas e contabilizadas. Ap6s um
periodo de 10 dias, os machos emergiram algumas kaotes das fémeas. Apos 2 dias, todos os
parasitdides encontravam-se mortos, pois nao falmentados com mel, o que diminuiu
drasticamente a sua longevidade. A preferéncieavaliada baseando-se na porcentagem de

parasitismo de ovos de cada idade.
2.2.3 Ensaios de arrestamento

Os ensaios de arrestamento foram baseados em Gaxis, e Tumlinson (1996). Os testes
observacionais consistiram na avaliagdo do tempgmedeanéncia do parasitdide sobre um papel
de filtro incorporado com extrato hexanico dos oVPreparacao desses extratos foi realizada

pesando ovos d& frugiperda, que foram transferidos para frascos de vidro disng adicionado
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0 solvente hexano no volume equivalente a conagur®0 mg/ml. Apos 3h, o extrato foi
transferido para um outro frasco e levado ao free@”C. Posteriormente, as amostras foram
concentradas em ;N\gasoso para a reducdo do volume de solvente @&alL2 resultando na
concentracdo de 150 mg/ml. Os testes foram condsiath uma sala climatizada a 25+2°C, UR
e 60:10% sob a luz vermelha. Dez minutos anteriormeatersaio, um quadrado de 1°cde
papel de filtro foi incorporado com 20 ul de extrdEsse papel foi transferido para uma placa de
Petri de vidro de 14,2 cm de diametro, limpa presate com acetona e etanol. Cada observacéo
consistiu na contagem do tempo de permanénciandeaf@eT. remus por um periodo maximo

de 5 min. Caso a fémea saisse do papel de fippemmanecesse fora dessa area por um periodo
superior a 20 segundos, a repeticdo era considemrcrada. Porém, se a fémea retornasse
nesse intervalo ao papel de filtro, o teste coatray sem interrup¢cdo. Como controle, foi
utilizado o hexano. Cada tratamento consistiu, moimo, de 20 repeticdes e cada inseto foi
testado apenas uma vez.

Primeiramente, foram testados extratos de ovosepientes de fémeas com diferentes
idades, referentes a 2, 4, 5, 6 e 72 postura.tEssefoi um controle para verificar se a idade da
fémea influenciaria no teste com extratos de owd,d2 e 3 dias. De acordo com os dados
(Figura 2.5), foram utilizados ovos proveninete2#a 52 posturas para a preparacao dos extratos

de ovos de 1, 2 e 3 dias de idade, sem interfer@acidade da fémea.

2.2.4 Anélise dos dados

Sempre que as premissas da ANOVA nao foram vielamkdados foram analisados pela
ANOVA One-way e as médias de cada tratamento cadparpelo teste de Duncan-0,05).
Para os demais casos, foi empregado o teste nam@imico Kruskal-Wallis, sendo as médias

comparadas pelo método de Duna(,05).
2.3 Resultados
No ensaio sem chance de escolha, observou-se tganasimédio de 92 e 96%,

respectivamente, para ovos com 1 e 2 dias de idagera 2.1), taxas superiores as observadas
sobre ovos de 3 dias de idade, cuja a média f6béle (Kruskal-Wallis; H=17,11P<0,01;Dunn
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P<0,05). De forma semelhante, no teste com chanesaw®ha, o parasitismo foi menor em ovos
de 3 dias de idade, cuja média foi de 36%, entdelaos ovos de 1 e 2 dias de idade que
apresentaram parasitismo de 60 e 56%, respectitar{fégura 2.2, ANOVA F=3,58R=0,037;
DuncanP<0,05).
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Figura 2.1 — Porcentagem de parasitismd@eenomus remus em ovos depodoptera frugiperda com 1, 2 e 3 dias

de idade em ensaio sem chance de escolha. Lestagali indicam diferencas significativas entre os
tratamentos (n=10; DuriP<0,05)
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Figura 2.2 — Porcentagem de parasitismdeenomus remus em ovos dépodoptera frugiperda com 1, 2 e 3 dias

de idade em ensaio com chance de escolha. Leststat indicam diferencas significativas entre os
tratamentos (n=15; Dunc#x0,05)
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A porcentagem média de emergéncia dos parasitdidesuiu conforme a idade do ovo,
sendo significativamente maior no ovo mais novol diéa de idade (74%), em relacdo as idades
de 2 e 3 dias, que foram, respectivamente, del3¥e(Figura 2.3ANOVA F=49,935,P<0,001;
DuncanP<0,05). A emergéncia em ovos de 2 dias de idadgdaificativamente superior aos de
3 dias (Duncar’<0,05). Por outro lado, a razdo sexual apresamtoa sutil diminuicdo com a
idade avancada do ovo (ldia: 0,86; 2 dias: 0,7€ja8: 0,74), porém ndo diferiu entre as
diferentes idades (Figura 2.4; Kruskal-Wallis H=23,37=0,850).
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Figura 2.3 — Porcentagem de emergéncideilnomus remus em ovos dépodoptera frugiperda com 1, 2 e 3 dias
de idade em ensaio sem chance de escolha. Lestagtali indicam diferengas significativas entre os
tratamentos (n=10; Dunc#&%x0,05)
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Figura 2.4 — Razdo sexual fidenomus remus desenvolvido em ovos dgpodoptera frugiperda com 1, 2 e 3 dias
de idade em ensaio sem chance de escolha. Lestagtati indicam diferencas significativas entre os
tratamentos (n=10; Kruskal-Walliz>0,05)

Nos testes em que se verificou o efeito da idaddédsea deS frugiperda sobre o
arrestamento dos extratos dos ovbs,emus permaneceu, em média, por 22s, sobre o papel de
filtro incorporado apenas com o hexano (controfgyuyra 2.5), que foi semelhante ao efeito
arrestante produzido pelos extratos hexanicos g@sttira des. frugiperda, cujo tempo medio
de permanéncia foi de 6ZBunn P>0,05). Entretanto, o tempo de permanéncia nesies d
tratamentos foi significativamente menor quando marado aos dos extratos da 2, 3, 5 e 62
posturas, que foram, em média, de 174, 140, 15@2s, Irespectivamente (Kruskal-Wallis
H=48,87;P<0,001; DunrnP<0,05). Dessa maneira, foi possivel utilizar ova# a 62 postura de
S frugiperda para a preparacéo de extratos do ensaio de ideoleod

No ensaio de arrestamento em que se testou addaoko, 0s parasitéides permaneceram,
em média, por 44s em papéis de filtro incorporados o solvente hexano, um tempo
significativamente menor em relacéo a todos osatdrde ovos, independentemente da idade
(Figura 2.6;ANOVA F=10,337;P<0,001). As fémeas, no entanto, permaneceram pdempo
significativamente superior sobre o papel de fiftmndo incorporado com extrato de ovos de 1
dia de idade em relacédo ao de 3 dias, cujo templioméduziu de 204 para apenas 125s (Duncan
P<0,05). O tempo médio de permanéncia do parasiiiee 0 extrato de ovos de 2 dias de

idade foi de 195s que exerceu um efeito arrestemelhante ao de 1 e ao de 3 dixD(05).
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Figura 2.5 — Tempo de permanéncialdenomus remus sobre papel de filtro incorporado com hexano (o),
e extratos hexanicos de ovos $mdoptera frugiperda de diferentes idades. Letras distintas indicam
diferencas significativas entre os tratamentos Qn£2innP<0,05)
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Figura 2.6 — Tempo de permanéncialdkenomus remus sobre papel de filtro incorporado com hexano (@i}, e
extratos hexanicos de ovos 8podoptera frugiperda com 1, 2 e 3 dias de idade. Letras distintas
indicam diferencas significativas entre os trataime(n=20; Duncaf<0,05)
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2.4 Discussao

A qualidade do hospedeiro para os parasitdidesvds oonsiste basicamente em dois
fatores: a espécie e a idade do ovo (LIU; ZHANGARKSG, 1998). Este ultimo € limitante, pois
0 desenvolvimento do embrido do hospedeiro demasdautrientes estocados nos ovos e, por
iIsso, ovos de idade mais avancada sdo geralmespedwmros de baixa qualidade nutricional.
Além disso, a larva do parasitdide ndo é capaz iderid a cuticula do hospedeiro,
impossibilitando a utilizacdo dos nutrientes aipaid embrido em estagio de desenvolvimento
avancado (STRAND; MEOLA,; VINSON, 1986).

Dessa maneira, a selecdo de ovos mais jovens paaeasitismo implica em uma melhor
qualidade nutricional para o desenvolvimento dg@ne. A maior parte dos estudos retrata que
a idade mais avancada do ovo influencia negativeenem algum parametro biologico da
progénie (SOUZA; SPENCE, 2001; TUNCBILEK; AYVAZ, @8). Entretanto, ha trabalhos que
indicam que ovos mais velhos ndo produzem qualgdeito sobre o parasitismo ou ao
desenvolvimento (JACOB; JODER; BATCHELOR, 2006; Paial. 1986).

Os resultados do presente estudo mostraram quesitpaleT. remus tem preferéncia por
ovos mais novos, de 1 e 2 dias de idade, sendeossde 3 dias menos parasitados (Figuras 2.1 e
2.2). No entanto, a analise dos parametros de dalsenento da progénie revelou que a
emergéncia dos parasitdéides € maior em ovos de krdirelacdo ao de 2 e 3 dias de idade
(Figura 2.3). Esses resultados sugerem que a @nefare a ampla aceitacdo dos ovos de 2 dias
para o parasitismo ndo condizem com um melhor gdesgemento da progénie, contrariando a
teoria do forrageamento 6timo (PYKE; PULLIAM; CHARN, 1977). Ruberson e Kring (1993)
mostraram resultados semelhantes do parasitoide®vde Trichogramma pretiosum Riley
(Hymenoptera: Trichogrammatidae) que parece nawidimar ovos de idade inadequada para o
desenvolvimento da progénie.

Outras espécies de parasitdides também preferemmmwms e de idade intermediaria para
0 parasitismo (MONJE; ZEBITZ; OHNERSORGE, 1999; MENRO; PEREZ-MORENO;
MARCO, 2009; REZNIK; UMAROVA, 1990). Em outras espEs de Scelionidae, foi
igualmente verificada a preferéncia por ovos no(@d ROCHA et al., 2006; ROMEIS;
SHANOWER; MADHURI, 2000).
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Em relacdo aos demais parametros, a razao sexdalrd®us nao foi alterada em funcéo
da idade do ovo (Figura 2.4), assim como o tempdeadenvolvimento, que foi de 11 dias em
todos os tratamentos (dados nédo apresentados).r&mladteracdo na razao sexual desviada para
uma proporcao de machos seja bem conhecida emdevioade avancada (SOUSA; SPENCE,
2001), o mesmo nao foi constatado em outras espdaidamilia Scelionidae, como d&anyon
gallardoi (Brethes) (DA ROCHA et al., 2006) Belenomus isis (Hymenoptera: Scelionidae)
(BRUCE; SCHULTHESS; MUEKE, 2009).

A idade do ovo adequada depende da espécie dedenspga que o desenvolvimento
embrionério varia entre as espécies (CHABI-OLAYE at 2001; MONJE; ZEBITZ;
OHNESORGE, 1999; PAK et al.; 1986). Outros traballqoe estudaram o parasitismo de
remus em ovos de outras espécies fpedoptera revelaram resultados diferentes dos obtidos
nesse trabalho. (DASS; PARSHAD, 1983; GERLING; SCARVZ, 1974).

Os compostos quimicos superficiais dos ovos Sddrugiperda apresentaram efeito
arrestante para o parasitéide remus (Figuras 2.6), que se manteve no papel de filtro,
caminhando em circulos, ou parado, vibrando asnastsobre a superficie. Por vezes, o
parasitéide saiu da area do papel de filtro, m&smeu em poucos segundos. Apés algumas
repeticdes desse breve movimento, o parasitoidénbaon a uma distancia maior do papel de
filtro, retornando dentro de 20s, ou desistindo.

Entre os diferentes tratamentos (idade do ovogxtmtos de ovos de 1 e 2 dias de idade
foram mais arrestantes para o parasitoide do qie ® dias (Figura 2.6). E possivel que tenha
ocorrido uma significativa reducédo ou alteracdo caagomonios presentes nas posturas de idade
mais avancgada, e que, por isso, 0s extratos das3edierceram menor arrestamento sobre os
parasitéides.

Gazit, Lewis e Tumlinson (1996) realizaram testsaedhantes com o parasitoifieremus
utilizando extratos hexanicos de ovos Slefrugiperda, porém, avaliaram outros parametros,
como a idade da fémea e dose dos extratos. Nemsalhin, os autores demonstraram que,
igualmente aos extratos dos ovos, 0s extratos g aa fémea e do macho adultos, assim como
0 composto majoritario do feroménio sexual do hdspe promoveram efeito arrestante. Dessa
maneira, nao é claro se o efeito arrestante doatextdos ovos deve-se aos compostos proprios

das posturas, ou das escamas que cobrem as pesagdsromonio que pode ficar impregnado.
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No presente estudo, tomou-se o cuidado de remowedximo possivel das escamas das
posturas antes da preparacdo dos extratos. Asra®stom escamas em excesso ndo foram
utilizadas. Mesmo assim, ndo se pode descartapegioemenos parte do efeito arrestante dos
extratos dos ovos deve-se aos compostos das escaamaprovadamente importante para
diversas espécies de parasitbides de ovos (JON&S #973; SHU; SWEDENBORG; JONES,
1990; GROSS et al. 1984; FILHO; LIMA, 2003).

Outro aspecto importante e limitante no parasitisime@vos mais velhos € o endurecimento
do cério, que dificulta a penetracdo do oviposft&IBEE; PASS; YEARGAN, 1979; IRVIN;
HODDLE, 2005). Portanto, é possivel que o baix@giéismo de ovos de idade mais avancada
seja decorrente de outra raz&o que néo a atrag@orestamento exercido pelos cairomonios dos
OVOS.

A habilidade de parasitar um amplo intervalo deléddos ovos deve ser um atributo que
confere um maior potencial do parasitdide em cdanti@ praga em campo. No casoldeemus,
os resultados sugerem que a localizacdo dos ovBsfidgiperda pode ser critica em ovos com
mais de 2 dias de idade, assim como o parasitismengergéncia sao também limitados. Assim,
esse parasitdide deve ser eficiente na busca depara manter a sua populacdo, pois 0S ovos
adequados ao seu parasitismo e progénie estétoeatidade e abrangem um curto intervalo de
tempo.

Além disso, os resultados apresentados nessehoab@b extremamente relevantes para a
criacao dos parasitoidds remus em laboratorio, pois mostram que para obter iddie$ de boa
qualidade e também manter a criagcdo em altos rmiegmsodutividade, € necessario utilizar ovos

deS frugiperda de 1 dia de idade.
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3 A PLANTA DE MILHO EMITE VOLATEIS INDUZIDOS PELA O VIPOSICAO DE
Spodoptera frugiperd4J.E. SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)?

Resumo

A inducao de volateis na planta pela herbivoria $&ao comumente descrita em plantas das mais
diversas familias. A oviposi¢cdo dos herbivoros tambnduz na planta a emissdo de voléateis
atraentes aos parasitdides de ovos, no entanta, iesacdo foi descrita em apenas dois
sistemas. O presente trabalho investigou se agpkd@tmilho emite volateis induzidos pela
oviposicdo deSpodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) por meio da
avaliacdo da resposta comportamental do parasit@dpecialista Telenomus remus
(Hymenoptera: Noctuidae) e pela coleta e identihicados odores emitidos pelas plantas em
diferentes intervalos de tempo (1, 2 e 3 dias)cibdalmente, foi observada a superficie foliar do
milho sob microscopia eletrénica de varredura. €siltados dos bioensaios e da coleta de
volateis ndo mostram que a oviposicdoSdérugiperda induz a emissédo de volateis no milho
atraentes ao parasitoide remus. Contudo, a oviposi¢cdo promoveu um efeito de sgd®@ da
emissdo do volatil organico linanol. A imagem de WIEostrou que as marcas deixadas nas
folhas pela remocéo das posturasSdiugiperda devem-se a deposicao da secrecdo do oviduto
e, aparentemente, ndo ocorre dano na superfi¢a fdasionadas pela oviposicdo. De acordo
com esses resultados, a oviposica&deugiperda ndo induz a producéade novo de volateis no
milho, mas suprimi a liberagéao de linalol.

Palavras-chave:Parasitdide de ovos, Atracao, Volateis de plant@p@3icéo, Linalol
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Abstract

Hebivore-induced plat volatiles have commonly besgorted in plants of several families.
Hebrivore oviposition also elicits emission of atiive plant volatiles for egg parasitois though
this interaction was only reported in two systeifise current work investigated if maize plant
emits ovposition-induced volatiles elicited Bgodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) by assessing behavioral response o§pkeialist egg parasitoifielenomus remus
(Hymenoptera: Noctuidae) and by volatile collectiand identification of odors emitted by
oviposition-induced plants at different time intelw (1, 2 and 3 days). Additionally, it was
observed maize leaf surface by scanning electrazroscopy. Bioassay results and volatile
collection do not show th& frugiperda oviposition induces the emission of attractiveatités
for the parasitoid. remus. However, oviposition promoted a suppression éfbecthe emission
of linalool, a volatile organic compound. SEM imagd¢evead that the marks left on the leaves
after removingS frugiperda egg masses are due to deposition of oviduct sewretnd,
apparently, there was no damage inflicted by ovimrson leaf surface. In view of these results,
S frugiperda oviposition does not inducdge novo production of volatiles on maize, but rather
suppresses realease of linalool.

Key-words: Egg parasitoid, Attraction, Plant volatiles; Owggiamn; Linalool
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3.1 Introdugéo

No processo de localizacdo do hospedeiro, os paides larvais sao guiados
principalmente por compostos volateis emitidos peata sob o ataque de seus hospedeiros
(McCALL et al., 1993). Essa interagcdo entre os igom naturais e plantas mediada pelos
volateis induzidos pelo ataque de herbivoros ftansamente estudada desde a década de 1990,
sendo comprovada em diversas espécies de plani@&EDVAN LOON, 2000). S&o raros 0s
casos de plantas que ndo emitem volateis induzdias herbivoria de insetos (TOOKER; DE
MORAES, 2007a).

Mais recentemente, foi demonstrado que a oviposd@® herbivoros também pode
induzir a emissao de volateis nas plantas capazafair seletivamente parasitéides de ovos. No
entanto, desde o primeiro relato, a inducdo deteisl@le plantas desencadeada exclusivamente
pela oviposi¢do foi comprovada em apenas duas iespéegetais. O primeiro sistema descrito
refere-se a oviposicdo do besowufanthogaleruca luteola Muller (Coleoptera: Chrysomelidae)
na plantaJimus minor (Miller) e a conseqiiente emissao de volateis patnacdo do parasitoide
de ovosOomyzus gallerucae (Fonscolombe) (Hymenoptera: Eulophidae) (MEINERS;KER
1997; MEINERS;WESTERHAUS; HILKER, 2000). O segurtdata da oviposi¢cao dBiprion
pini (L.) (Hymenoptera: Diprionidae) efinus silvestris (L.), atraindoChrysonotomyia ruforum
Krausse (Hymenoptera: Eulophidae) (HILKER et 2002; MUMM et al, 2005). Ha ainda um
terceiro sistema em que o feijRbaseolus vulgaris L. emite volateis atraentes ao parasitoide de
ovos Trissolcus basalis (Wollaston) (Hymenoptera: Scelionidae) quando fitzado pela
oviposicédo e herbivoria do percevejo veidezara viridula (L.) (Heteroptera: Pentatomidae)
(COLAZZA et al., 2004; COLAZZA; MCELFRESH; MILLAR2004), entretanto, neste caso, a
oviposicéao, isoladamente, ndo promove o mesmaeselire os parasitoides.

A razdo para a descricdo de poucos sistemas coentipssde defesa induzida pela
oviposicéo parece estar relacionado ao comportanygnticular de oviposi¢ao dos insetos na
planta. Antes de depositarem seus ovos, tAntoteola quantoD. pini danificam a superficie
foliar com o aparelho bucal ou o ovipositor, respamente. Esse dano fisico é essencial para o
contato da substancia elicitora presente na serhgaviduto com o interior do tecido vegetal
(MEINERS; HILKER, 2000; MUMM et al., 2003). Porém,possivel também que, por se tratar
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de uma descoberta recente, mais estudos precis@onskizidos a fim de investigar a ocorréncia
dessas defesas em outras espécies vegetais.

A deteccdo de ovos na superficie da planta poddéamocorrer devido ao contato
persistente com a superficie foliar ou por substdnta secrecdo do oviduto que colam os ovos a
superficie cerosa e acabam penetrando no seuom{eliLKER; MEINERS, 2006; HILKER;
MEINERS, 2009). Outro fato interessante que poderesponsavel pelo desencadeamento de
defesas ap0s a oviposicdo é a presenca de acidonje® (AJ) e acido salicilico (AS) nos ovos
qgue, por serem moléculas sinalizadoras da defesdan#a, induzem as rotas bioquimicas e a
transcricdo de genes envolvidos na producdo dassaef(TOOKER; DE MORAES, 2005,
2007Db).

Acredita-se que a capacidade de emissdo de volp®as plantas na atracdo de
parasitéides de ovos seja uma adaptacdo evolut@ra vantajosa do que a observada para os
parasitéides larvais, visto que esses Ultimos sédaes de sinais quimicos induzidos pelo ataque
do herbivoro, ao passo que os primeiros sdo atraigkes da eclosao das larvas (HILKER; 2002;
MUMM et al., 2005). Sendo assim, espera-se que @ammmumero de espécies vegetais do que
as reportadas tenham desenvolvido esse tipo desadgf@ra as espécies de herbivoros que
exercem presséao do intenso ataque.

O presente trabalho investigou se a planta de rddagmays L. emite volateis induzidos
pela oviposicao dé&podoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) por meio da
avaliacdo da resposta comportamental do parasitégpecialistaTelenomus remus Nixon
(Hymenoptera: Noctuidae) e pela coleta dos odoasspthntas induzidas pela oviposicao, em
diferentes intervalos de tempo. Adicionalmente,dbservada a superficie foliar do milho sob

microscopia eletronica de varredura para veriforeno ocorre a interagdo dos ovos com a folha.

3.2 Material e Métodos
3.2.1 Cultivo das plantas e criagédo dos insetos

As plantas de milhoZga mays var. Delprim) foram cultivadas no substrato conadrci
Basiplanf e mantidas em casa-de-vegetacdo. Foram utilizaldmsas com 8-10 dias apds a

emergéncia, contendo 3 folhas.
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A populacédo des frugiperda foi proveniente da criacdo do Laboratério de Biode
Insetos, ESALQ/USP, e foi criada em dieta artifitGREENE; LEPPLA; DICKERSON, 1976),
de acordo com a metodologia descrita por PARRA)IR0

Para a criacdo do parasitéide de oVosemus, posturas dé&. frugiperda com até 24 horas
de idade foram coladas em cartelas brancas dex2dedargura por 5 cm de altura e colocadas
em tubos de vidro de 9 cm de altura e 3 cm de drarmfechados em sua extremidade com filme
plastico PVC, contendo os parasitéides. Apenas cenizla de ovos por dia foi oferecida em
cada tubo de vidro apos 2-3 dias da emergéncipaasitdides e a mesma foi retirada apos um
periodo de 5 horas. Logo apés a emergéncia dowadgbticulas de mel puro foram colocadas
na parede interna dos tubos para a alimentacapatasitdides (GAUTAM, 1986). As fémeas
para os bioensaios foram separadas com base @atecesticas das antenas descritas por Picho
(1987).

Todas as criagcbes foram mantidas em uma salat2°@5 UR de 7810% e 12 h de
fotofase, no Laboratério de Ecologia Quimica e Contgmento de Insetos, ESALQ/USP.

3.2.2 Bioensaios em olfatbmetro

A resposta olfativa das fémeas Teremus alimentadas, com 3-4 dias de idade e sem
experiéncia de parasitismo, foi avaliada em umt@hfi@tro em Y para discriminar a preferéncia
do inseto quando exposto a dois odores.

Os ensaios foram conduzidos em uma sala climatizeatgida a 25,0 + 15C e 60,0 +
10,0% UR e fotofase de 12 h. O olfatbmetro utilzaa constituido de um tubo de vidro
bifurcado, de 2,5 cm de diametro, e bracos de ®\Ge comprimento. Os tratamentos foram
acondicionados em camaras de vidros conectadaasaedtremidades do olfatdmetro. A porgéo
distal do braco principal (na qual os insetos folilmerados) foi ligada uma mangueira conectada
a bomba a vacuo que succionou o ar do ambienteopatarior do sistema. O ar, anteriormente a
passagem nas camaras com o0s tratamentos, foicpdofiao passar por um filtro de carvao
ativado, e umidificado (Figura 3.1). Fluxdmetrosectados a entrada do ar permitiram calibrar o
fluxo de ar dentro do sistema, que foi de 300 nm/mi

Para avaliar o efeito dos odores das plantas iddsz dos ovos d& frugiperda, foram

realizados bioensaios com as seguintes combinalgéatamentos: (i) Planta Intacta (‘PV¥y.
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Planta Induzida pela Oviposi¢cédo (‘P10’); (ii) Planihduzida pela Oviposi¢ao (‘PIOvs. Ovos
(‘O’); e (ii) Planta Induzida pela Oviposicao (‘P)Qrs. Planta Intacta+Ovos (‘PI+0O’). Todos os
tratamentos foram testados nos intervalos de tedipdL, 2 e 3; considerando-se que 0s volateis
induzidos pela oviposicéo, diferentemente da indyga herbivoria, sdo emitidos apos periodos
mais longos (HILKER et al., 2002; TURLINGS et &99B).

Para a obtencdo de posturas Sefrugiperda nas plantas, trés fémeas com idade
aproximada de trés dias, ou seja, em inicio deosigdo (ESCALDANTE, 1974), provenientes
da criacédo de laboratorio, foram colocadas em ggidévoile acopladas as plantas de milho por
uma noite. No dia seguinte, as plantas contend® Jasturas médias foram separadas para o
tratamento ‘PIO’ (Figura 3.2). Dessa maneira, nogrsaios, foi utilizado o mesmo numero de
posturas dé&. frugiperda para os tratamentos ‘O’ e ‘PI+Q’, equivalente ae gontinha na ‘PIO’.

Os ensaios foram realizados durante a manha (I@Q®h). Em cada repeticdo, uma
fémea deT. remus, sem experiéncia de oviposi¢cédo, foi introduzida braco central do
olfatbmetro e observada por um periodo maximo deociminutos, em que foi registrada a
escolha por um dos tratamentos. A escolha do paidesipor um dos tratamentos foi considerada
apos o cruzamento de uma linha que divide a medadeomprimento do braco lateral e a
permanéncia nesse local por pelo menos 20 segundos.

O olfatbmetro foi trocado a cada 5 repeticoes ado Ido tratamento invertido a cada 2
repeticdes. Cada bioensaio consistiu de, no mini8@, repeticbes, conduzidas em 4 dias
diferentes. Apds cada bioensaio, o olfatdbmetro eadasaras de tratamento foram lavados com
Extran® a 10%, agua destilada, acetona (93%) @l&(60%), e secos em estufa a 160°C por 1

hora.
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Figura 3.1 - Sistema de olfatometria. (1): bomb&aauo; (2): filtro de carvdo ativado; (3): fluxénmt (4):
umidificador; (5): cAmara de vidro; (6): manguealeasilicone; (7): olfatdmetro em Y

R Sl

Figura 3.2 — Planta de milho que foi induzida palgposicdo depodoptera frugiperda (tratamento ‘P10’). As setas
em vermelho indicam as posturasSié ugiperda
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3.2.3 Coleta e Identificacdo dos volateis

Os volateis das plantas de milho sem oviposicaantalintacta) e aquelas induzidas pela
oviposicao des. frugiperda foram coletados foram coletados nos dias 1 e 2ipoperiodo de 4h,
e durante 12h na noite entre os dias 1 e 2, aifecar a producéade novo de algum composto.

O sistema de coleta de volateis e a metodologiaregada foram descritos
detalhadamente por Turlings et al. (1998). Paeabzacao da coleta de volateis as plantas foram
acondicionadas em camaras de vidro acopladas temsigle aeracdo, cujo fluxo de entrada foi
de 1,1 L/min (Figura 3.3 A). Para o bombeament@rmdeo interior do sistema, utilizou-se uma
bomba a vacuo que succionou o ar a 0,8 L/min edoectada aos filtros de coleta dos volateis
acoplados as camaras contendo as plantas. Os fittrsistiram de um tubo de vidro fino com 25

mg de polimero adsorvente Super-Q® em seu intéffigura 3.3 B).

Figura 3.3 - A: caAmaras de vidro com as plantamilleo, conectadas ao sistema de coleta de vol&eiSitro de
tubo de vidro com o polimero adsorvente Super-Q&eeluido com solvente diclorometano

Os filtros de Super-Q® expostos aos odores daggsldoram lavados com 150 pl de
solvente diclorometano e o extrato foi armazenaddrascos de vidro vedados mantidos em um
freezer a -86°C, até a analise. A cada amostradicionado 10 pl de uma solucédo de 200 ng de

n-octane e nonyl acetate, como padrao interno.
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As andlises foram realizadas em um equipamento @&k 78901 com o injetor
ajustado em splitless, detector de ionizacdo denah@ID) e Hélio como gas de arraste (24
cm/s). De cada amostra, foi injetada uma aliquetd dl em uma coluna capilar apolar EC-1 (30
m de comprimento 0,25mm de diametro e 0,25 um pesssra de parede). ApGs a injecao, a
temperatura da coluna foi mantida a 40°C por 3 mlievada a uma velocidade dC8nin até
atingir 100°C e depois reduzida paf&hnin até 220°C. O sinal do detector foi processaato
o software MSD ChemStation. Para a identificac&ogspectros de massa dos compostos dados
pelo equipamento EM Agilent VLMSD 59956 foram comgmos com as bibliotecas
“Plantvol.1”(especifica para volateis de milho)MST05a”.

3.2.4 Microscopia eletrénica de varredura

Seccdes do tecido foliar da ‘PI' e ‘PIO’ com as tposs removidas foram transferidas
para tubos do tipo eppendorf® contendo solucéo dfika (3% glutaraldeido + 3%
paraformaldeido em tampao cacodilato 50 mM, pH €dhtendo 5mM de Cag}l onde
permaneceram até a preparacdao das amostras. oséetie, 0 material vegetal foi lavado em
tampdo cacodilato 50 mM, pH 7,2 + 5mM de GaBk10 min), pés fixado em tetréxido de
0smio a 1% no mesmo tampéo e desidratado em coacées crescentes de etanol (30, 50, 70,
90 e 100%), antes da secagem em ponto critico (@¥DBalzers, BAL-TEC), montagem em
“stubbs” e metalizacdo em ouro (SDC-050 Spputerntép8AL-TEC). A Andlise e o registro

fotografico foram realizados em microscépio elerérie varredura Zeiss LEO.

3.2.5 Analise dos dados

Os dados de escolha dos bioensaios em olfatomeirs éoram analisados pelo teste de
qui-quadrado, ao nivel de 5 e 1% de probabilid@deparasitéides que nao responderam dentro
dos 5 min foram desconsiderados da analise.

A quantidade estimada de volateis emitidos pelasta$ induzidas pela oviposi¢do foram
analisados pelo teste t, a 5 e 1% de probabilidaggas analises foram realizadas utilizando o

software SigmaStat (Versao 2.03).



54

3.3 Resultados

O parasitoidel. remus ndo mostrou preferéncia por odores de plantasilie mtactas
(‘PI') ou induzidas pela oviposi¢cdo (‘PIO’) no dia (Figura 3.4; qui-quadradd>0,05). No
entanto, um namero significativamente maior de #sraeT. remus escolheu o tratamento ‘PIO’
nos dias 2 e 3 (qui-quadradex0,05).
O mesmo efeito de ‘PIO’ ndo foi constatado quarekiou estes odores frente aos do
tratamento ‘PI+O’, pois o parasitdide ndo apreserceferéncia pelos odores de ‘PIO’ ou

‘PI+O’ em nenhum dos dias (Figura 3.5; qui-quadrét),05).

EPIO =PI n° de repeticdes
dial n=49
80 60 40 20 0 20 40 60 80

Escolha (%)

Figura 3.4 — Porcentagem de escolha do parasif@eéaomus remus, sem experiéncia, frente aos odores da planta
de milho de milho intacta (‘PI') e a planta indie&ipela oviposi¢cdo dgpodoptera frugiperda (‘P10’)
nos dias 1, 2 e 3. * 5% de significAncia pelo tdstgui-quadrado
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EPIO =PI+O n° de repeticdes
dial n=32
80 60 40 20 0 02 40 60 80

Escolha (%)

Figura 3.5 — Porcentagem de escolha do parasif@@aomus remus, sem experiéncia, frente aos odores da planta
de milho induzida pela oviposicdo @podoptera frugiperda (‘P1O’) e planta de milho intacta+ovos
(‘PI+O’) nosdias 1,2e 3

Os tratamentos ‘PI' e ‘PIO’ no dia 1 emitirgfamirceno em quantidades semelhantes
(Figura 3.6; teste t; t=0,848=0,424). Entretanto, linalol e acetato de gerafitam emitidos
em quantidades menores pela ‘PIO’ em relacdo asémida ‘PI' (linalol: t=4,513 &=0,002;
acetato de geranila t=2,40%e=0,043).
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Figura 3.6 — Emisséo de volateis (ng+EP) pela plaet milho induzida pela oviposicéo §godoptera frugiperda
(‘P1O’) e pela planta intacta (‘PI') no dia 1 (n=8ompostos: 18-mirceno; 2-linalol; 3- acetato de

geranila.
* 5% de significancia pelo teste t; ** 1% de sifiglncia pelo teste t

No periodo entre os dias 1 e 2, a emissag-aarceno foi semelhante em ‘PI' e ‘PIO’
(Figura 3.7;t=0,013 & =0,990), porém, a quantidade de linalol emitidiasfgnificativamente
maior em ‘PI', uma vez que nao foi detectada a sfoisdesse composto em ‘PIO’ (t=4,221,
P=0,004). No dia 2, ‘PIO’ e ‘PI' emitiranf-mirceno e linalol em quantidades semelhantes

(Figura 3.8-mirceno: t=0,023® =0,982; linalol t=0,964 & =0,372).
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Figura 3.7 — Emisséo de volateis (ng+EP) pela plaet milho induzida pela oviposicdo Saodoptera frugiperda
(‘PIO") e pela planta intacta (‘PI') na noite entoe dias 1 e 2 (n=4). Compostos: ftmirceno; 2-
linalol.

* 5% de significancia pelo teste t
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Figura 3.8 — Emissédo de volateis (ngzEP) pelatalde milho induzida pela oviposigdo Heodoptera frugiperda
(‘PIO’) e pela planta intacta (‘PI’) no dia 2 (n=4ompostos: 18-mirceno; 2-linalol.

Quando as plantas de milho foram induzidas pelposi¢éo des. frugiperda, foi possivel
visualizar as marcas deixadas na superficie falgls a remoc¢édo dos ovos (Figura 3.9 A). A
microscopia eletrénica de varredura (MEV) revelae gssas pontuacdes deixadas pelos ovos
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constituem regides concéntricas mais elétron-defisgara 3.9 B). A cobertura esbranquicada
na superficie e ao redor dos ovos €, provavelmargecrecdo do oviduto que atua como adesivo

dos ovos.

Figura 3.9 — Face abaxial da folha da planta deanilduzida pela oviposi¢céo (‘PIO’) com destaque idapressdes
deixadas pela remogédo das posturas (A:circulopBss. A: imagem no aumento de 10x; B: imagem
do microscapio eletrénico de varredura (25x)

3.4 Discussao

A resposta comportamental deremus frente aos odores emitidos pela planta de milho
induzida pela oviposicao (‘PIO’) e a planta inta€¢fl’) nos dias 2 e 3 mostrou que poderia
haver algum(ns) composto(s) atraente(s) espedjiaiterando o comportamento do parasitoide
(Figura 3.4). No entanto, esse mesmo efeito ndwvdioiicado quando os odores de ‘PIO’ foram
confrontados com a planta intacta+ovos (‘PI+O’)iégaddo que a atracdo do parasitdide poderia
estar relacionada a uma combinacao dos odoresntaphduzida pela postura 8drugiperda e
dos ovos que permaneceram sobre a planta (Figira 3.

A oviposicdo deS. frugiperda pode induzir uma maior producdo de acetato dendera
somente no dia 1 (Figura 3.6). Embora em menortalsaie, esse composto também foi emitido
pela ‘PI'. Dessa maneira, € possivel que ‘PIO’ germitido o acetato de geranila em maiores
quantidades devido a manipulacdo da planta quesudbmetida a um maior estimulo fisico
(procedimento de inducéo pela oviposicao, mariposasocao das gaiolas).

Por outro lado, a oviposi¢cdo suprimiu a liberac@ocdmposto organico volatil linalol,
comumente liberado pela planta de milho (D’ALESSAND TURLINGS, 2006), no dia 1 e na
noite entre os dias 1 e 2 (Figuras 3.6 e 3.7)n@ldl parece ser o principal volatil na atracdo de
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S frugiperda (JONSSON; ANDERSON, 1999). Assim, a supressaoirddol promovida pela
oviposicdo deS frugiperda pode constituir uma estratégia que previne queostundividuos
ovipositem na planta, evitando competidores.

Trabalhos recentes mostram que a oviposicdo detomspode reduzir as taxas
fotossintéticas da planta (SCHRODER; FORSTREUTERKHER, 2005; VELIKOVA et al.,
2010). Sendo assim, a producdo de volateis, queependente da fotossintese (PARE;
TUMLINSON, 1997), pode ser consequentemente afetamlao foi observado na emissédo do
linalol.

De acordo com esses resultados, a planta de malhaleve produzir volateis induzidos
pela oviposicido d&. frugiperda. E provavel que esse tipo de indugédo seja paatiaulalguns
sistemas tritréficos, diferentemente daqueles ndegdigelos volateis induzidos pela alimentacéo
de um herbivoro que desde o primeiro relato fobrila em plantas pertencentes a diversas
familias (DICKE, 2009).

Considerando que os sistemas tritroficos jaA descriénvolvendo a atracdo dos
parasitdides de ovos mediada por volateis da plemtazidos pela oviposicdo do herbivoro
foram bem caracterizados (BEYAERT et al., 2010; KHR et al., 2002, 2005; MEINERS;
HILKER, 2000; MEINERS et al., 2005; MUMM; HILKER,@®5; MUMM et al., 2003, 2004a,
b; SCHRODER et al., 2007 WEGENER et al., 2001)saas principais particularidades s&o:
especificidade das interacdes e dano pelo herbassaciado a oviposigéo.

Analisando essas caracteristicas, no sistema amogdta especificidade na interacéo
entre o parasitdide de ovos e 0 hospeddiragmus e S. frugiperda), entretanto, 0 mesmo néao
ocorre na interacdo entre o herbivoro e a pla8tdrggiperda e Z. mays). Além disso,S.
frugiperda parece ndo danificar a superficie foliar na ovigixs (Figura 3.9). Embora Hilker e
Meiners (2009) sugeriram que o contato persistdoteovos deve desencadear mecanismos de
defesa da planta, a inducao de volateis no millstenestudo néo foi constatada. Ao contrério, a
oviposicéo deS frugiperda promoveu um efeito supressor da emisséo do lipala planta de
milho. E possivel que a presenca de acido sabc(S) nos ovos (TOOKER; DE MORAES,
2007b) seja responsavel pela supressao, poisiedsarionio pode atuar negativamente na rota
do acido jasmonico (AJ), principal molécula indatoda resisténcia contra a herbivoria
(PRESTON et al., 1999). Entretanto, o mecanismo geal ocorre essa supressao do linalol em
funcado da oviposigcao deve ainda ser melhor exptorad
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4 RESPOSTA DE UM PARASITOIDE DE OVOS GENERALISTA E ESPECIALISTA
AOS VOLATEIS INDUZIDOS PELA HERBIVORIA DE Spodoptera frugiperda(J.E.
SMITH) (LEPIDOPTERA: NOCTUIDAE)

Resumo

As plantas, quando danificadas pela herbay@mitem substancias volateis que constituem
importantes pistas quimicas para os inimigos natmabusca pelo seu hospedeiro. A oviposi¢ao
do herbivoro na planta pode induzir a emissdo déteie que atraem parasitoides de ovos,
entretanto, essa defesa parece estar restritaimadgespécies vegetais. Considerando-se que 0s
0ovOoS sdo inconspicuos e emitem poucos odores,rasifdgéides de ovos devem empregar outras
pistas quimicas na localizacdo do hospedeiro. Dmsseira, esse trabalho buscou investigar o
papel dos volateis da planta de milho induzidoa pelrbivoria deSpodoptera frugiperda (J.E.
Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) na localizacdo disgedeiro por um parasitéide de ovos
especialista, Telenomus remus Nixon (Hymenoptera: Scelionidae), e um generalista
Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae). Os ensaiosolfatdmetro
em ‘Y’ e a identificagdo dos volateis emitidos pelplantas revelaram qu& remus ndo
apresentou o comportamento inato de atracao pdlme® das plantas induzidas. Porém, apés a
experiéncia com o0s volateid, remus passou a ser atraido tanto por misturas compostas
majoritariamente por volateis de folhas verdes (¥)f\4ue sdo emitidas logo apés o dano; como
por misturas mais complexas, compostas por terp@mosidas algumas horas apés a inducéo.
Enquanto quéd. pretiosum apresenta um comportamento de atracdo inato pé&\ds, porém, &
também capaz de aprender misturas compostas pentey. Esses resultados mostram que 0s
parasitdides de ovos com diferentes graus de edigaciio apresentam estratégias distintas no
uso dos volateis de plantas induzidos pela heraivgque devem orienta-los na localizacdo da
comunidade do hospedeiro.

Palavras-chave: Telenomus remus, Trichogramma atopovirilia, Volateis de folhas verdes,
Terpenos
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Abstract

Herbivore-damaged plants emit volatile compoundglwlare used by natural enemies as
chemical cues for host finding. Herbivore ovipasition the plant can induce the emission of
attractive volatiles for egg parasitoids, thougis thpe of defense seems not to be widespread in
plants. Given that eggs are inconspicuous and lemviamount of odors, egg parasitoids might
exploit other chemical cues for host finding. Thtles work aimed to investigate the role of
herbivore-induced maize volatiles elicited 8yodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae) in host finding behavior of the spestakgg parasitoid]elenomus remus Nixon
(Hymenoptera: Scelionidae), and the generalisthogramma pretiosum Riley (Hymenoptera:
Trichogrammatidae). Y-tube olfactometer bioassayd @entification of volatiles emitted by
plants revelead that. remus did not show an innate attraction response towardisced plant
odors. Nevertheless, after experience with indyglast volatiles,T. remus was attracted by
blends predominantly comprised by green leaf Vest{GLVs), which are emmited by fresh-
damaged leaves, as well as by blends comprisedrpgries, emitted some hours after induction.
While T. pretiosum was innately attracted by GLVs, although it isoalble to learn terpene
blends. These results show that egg parasitoids different host breath use different strategies
of exploiting herbivore-induced plant volatiles, iath orient them for locating host community.

Keywords: Telenomus remus, Trichogramma atopovirilia, Green leaf volatiles, Terpenes
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4.1 Introducgao

Os volateis liberados pelas plantas sob o ataqums#tos herbivoros sédo importantes
pistas quimicas para os parasitdides e predadarkxalizacdo do hospedeiro/presa (DICKE et
al., 1990; TURLINGS; TUMLISON, 1991). Este mecanisrde defesa indireta ocorre em
diversas familias de plantas e a atracdo dos wlattuzidos pela herbivoria foi comprovada em
diversas espécies de parasitéides larvais bem goetadores artropodes (DUDAREVA et al.,
2006; KESSLER; BALDWIN, 2001; MATTIACCI; DICKE; POBHUMUS, 1995; NGI SONG
et al., 1996).

Além da herbivoria, a oviposicdo dos insetos henois nas plantas também induz a
producdo de defesas na planta, entre elas a pwdigavolateis (HILKER et al., 2002;
MEINERS; HILKER, 1997). Diferentemente dos volateisduzidos pela herbivoria, este
mecanismo de defesa desencadeado exclusivameate\pgbsicdo do inseto foi reportado em
apenas dois sistemas tritréficos e, portanto, d@ der um mecanismo comumente encontrado
nas plantas (HILKER et al., 2002; MEINERS; HILKEEQ00).

A orientacdo dos parasitoides de ovos por odoresade®s do proprio estagio alvo do
hospedeiro poderia ser uma estratégia bem sucedittzcalizagdo. Entretanto, os ovos emitem
poucos odores, que devem atuar somente a curtasaias. Além disso, 0s ovos, geralmente,
séo inconspicuos e depositados em locais protegififaziltando ainda mais a sua localizacao
(VINSON, 1998). Assim, os parasitdides de ovosifeeiemente utilizam outras pistas quimicas
no processo de localizacdo do hospedeiro, comaspéstsociadas aos estagios larval e adulto do
hospedeiro, que sao ativos e emitem odores em rgaartidade, detectaveis a média e longa
distancias, como os feromoénios e compostos dasnasc@COLAZZA; ROSSI; CLEMENTE,
1997; SHU; JONES, 1989).

Estes odores provindos dos estagios nao alvositt@mtpistas indiretas, pois néo indicam
com precisdo a presenca do estdgio-alvo do hospededvo. Entretanto, a busca guiada por
eles parece ser um comportamento adaptativo, palmente, para espécies foréticas de
parasitdides de ovos (BRUNI et al., 2000), e dagigdides cujos hospedeiros sdo multivoltinos.

Apesar da grande importancia que os volateis degdanduzidos pela herbivoria, poucos
estudos tratam do seu papel no comportamento diziagcdo hospedeira de parasitéides de ovos
(LOU; MA; CHENG, 2005; MORAES et al., 2005). Assimo presente trabalho, avaliou-se a
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resposta de duas espécies de parasitdides de evepiddpteros, uma considerada generalista,
Trichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae) (ZUCCHI; MTEIRO,
1997), e a outra especialistBelenomus remus Nixon (Hymenoptera: Scelionidae), cujo
hospedeiro natural restringe-se ao géngsodoptera (SCHWARTZ; GERLING, 1974), aos
volateis da planta de milho induzidos pela herb@vate Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae).

A fim de averiguar se a atracdo dos parasitoidesvibs pelos volateis induzidos pela
herbivoria das lagartas pode ndo s6 guia-los a smwade do hospedeiro, mas também as plantas
contendo ovos do seu hospedeiro, o presente tmbadhificou se fémeas gravidas &

frugiperda preferem ovipositar em plantas atacadas, ou ré@s fagartas da mesma espécie.

4.2 Material e Métodos

4.2.1 Cultivo das plantas e criagao dos insetos

As plantas de milhoZga mays var. Delprim) foram cultivadas no substrato consdrci
Basiplanf e mantidas em casa-de-vegetacdo. Foram utilizaldmsas com 8-10 dias apds a
emergéncia, contendo 3-4 folhas.

Os parasitéides de ovds remus e T. pretiosum foram multiplicados em posturas &e
frugiperda com até 1 dia de idade. Para o parasitismo, asinpgsforam coladas em cartelas
brancas de 2,5 cm de largura por 5 cm de altunaegidos em tubos de vidro de 9 cm de altura e
3 cm de diametro, fechados em sua extremidade cbne fplastico PVC, contendo os
parasitoides. Apenas uma cartela de ovos poroiiaférecida em cada tubo de vidro apos 2-3
dias da emergéncia dos parasitoifiesemus e T. pretiosum, sendo retirada apds um periodo de 5
e 24 horas, respectivamente, e colocada em um dabadro. Logo apos a emergéncia dos
adultos, goticulas de mel puro foram colocadasarade interna dos tubos para a alimentacéo
dos parasitéides (GAUTAM, 1986). A separacdo aset&rdos parasitdides para os bioensaios
foi baseada nas caracteristicas das anten@sréeus e T. pretiosum descritas por Picho (1987)

e Pinto (1997), respectivamente.

A populacdo do hospedei®@ frugiperda foi proveniente da criagdo do Laboratorio de

Biologia de Insetos, ESALQ/USP, e foi criada emtaiartificial (GREENE; LEPPLA;
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DICKERSON, 1976), de acordo com a metodologia a@spor Parra (2001). As criagOes foram
mantidas em uma sala az28C, UR de 7810% e 12 h de fotofase.

4.2.2 Bioensaios de preferéncia de oviposicao 8efrugiperda

Foram realizados testes de preferéncia de ovipmsie®. frugiperda frente a plantas de
milho ndo danificadas e induzidas pela herbivogdatjartas da mesma espécie. Para a inducao
da planta pela herbivoria das lagartas (PIL), daras de 2° instar foram colocadas no cartucho
as 10:00h e permaneceram até o inicio do bioergsib3:00h. Os tratamentos PND e PIL foram
posicionados cada uma em uma extremidade da gedsiteccionada em tecido tule de 55 cm de
altura, 60 cm de comprimento e 10 cm de largurguflai 4.1), no qual foram liberadas 5 fémeas
gravidas deS frugiperda com 3 dias de idade. O bioensaio foi conduzidouena sala com
condicbes controladas (25+1°C; 60+10% UR; fotofdasel2h) e teve duracdo de uma noite. No
dia seguinte, durante a manh@, as posturas foraravidas e o numero de ovos em cada uma

delas foi contabilizado.

4.2.3 Bioensaios em olfatbmetro
4.2.3.1 Insetos

Foram utilizadas fémeas de remus com 3-4 dias de idadeTe pretiosum com 2-3 dias,
alimentadas com mel com ou sem experiéncia aoipanas deS. frugiperda. A experiéncia dos
parasitdides consistiu no parasitismo de ovosSdiugiperda e a exposicdo simultanea aos
odores da planta induzida, no interior de um tummn( x 3cm). Apos 15 min, com um pincel,
foram coletados, cuidadosamente, os parasitbidegsfavam em cima das posturas Somente no

dia seguinte os insetos foram utilizados nos baiess
4.2.3.2 Procedimento
A resposta olfativa dos parasitdides de ovos (Rigu2) foi avaliada em um olfatdmetro

em Y para discriminar a preferéncia do inseto qoagposto a dois odores, ou somente um odor

e um branco.
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Os ensaios foram conduzidos em uma sala climatizedgida a 25,0 + 15 e 60,0 +
10,0% UR e fotofase de 12 h. O olfatdbmetro utilzada constituido de um tubo de vidro
bifurcado, de 2,5 cm de diametro, e bracos de 8,Gde comprimento. Os tratamentos foram
acondicionados em camaras de vidros conectadaasaedtremidades do olfatdmetro. A porgéo
distal do brago principal (onde os insetos forameridos) foi ligada uma mangueira conectada a
bomba a vacuo que succionou o ar do ambiente pataror do sistema. O ar, anteriormente a
passagem nas camaras com os tratamentos, foicpdofiao passar por um filtro de carvao, e
umidificado (Figura 4.3). Fluxdmetros conectadanttada do ar permitiram calibrar o fluxo de
ar dentro do sistema, que foi de 300 ml/min.

Para avaliar os efeitos dos volateis induzidos pdimentacdo, foram realizados
bioensaios com as seguintes combinacfes de tra@snén Planta Nao Danificada (PND3.
Planta Induzida pela herbivoria das Lagartas (Rjug consistiu na inducéo pela alimentacéo de
10 lagartas de 3° instar & frugiperda durante uma noite (Figura 4.3A); (i) PNB. Planta
Induzida pelo Regurgito (PIR) nos intervalos 0-43,6-7 e 12-13h. O regurgito foi extraido
manualmente das lagartas 8efrugiperda de 3°-4° instar alimentadas no milho por dois dias
(Figuras 4.4C e 4.5). Para induzir a planta, foraspadas as 22 e 32 folhas (aproximadamente 1
c’ de area de cada folha) e 10uL do regurgito foicapb no local. Esse método é
freqUentemente utilizado para padronizar a indygda herbivoria nas plantas, visto que é dificil
controlar e padronizar o dano causado pelas lagast@lanta e, conseqiiemente, testar diferentes
composic¢des de volateis liberados pela planta delaccom o padréo temporal (TURLINGS et
al., 1998).

Os ensaios foram conduzidos em uma sala com ilg&mhomogénea e mantida a 25,0 +
1,0°C; 60,0 £ 10,0% UR e fotofase de 14 h, duranteanha e tarde (8:00 - 18:00 h), uma vez
gue os parasitéides encontram-se mais ativos npeseslos.

Em cada repeticdo, uma fémeaTdeemus ou deT. pretiosum, com ou sem experiéncia
prévia, foi introduzida no brago central do olfadim e observada por um periodo maximo de
cinco minutos, em que foi registrada a escolha yor dos tratamentos. A escolha pelo
parasitéide por um dos tratamentos foi consideagds o cruzamento de uma linha que divide a
metade do comprimento do braco lateral e a perncamémesse local por pelo menos 20

segundos. Apos o término da repeticdo, o parasitdiitizado foi descartado. A cada bioensaio,
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o olfatbmetro e as camaras de tratamento forandésvaom Extran® a 10%, 4gua destilada e
acetona, e secos em estufa a 160°C por 1 hora.

Figura 4.1 — Gaiola utilizada nos testes de prafgaéde oviposi¢cdo dgpodoptera frugiperda (dimensdes: 55 cm de
altura, 60 cm de comprimento e 10 cm de largura). *

Figura 4.2 - A: Parasitéide especialistalenomus remus Nixon (Hymenoptera: Scelionidae); B: Parasitdide
generalistalrichogramma pretiosum Riley (Hymenoptera: Trichogrammatidae). Aumentvezes
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Figura 4.3 - Sistema de olfatometria. (1): bomb&aauo; (2): filtro de carvao ativado; (3): fluxonmt (4):
umidificador; (5): camara de vidro; (6): mangueadeasilicone; (7): olfatdmetro em Y

Figura 4.4 — A: planta de milho induzida pela heobia de lagartas d&podoptera frugiperda durante uma noite
(tratamento PIL); B: planta de milho danificada amcamente pela raspagem com lamina (tratamento
PDM); C: planta de milho danificada com a laminam@uzida pela aplicacdo do regurgito no local
(tratamento PIR)

Figura 4.5 - Extracdo do regurgito da lagart&amoptera frugiperda de 3° instar alimentada em milho

4.2.4 Coleta e Identificacdo dos volateis

Foram coletados os volateis emitidos pelos tratémserestados nos bioensaios com 0s
parasitoides: PND, PIL, PIR) nos intervalos 2-3, &-12-13h
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O sistema de coleta de volateis e a metodologia regaga foram descritos
detalhadamente por Turlings et al. (1998). Paraadizacdo da coleta de volateis, as plantas
foram acondicionadas em camaras de vidro acopladasistema de aeracao, cujo fluxo de
entrada foi de 1,1 L/min (Figura 4.6 A). Para o beamento de ar no interior do sistema,
utilizou-se uma bomba a vacuo que succionou o @8d./min e foi conectada aos filtros de
coleta dos volateis acoplados as camaras contenglatas. Os filtros consistiram de um tubo
de vidro fino com 25 mg de polimero adsorvente @ em seu interior (Figura 4.6 B).

Figura 4.6- A: camaras de vidro com as plantas dleomnconectadas ao sistema de coleta de vol&eifiltro de
tubo de vidro com o polimero adsorvente Super-Q&ee&luido com solvente diclorometano

Os filtros de Super-Q® expostos aos odores dadgsdoram lavados com 150 ul de
solvente diclorometano e o extrato foi armazenaddrascos de vidro vedados mantidos em um
freezer a -86°C, até a analise. A cada amostradicgionado 10 pl de uma solucdo de 200 ng de
n-octane e nonyl acetate, como padréo interno.

As andlises foram realizadas em um equipamento @t 78901 com o injetor
ajustado em splitless, detector de ionizacao denah@ID) e Hélio como gas de arraste (24
cm/s). De cada amostra, foi injetada uma aliqueta dl em uma coluna capilar apolar EC-1 (30
m de comprimento 0,25mm de didmetro e 0,25 um pesssra de parede). ApGs a injecdo, a
temperatura da coluna foi mantida a 40°C por 3 mlievada a uma velocidade dRC8ninaté
atingir 100°C e depois reduzida paf&nin até 220°C. O sinal do detector foi processzmin
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o software MSD ChemStation. Para a identificac&ogspectros de massa dos compostos dados
pelo equipamento EM Agilent VLMSD 59956 foram comgmos com as bibliotecas

“Plantvol.1”(especifica para volateis de milho)NIST05a”.
4.2.5 Analise dos dados

Os dados de escolha dos bioensaios em olfatommeirg éoram analisados pelo teste de
qui-quadrado, ao nivel de 5 e 1% de probabilid@deparasitdéides que nao responderam dentro
dos 5 min foram desconsiderados da analise.

Na analise dos dados dos ensaios de preferénciavigesicdo das mariposas foi
empregado o teste t pareado. Essas analises fe@madas utilizando o software SigmaStat
(Versao 2.03)

4.3 Resultados

As fémeas deS frugiperda depositaram, em média, 331 e 224 ovos nas plar@as
danificadas (PND) e nas plantas induzidas pelailwrta das lagartas (PIL), respectivamente,
(Figura 4.6), nao havendo diferenca significativdree os tratamentos (Figura 4.6; teste t;
t=0,768; p=0,462).
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250 -
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150 -
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NUumero médio de ovos

PND Pl

Figura 4.6 - Namero médio de ovos$ldrugiperda depositados na planta de milho ndo danificada (ebdiirole) e
na planta de milho induzida pelas lagartas da mespécie (PI) (teste t; n=10; p=0,462)
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Os parasitéides. remus e T. pretiosum sem experiéncia ndo foram atraidos pelos odores
emitidos pelas plantas de milho ndo danificadas D)PNcuja emissdo foi constituida
majoritariamente pelo volatil linalol, e outros qomstos que foram encontrados em menores
concentracdes (Figura 4.7 e Tabela 4.1). Dessaafomos bioensaios seguintes, a PND

representou o controle.

PND
=B
100 80 60 40 20 0 20 40 60 80 1000

Escolha (%)

Figura 4.7 — Porcentagem de escolha dos parastdidenomus remus e Trichogramma pretiosum, sem
experiéncia, pela planta de milho ndo danificadéqPe o controle branco (B)

A resposta do parasitoide especialiStaremus, sem experiéncia, pelos odores emitidos
pela Pl 0-1h foi de 62%, n&o diferindo da porceaagle escolha pela PND (Figura 4.8; qui-
quadradoP>0,05). Entretanto, a Pl 0-1h foi atraente ao pigids T. remus apds a experiéncia,
cuja resposta foi de 87% (qui-quadraBoz0,01). Ja o parasitdide generalistaretiosum, sem
experiéncia, apresentou um comportamento inatdrdedm aos volateis da Pl 0-1h, com 65% de
resposta (Figura 4.8; qui-quadrad®x0,05). Entretanto, a experiéncia com os volatei®| O-
1h ndo alterou a intensidade da respa&d. pretiosum, que foi de 68%, diferindo ao nivel de
5% da escolha pela PNP €0,05).
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Figura 4.8 — Porcentagem de escolha dos parastdmlenomus remus e Trichogramma pretiosum, com e sem
experiéncia frente aos volateis induzidos, pelozresl da planta de milho ndo danificada (PND) e a
planta induzida com o regurgito 8podoptera frugiperda apos 0-1h (P1 0-1h). T.fEremus; T.p.=T.
pretiosum. * significativo a 5% pelo teste de qui-quadradd;significativo a 1% pelo teste de qui-
gquadrado

De maneira semelhante, no intervalo seguinte, oeesdla Pl 2-3h n&o foram atraentes aos
parasitéided. remus sem experiéncia, cuja escolha a esses odoreg #2%, enquanto que as
fémeas experientes escolheram os mesmos odored%niFigura 4.9; qui-quadrad®, <0,05),
mostrando que essa espécie foi capaz de aprendeolais liberados pela Pl 2-3h. Os
parasitoided. pretiosum, com e sem experiéncia, foram atraidos pelos sdtadl 2-3h em 84 e
80%, respectivamente, diferindo da escolha pela EMibstrando, portanto, uma resposta inata

dessa espécie a esses volateis (Figura 4.9; qdrapeP <0,01).
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Figura 4.9 — Porcentagem de escolha dos parastdelenomus remus e Trichogramma pretiosum, com e sem
experiéncia frente aos volateis induzidos, pelageslda planta de milho ndo danificada (“PND") e a
planta de milho induzida com o regurgito §edoptera frugiperda apds 2-3h (“PI 2-3h”). T.r'E
remus,; T.p.=T. pretiosum. * significativo a 5% pelo teste de qui-quadradbsignificativo a 1% pelo
teste de qui-quadrado

Nos bioensaios com as plantas induzidas pelo rgguagos 6-7h (tratamento Pl 6-71),
remus e T. pretiosum apresentaram uma resposta semelhante frente Edsisosendo atraidos
pelos volateis somente ap0s a experiéncia préwa,/& e 79% dos casos, respectivamente
(Figura 4.10; qui-quadrad®<0,05).
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Figura 4.10 — Porcentagem de escolha dos parastdallenomus remus e Trichogramma pretiosum, com e sem
experiéncia frente aos volateis induzidos, pelaz@glda planta de milho ndo danificada (PND) e a
planta induzida com o regurgito &odoptera frugiperda apos 6-7h (Pl 6-7h). T.rl=remus; T.p.=
T. pretiosum * significativo a 5% pelo teste de qui-quadrado

Diferentemente dos bioensaios anteriores, no iaker¥2-13h, a planta de milho induzida
pelo regurgito (Pl 12-13h) néo foi atraente pamshoena das espécies, mesmo ap0is a experiéncia
com os odores (Figura 4.11; qui-quadrad®»0,05). O parasitoidel. remus sem e com
experiéncia respondeu aos volateis da Pl 12-134&m53%, respectivamente, enquanto que as
respostas deé. pretiosumforam de 60 e 42%.

Os volateis pelas plantas induzidas pela herbivdaa lagartas d&. frugiperda pelo
periodo de uma noite (tratamento PIL) ndo foraraesttes aos parasitdides Teremus e T.
pretiosum sem experiéncia, cujas respostas foram de 49 e &Xpectivamente (Figura 4.12;
qui-quadradoP >0,05). No entanto, ap0s a experiéndiayemus passou a responder a esses
volateis, apresentando a resposta de 69% (qui-gded? <0,05), eT. pretiosum nao foi capaz
de aprender a mistura liberada pela PIL, pois alleadoi de apenas 51% £0,05).
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Figura 4.11 — Porcentagem de escolha dos parastdaienomus remus e Trichogramma pretiosum, com e sem
experiéncia frente aos volateis induzidos, pelaz@slda planta de milho ndo danificada (PND) e a
planta induzida com o regurgito &podoptera frugiperda apés 12-13h (Pl 12-13h). T.T=remus;
T.p.=T. pretiosum.
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Figura 4.12 — Porcentagem de escolha dos parastdaienomus remus e Trichogramma pretiosum, com e sem
experiéncia frente aos volateis induzidos, pelozresida planta de milho ndo danificada (PND) e a
planta induzida pela herbivoria das lagartasSut#loptera frugiperda apdés uma noite (PIL). T.r=
remus; T.p.=T. pretiosum. * 5% de significAncia pelo teste de qui-quadrado
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A composicdo e concentracdo das misturas de wldverados por todos os tratamentos
testados nos bioensaios estdo apresentados na Habet as propor¢cbes na mistura na Figura
4.13. Observa-se que os VFVZ)(E-hexenal, )-2-hexenal, [£)-3-hexen-1-ol e acetato dg){
3-hexenila) predominaram na mistura emitida pel@-Ph e, em menores quantidades, estavam
presentes compostos monoterpenos, como o linatof-enirceno (Figura 4.13). No intervalo
seguinte, a Pl 2-3h passou a emitir, em maiorentgizales, monoterpenos, aromaticos (acetato
de fenetila, acetato de benzila, acetato de garanihdol) e o homoterpenoEB4,8-dimetil-
1,3,7-nonatrieno (DMNT), que predominou na mis{irigura 4.13). Além disso, nesse intervalo
de tempo, deu-se inicio a emissdo de sesquiterpétmsoutro lado, a emissao de VFVs
praticamente cessou, sendo liberado ape@astato de4)-3-hexenila, em baixas quantidades.

Ja na mistura liberada pela Pl 6-7h, os sesquiteg€)-5-cariofileno, E)-a-bergamoteno
e (E)-p-farneseno foram emitidos em altas quantidadesd@optinaram na mistura (Figura 4.11).
Todos os compostos aromaticos (exceto o acetatoedeila), o DMNT e os monoterpenos
também compunham a mistura, porém, representanatosjunenos de 50% da mistura. Neste
intervalo de tempo, ndo houve mais emissao de VFVs.

A composicdo dos volateis emitidos pela Pl 12-X8ke foi induzida noturnamente, foi
semelhante a mistura liberada pela Pl 6-7h, conegéa do acetato de geranila, que estava
ausente. Além disso, no intervalo 12-13h, houveaeagminancia dos sesquiterpenos (76%),
contudo, a proporcdo do homoterpeno (DMNT) foi mda, e 0s monoterpenos apresentaram
maiores propor¢des do que no intervalo 6-7h (Figut8). Em geral, as quantidades de todos os
compostos emitidos foram reduzidas no intervald 32- em relagdo a emisséo da Pl 6-7h, com
excecao doH)-f-cariofileno que, dentre os trés sesquiterpenos, domposto majoritario, e &
mirceno.

O ataque continuo das lagartas Sefrugiperda durante uma noite (tratamento PIL)
provocou a emissao de uma complexa mistura deeim|&bnstituida simultaneamente por todas
as classes quimicas de volateis detectados nadamiss planta de milho: volateis de folhas
verdes (VFVs), aromaticos, homoterpenos, monotexper® sesquiterpenos. Esses grupos
estiveram presentes na mistura da PIL em propomp@disores distribuidas do que nos demais
tratamentos (Figura 4.13), sendo o VFV, o grupa@mnante (33%), seguido do homoterpeno
DMNT (31%), sesquiterpenos (18%), monoterpenos {lel@omaticos (4%).
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Tabela 4.1 — Padrdo quantitativo (ng+EP) e qualdadas misturas de volateis produzidos pelas atade milho

induzidas pelo regurgito das lagartasSpedoptera frugiperda, divididos de acordo com as classes

dentes

quimicas correspon
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induzida pelo regurgito dgpodoptera frugiperda apés 0-1h (PI 0-1h), 2-3h (PI 2-3h), 6-7h (PI 2;3h
12-13h (PI 12-13h) e induzida pela herbivoria damitas d&. frugiperda por uma noite (PIL)

4 .4 Discussao

Os volateis das plantas induzidas pelo ataque ddsivioros sdo sinais quimicos que
podem ser detectados a longas distancias pelogyosmaturais (VET; DICKE, 1992), que os
utilizam como importantes pistas na localizacdosda hospedeiro. A mistura de volateis
emitidos pelas plantas atacadas pode também foroet® série de informacdes aos inimigos
naturais, indicando a localizagdo de sua presapéce, o estadgio de desenvolvimento, além do
tipo de ataque (DE MORAES et al. 1998; MUMM et 2005; TAKABAYASHI et al., 1995).

Nesse sentido, o presente trabalho traz contribaip@ra um melhor entendimento dos
sinais quimicos utilizados pelos parasitdides desoma busca do seu hospedeiro a longas
distancias. Os resultados apresentados revelamdagas espécies de parasitéides de ovos,
especialista e a outra generalista em relacao a darhospedeiros, utilizam de maneira diferente
os odores liberados pelas plantas sob o ataqust@gi@nao-alvo do seu hospedeiro, as lagartas.

O parasitoide de ovos especialista do géispoaloptera, T. remus ndo apresentou como
comportamento inato a atragdo pelos volateis ldmrgpela planta de milho induzidos pelo
regurgito (Pl 0-1, 2-3 e 6-7h) ou pela herbivores tagartas d& frugiperda (PIL). No entanto,
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apos a experiéncia, ou seja, o parasitismo dedgaweis do hospedeiro associado aos odores da
planta induzida pelas lagartds,remus foi capaz de aprender a associar os odores espiela
planta com a presenca do seu hospedeiro.

O aprendizado s6 néo ocorreu somente quando oitpatasoi exposto aos odores da
planta induzida pelo regurgito apés 12-13h (Pl 3B}1Neste intervalo de tempo, a quantidade
total e individual dos volateis emitidos sdo memoeen relacdo aos tempos anteriores, com
excecdo dos compostds){s-cariofileno ef-mirceno (Tabela 4.1). Comparado com o intervalo
6-7h, os sesquiterpenos também predominam na midaul2-13h, porém em uma quantidade
total inferior.

Por outro lado, o parasitéide generalista, quagi@ uma gama diversa de espécies de
lepidopteros,T. pretiosum, apresentou 0 comportamento inato de atracdo @éteis emitidos
pela Pl 0-1h e 2-3h. Essas misturas assemelhamasgoga presenca de VFVs, predominante em
Pl 0-1h, e de monoterpenos. A Pl 2-3h, além dessegostos, emite o0 homoterpeno DMNT,
assim como aromaticos e sesquiterpenos. E posgieebs compostos responsaveis pela atragio
inata deT. pretiosum seja algum composto em comum presente em ambas@sas, como o
VFV acetato de4)-3-hexenila e os monoterpengsnirceno e linalol, ou ainda a combinacéo de
ambos. Entre os dois monoterpenos, 0s receptoresadienas do parasitdide generalista
Trichogramma chilonis Ishii (Hymenoptera: Trichogrammatidae) respondeaisnmtensamente
ao linalol do que a@g-mirceno, mas também aos volateis de folhas ve(SESI et al., 2005).
Essa mesma espécie € atraida pelo acefp®t{exenila sintético em bioensaios em olfatbmetro
(REDDY; HOLOPAINEN; GUERRERO, 2002). De acordo c&ameis et al. (2005), os VFVs
sdo importantes odores para os parasitéides gest@sadlichogramma spp. por serem comuns a
diversas espécies de plantas e liberados independarespécie do hospedeiro, porém, devem
exercer um efeito arrestante e ndo de atracdo, poisambiente natural, os parasitoides
dificilmente sdo capazes de voar direcionados & fda odor por longas distancias devido ao seu
pequeno tamanho. Nesse trabalho, foi consideradermo atragdo, pois 0s parasitoides
mostraram um comportamento de locomoc¢do direcioredfmnte de odor nos testes de
olfatbmetro (GAZIT; LEWIS; TUMLINSON, 1996).

De maneira semelhante ao parasitéldeemus, T. pretiosum foi capaz de aprender a
associar os odores liberados pela Pl 6-7h com sepga do hospedeiro, mas 0 mesmo nao
ocorreu com os volateis da Pl 12-13h. Ja, a Plipscodores foram atraentes para os individuos
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experientes dd. remus, ndo exerceu efeito sobfe pretiosum, mesmo apds a experiéncia.
Embora os VFVs, que sédo atraentes phararetiosum inexperientes, estavam presentes em
grandes quantidades na mistura liberada por PIL pamsitdides ndo foram capazes de
reconhecé-los provavelmente devido a alta divedisidaquantidade de terpenos na mistura que
pode ter “mascarado” os VFVs.

Segundo a teoria classica proposta por Vet e Oit882), € esperado que os parasitoides
especialistas sejam atraidos de forma inata adsei®lliberados pelas plantas atacadas por seus
hospedeiros. Enquanto que os generalistas ndceapaes a atracao inata a esses odores, porém,
sd0 mais aptos a aprendé-los. Apds esse trabalbidpsmestudos buscaram comparar as
estratégias de forrageamento de parasitdides $agaieralistas e especialistas empregando 0s
volateis de plantas (DICKENS, 1999; GOUINGUENE kt2805; HOBALLAH; TURLINGS,
2005; SHIOJIRI et al., 2000; SMID et al., 2002). mMaioria desses trabalhos, no entanto,
contraria a teoria de Vet e Dicke (1992) no qudram@a da resposta inata, pois mostram que
ocorre igualmente nos parasitéides generalistaantQuao aprendizado, ele € mais comum em
parasitdéides generalistas, mas pode ocorrer també&m algumas espécies especialistas
(STEIDLE; VAN LOON, 2003).

De acordo com os resultados deste trabalho, oifiadasde ovos especialistaremus nao
apresentou atracdo inata por volateis de plantasa@das pelas lagartas, porém foi capaz de
aprendé-los. Por outro lado, o parasitdide gerstadli pretiosum mostrou um comportamento
inato de atracdo pelos volateis liberados nas maséioras apos o ataque das lagartas e foi
também capaz de aprender.

O comportamento inato do parasitéiigoretiosum corrobora com os trabalhos realizados
com parasitéides larvais generalistas que sdomgent atraidos pelos VFVs antes de terem
experiéncia de oviposicdo (HOBALLAH; TURLINGS, 2008GUMBI; CHEN; FADAMIRO,
2009; SHIOJIRI et al., 2006). O uso de VFVs poragdodides larvais e predadores generalistas
deve ser um comportamento de busca adaptativo,gssis grupo de volateis constituido por
alcodis, cetonas e ésteres de 6 carbonos na d@¥el&; ROTHSTEIN, 1998) sdo altamente
detectaveis e indicam a presenca de um hospedeipptencial (DICKENS, 1999). No caso do
parasitéide de ovos, a atracao por VFVs, ou peloosieo arrestamento (ROMEIS et al., 2005),
mantém o parasitéide em areas infestadas por loeosivonde provavelmente, ele encontrara

ovos.
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Outros estudos mostram qulieremus e T. pretiosum apresentam o comportamento inato de
atracdo pelos feromonios sexuais e escamas do derpeus hospedeiros (BEEVERS et al.,
1981; NORLUND; LEWIS; GUELDNER, 1983; NOLDUS; LEWISTUMLINSON, 1990;
GAZIT; LEWIS; TUMLINSON, 1996). A resposta inata e@sses compostos constitui um
comportamento adaptativo do parasitdide, pois o®nfénios sexuais, por mediarem
comunicacao intraespecifica, devem apresentar csig§m pouco variavel. Estes odores,
igualmente aos volateis induzidos pela herbivarimstituem pistas indiretas dos ovos, guiando-
0s para o local onde se encontra a comunidade sfeteiro.

ComoS frugiperda é um herbivoro generalista, o aprendizado comot&eis induzidos
pela herbivoria permite ao parasitoide remus explorar os odores das diferentes plantas
hospedeiras. Além disso, a planta de milho aprasemta grande variabilidade quantitativa e
qualitativa na composicédo dos volateis induzidds: perbivoria entre os diferentes genotipos
(DEGEN et al., 2004; GOUINGUENE et al., 2001), sendaprendizado a melhor estratégia para
usar os volateis na localizacdo do seu hospedeiro.

Estes resultados obtidos para o parasitéide esigexid. remus assemelham-se aos do
trabalho de Manrique et al. (2005), que estudargrarasitide de ovos especialidt@aphesiole
Girault (Hymenoptera: Mymaridae). Este parasitéidesenvolve-se exclusivamente em
hospedeiros do géneroygus spp. (Hemiptera: Miridae) que, por sua vez, sarbiteros
polifagos. Os parasitéides foram atraidos peloate liberados por diversas espécies vegetais
atacadas por fémeas ou machos adultos, entretss®,comportamento somente foi observado
apos a experiéncia de oviposicdo frente a essegedd inducdo da planta com espécies nao
hospedeiras, mesmo apos a experiéncia, ndo proeoawacao dA. iole.

Outro exemplo de parasitéide especialista que relp@os volateis somente apos o
aprendizado associativo €hrysonotomyia ruforum Krausse (Hymenoptera: Eulophidae)
(MUMM et al.,, 2005). Mesmo tratando-se de volatgiduzidos pela oviposicdo do seu
hospedeiro, ou seja, odores especificos do estfgip-0 parasitdide ndo responde de maneira
inata, 0 que contraria as teorias de Vet e Dicle®Z), Geervliet et al. (1998) e Steidle e van
Loon (2003). Os autores sugerem que a necessidaal@rendizado dessas pistas pelo parasitéide
especialista pode ser devido a alta variabilidadeamposicdo de terpendides entre os gendtipos
e até entre individuos da planta hosped@inays sylvestris L.. Assim, aparentemente, a resposta
inata do parasitoide ndo seria adaptativa.
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Por outro lado, nos trabalhos de Moraes et al. 520D09), Telenomus podisi
(Hymneoptera: Scelionidae), que é considerado umaspiéide generalista de ovos de
pentatomideos, é atraido inatamente por volatdiszidos pela alimentacédo de ninfas e adultos
ou pelo cis-jasmonato, precursor da defesa indymd#erbivoros, em plantas de soja e de grao-
de-bico.

Além dos resultados referentes a atracdo dos fiAdes pelos volateis liberados pelas
plantas, esse trabalho avaliou a possibilidadepdossitdides, guiados por essas pistas quimicas,
encontrar posturas recém-depositadas nas proplasag induzidas. Assim, em testes de
preferéncia, verificou-se que os volateis emitidasplanta de milho induzida pela herbivoria,
representada pelo tratamento PIL, ndo interfer&eamportamento de selecdo da planta para
oviposicado deS frugiperda (Figura 4.6). O numero médio de ovos depositado$ND foi
maior, no entanto, a diferenca em relacdo a defmsle ovos na PIL ndo foi significativa. Em
vista desses resultados e dos bioensaios de attagdmarasitdides de ovos, os volateis do milho
induzidos pela hebrivoria das lagartas pode cordszdiretamente a plantas que contenha o
estagio alvo do seu hospedeiro, 0s ovos.

Geralmente, as plantas atacadas pelos herbivatogem ndo sé defesas indiretas, como
a emissdo de volateis atraentes aos inimigos mstunas também a producdo de defesas que
podem afetar diretamente a biologia e o comportémnde selecdo do herbivoro, seja pela
producéo de proteinas toxicas ou de compostoseetes (FELTON et al., 1994; DE MORAES,;
MESCHER ; TUMLINSON, 2001). Por exemplo, a planéandilho induzida por outra espécie de
lepidoptero, Ostrinia furnacalis (Guenée) (Lepidoptera: Pyralidae), foi repelen@rapa
oviposicdo de fémeas da mesma espécie (HUANG el@D9). Entretanto, no trabalho de
Anderson e Alborn (1999)Spodoptera littoralis Boisd. (Lepidoptera: Noctuidae) preferiu
ovipositar em plantas de algodao induzidas pelbdivmia das lagartas. Diferentemente, no
nosso estudds. frugiperda ndo foi capaz de discriminar as plantas infestpetess lagartas das
plantas intactas. Poderia se especular que esskades pode ter ocorrido em funcédo das
dimensdes das gaiolas em que o experimento dergmefa foi conduzido, porém nos dois
ultimos trabalhos citados, as gaiolas tinham apmagiamente o mesmo tamanho ou eram

menores.
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Segundo Pefiaflor et §dados ndo publicados), os parametros biolégicedatmrtas de
S frugiperda ndo sédo afetados pelas defesas induzidas pelivdreabda mesma espécie.
Portanto, a ndo discriminacédo das plantas induzideS. frugiperda na selecao da planta para a
oviposicdo pode ser explicada pelo desenvolvimeéiatsua progénie, que ndo é afetado pela
inducédo de defesas diretas.

Considerando-se que os odores dos ovos apreseateandetectabilidade e, por isso, ndo
constituem pistas que atuam a longas distanciasja®es das plantas induzidos pela alimentacéo
do herbivoro constituem pistas mais facilmente aléteis pelos parasitéides, pois sdo mais
abundantes e apresentam maior volatilidade (VINSI®N8; VET; DICKE, 1992CONTI et al.,
2003). No entanto, a utilizacdo de volateis indogigela herbivoria s6 sera adaptativo para o
parasitdide de ovos quando a espécie do hospedpissenta sobreposicdo de geracdes. No
sistema tritrofico em estud& frugiperda € uma espécie multivoltina, e, assim, a atrac&o do
parasitéides de ovak remus e T. pretiosum pelos volateis induzidos pela herbivoria das lagar
€ um comportamento adaptativo, pois o0 uso desstaspeve guiar os parasitdides ao haliat
hospedeiro, onde possivelmente poderdo ser endost@/os, tornando assim a localizacéo a
longa distancia mais eficiente.

Diferentemente dos parasitoides larvais, os paides de ovos sdo agentes de controle
biolégico importantes devido a sua agéo anterioataque pelo inseto praga, prevenindo o dano
a cultura. Sob essa perspectiva, a utilizacdo despdides de ovos em programas de controle
bioldgico € mais vantajoso, e pode ainda atuarucwamente com os parasitoides larvais, pois
nao competem pelo mesmo estagio do hospedeir@etmie pode ser otimizado (BOTELHO et
al., 1999).

Os conhecimentos gerados nesse trabalho podeniaaundl desenvolvimento de taticas
que auxiliem a eficiéncia do controle biolégico ex@o pelos parasitéides de ovos em campo.
Por exemplo, o emprego de semioquimicos importanéesocalizacdo do hospedeiro pelos
parasitéides de ovos na area de cultivo pode aamergarasitismo (VINSON, 1992; KHAN et
al. 2008). Além disso, a aplicacdo de substanaiasatjvam a producédo dos volateis nas plantas
(Acido Jasmonico ou Acido Salicilico) pode promoeemesmo efeito (STOUT; ZEHNDER;
BAUR, 2002; LOU et al., 2005).

! PENAFLOR, M.F.G.V.; WERNEBURG, A.G.; ATAURI, LMERB, M.; ROBERT, C.; TURLINGS, T.C.J.;
BENTO, J.M.SA oviposicao deSpodoptera frugiperdglepidoptera: noctuidae) altera as defesas diretas
indiretas do milho?
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O presente trabalho revelou que os parasitéidesvde especialista e generalisia,
remus e T. pretiosum, podem utilizar os volateis induzidos pela herbavala lagarta-do-cartucho
como pistas indiretas dos ovos de seu hospeddiém Aisso, esses odores podem orienta-los a
plantas contendo ovos, uma vez duefrugiperda ndo apresentou um comportamento de
preferéncia de oviposi¢do definido. Os parasitédkesvos com diferente grau de especializacdo
guanto a gama de hospedeiros empregam estratéffieentks no uso dos volateis de plantas
induzidos pela herbivoria. O especiali$taremus necessita da experiéncia com os odores, mas
responde a diferentes composicdes de misturasaetmo generalistd. pretiosum apresenta
comportamento inato aos volateis emitidos pelo enitlas primeiras horas, em que os VFVs
estdo presentes, mas também tem capacidade deliapdm Os compostos-chave da atracdo de

ambas espécies devem ser identificados em futstodass.
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5 A OVIPOSICAO DE Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (LEPIDOPTERA:
NOCTUIDAE) ALTERA AS DEFESAS DIRETAS E INDIRETAS DO MILHO?

Resumo

As plantas, quando atacadas pelos insetos herBjvemitem substancias volateis que
constituem pistas quimicas para 0s inimigos natumai busca pelo seu hospedeiro/presa. Esse
mecanismo de defesa indireta ja foi comprovado ewershs espécies de plantas. Mais
recentemente, verificou-se que a oviposicdo dobivmos também desencadeia nas plantas a
producao de volateis atraentes para os parasitdalesos. O presente estudo teve como objetivo
investigar se a oviposicao @podoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) altera as defesas
diretas e indiretas do milho induzidas pela henti@/oAs defesas diretas da planta contra a
herbivoria das lagartas & frugipera ndo foram alteradas pela oviposicdo. Em relagdefésa
indireta, as plantas que sofreram oviposicdo esmnitiem menores quantidades os compostos
terpenos (homo, mono e sesquiterpenos) em relag@ordrole, enquanto que as emissdes de
volateis de folhas verdes e aromaticos nao foraeraalos. Esses resultados sugerem que a
oviposicdo do herbivoro pode ter implicagbes impuds nas interagfes tritroficas e mais
estudos deverdo ser conduzidos para investigdegsedessas alteracdes no 3° nivel tréfico.

Palavras-chave:Defesas induzidas, Volateis de planta, Terpenodit®ia, Oviposicao
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Abstract

Herbivore-attacked plants emit volatile substarthas are used as chemical cues by natural
enemies for host/prey finding. This indirect dekemeechanism was demonstraded in several
plant species. More recently, it was verified tharbivore oviposition on plant also elicits
production of attractive volatiles to egg parasitoi The current study aimed to investigate if
Soodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) oviposition changes direstd indirect
herbivore-induced maize defenses. Plant directdefe measured by weight of larvae fed on the
plant, were not changed by oviposition. In regaréhtlirect defenses, oviposition induced plants
emitted in lower amounts terpene compounds (hommarand sesquiterpenes) in relation to
control, while emissions of green leaf volatilesd aromatics were not changed. These results
suggest that herbivore oviposition can have importalevance in tritrophic interactions and
further studies will be conducted to investigate &ffects of these changings on tfet®phic
level.

Keywords: Induced defenses, Plant volatiles; Terpenes, Menpi Oviposition
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5.1 Introducéo

As plantas apresentam diversos mecanismos de dgiessdo produzidos apenas quando
atacadas pelos herbivoros, denominadas de defesazidas. Essas defesas podem ser
classificadas em diretas quando reduzem a alim@mtag a oviposicdo do herbivoro, ou
indiretas, quando consistem em mecanismos que grova atracao dos inimigos naturais dos
herbivoros (KARBAN; BALDWIN, 1997). Estes mecanissnpodem ser estruturas que servem
de abrigo, como as doméceas, que provém acucannoo nectarios extraflorais, ou a liberacao
de compostos volateis atraentes aos inimigos nat@@RLINGS; WACKERS, 2004). A
emissdo de volateis induzidos apo0s o ataque ddsvbers constitui uma das principais pistas
quimicas na localizacdo do hospedeiro/presa peigsgos naturais (DE MORAES et al., 1998;
DICKE et al., 1990).

O estagio de ovo dos herbivoros nao produz qualipres a planta, porém, ela é capaz de
detectar a presenca de posturas sobre a sua sigoeyfile modo semelhante a herbivoria, induzir
mecanismos de defesa. A resposta defensiva deaphaaviposicdo do herbivoro constitui um
modo de prevenir o dano provocado pelos imaturesro eclodir (HILKER; MEINERS, 2006;
HILKER; ROHFRITSCH; MEINERS, 2002). Essas defesamliém podem ser direcionadas
direta ou indiretamente aos ovos, larvas recéndmlids, e/ou fémeas gravidas. As defesas
diretas induzidas compreendem o crescimento delasops no local em contato com o tecido
vegetal, a necrose (resposta hipersensitiva), gémduwle substancias ovicidas, ou ainda a
producdo de aleloquimicos deterrentes da ovipos{@&&LBYSHEV; LORENZEN, 1997;
BLAAKMEER et al., 1994; DOSS et al., 2000; SEINQJBJKI; SOGAWA, 1996).

As defesas indiretas induzidas pela oviposicaoistam na liberacédo de volateis atraentes
aos parasitdides de ovos (HILKER; MEINERS, 2002),em alteracdes quimicas da superficie
da folha que sdo detectadas pelo contato e terno edeiestante para parasitbides de ovos
(FATOUROS et al., 2005, 2007). Entretanto, desgearaeira descoberta (MEINERS; HILKER,
1997), esse tipo de defesa foi efetivamente conagl@vem poucos sistemas tritroficos, que
foram extensivamente estudados nos ultimos an@ggrisdo que esse mecanismo deve ser
particular a algumas espécies vegetais, ou quetipssee interacdo deve ainda ser mais bem
estudado. (FATOUROS et al., 2008; HILKER et @02, MEINERS; HILKER, 2000; MUMM
et al. 2003;WEGENER et al. 2001).
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Como a oviposicdo freqientemente antecede o afaaeherbivoria na planta (HUANG
et al., 2009; ROSTAS; HILKER, 2002), a deteccio dass representa um sinal importante de
risco de ataque iminente. Assim, a hipétese testadse estudo € que, apos a deposicédo de ovos,
a planta pré-ative as suas defesas contra herjwano em um estado de alerta.

A inducdo de defesas contra herbivoria envolve wsBee de processos como 0
reconhecimento do ataque, a ativacdo dos genadesemcadeamento de rotas bioquimicas que
levam algumas horas (REYMOND et al., 2000). Poo,iss ativacdo das primeiras etapas da
inducao previamente ao dano devido a deteccaordmbar ou da oviposi¢cao do inseto na planta
pode proporcionar uma maior eficiéncia na defesndo sob o ataque (HILKER; MEINERS,
2009). Essa hipotese é congruente ao efeito “pghimie corresponde a um estado fisioldgico
da planta de preparacao das respostas defenswvide @eestimulos externos, de forma que, ao
ser atacada, as defesas sdo induzidas mais rajpiggsamente (CONRATH et al., 2006).

Estimulos de diferentes naturezas podem provoestado fisiolégico de “priming” nas
plantas, entretanto, em relacdo as defesas induzidep ataque de herbivoros, o principal
estimulo reportado € a deteccdo de volateis emitjgglas plantas vizinhas atacadas pelos
herbivoros (ENGELBERTH et al., 2004; KESSLER et2006; FROST et al., 2008).

Em vista disso, o presente trabalho teve como igbjeterificar se a oviposicdo de
Spodoptera frugiperda (J.E.Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) alterou aregpdo das defesas
diretas e indiretas contra a herbivoria avalianelas lagartas da mesma espécie. A hip6tese
testada considerou que a inducédo de defesas dirétaliretas previamente a herbivoria poderia
constituir um mecanismo adaptativo das plantass poinducdo mais rapida e eficiente das

defesas poderia contribuir para que a planta teenaais apta a sobrevivéncia no ambiente.

5.2 Material e Métodos

5.2.1 Cultivo das plantas e criacdo dos insetos

As plantas de milhoZga mays var. Delprim) foram cultivadas no substrato consrci
Basiplanf e mantidas em casa-de-vegetacdo. Foram utilizaldmsas com 8-10 dias apds a
emergéncia, contendo 3 folhas.

Os insetos utilizados nos experimentos foram prievees de criagbes mantidas em uma
sala a 282°C, UR de 7810% e 12 h de fotofase, no laboratério de Ecoldgidmica e
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Comportamento de Insetos, ESALQ/USP. A populacad.digugiperda foi proveniente da
criacdo do Laboratorio de Biologia de Insetos, EQALSP, e foi criada em dieta artificial
(GREENE; LEPPLA; DICKERSON, 1976). Massas de ovolb@adas sobre o papel sulfite
foram recortadas e acondicionadas em copos pladiieat,5 cm de altura e 7 cm de diametro,
contendo a dieta artificial, até atingirem o 33angPARRA, 2001). Nesse estadio, 40 lagartas
foram transferidas para uma bandeja fechada denldeccomprimento, 13 cm de largura e 3 cm
de altura, com aproximadamente 150 ml de dietficsatj previamente esterilizada em luz UV,
onde foram mantidas até a fase de pupa (DA SILVa&lod ndo publicados). Em seguida, as
pupas foram transferidas para potes plasticos fleshaté a emergéncia dos adultos, quando os
sexos foram separados, de acordo com diferencasloamcdo das asas, e acondicionados em
gaiolas de PVC de 10 cm de diametro e 22 cm deaaltechadas em ambas extremidades com
placas de Petri. As gaiolas foram forradas inteerdencom papel sulfite, que foi diariamente

trocado para a coleta das posturaS.deugiperda.

5.2.2 Plantas induzidas pela oviposicao

Para a obtencdo de posturas Sefrugiperda nas plantas, trés fémeas com idade
aproximada de trés dias, ou seja, em inicio deosigdo (ESCALDANTE, 1974), provenientes
da criacdo de laboratorio, foram colocadas em gsidévoile acopladas as plantas de milho por
uma noite. No dia seguinte, as plantas contend® pasturas médias foram separadas para 0s

experimentos (Figura 5.1).

5.2.3 Experimentos de defesas diretas

O experimento para avaliar as defesas diretas [@adap consistiu na pesagem e na
estimativa de outros parametros biolégicos do dedeimento de lagartas alimentadas nos
diferentes tratamentos.

Em dois experimentos diferentes, foram avaliadoatrqutratamentos: (i) Planta Nao
Danificada (PND); (i) Planta Induzida pelo Regtwgi(PIR); (iii) Planta Induzida pela
Oviposicao (PI1O); (iv) Planta Induzida pela Ovimdsi+Regurgito (PIOR). Nos tratamentos PIO
e PIOR, as posturas foram removidas 48h apos aaodpela oviposi¢cdo. A inducdo pela
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herbivoria consistiu na raspagem da 22 e 32 fallagsplantas de milho dos tratamentos PIR e
PIOR e a aplicacdo de 10 pL de regurgitdSdigugiperda no local, no dia anterior ao inicio do
bioensaio.

No experimento 1, foi aprisionada uma lagarta den@ar em gaiolas acopladas a 2 ou 32
folha da planta que, nos tratamentos PIO e PlIOBgessariamente continha posturas. Dessa
maneira, disponibilizou-se, diariamente, a mesmea &oliar (limitada pela gaiola presa a folha)
para a alimentacdo das lagartas em todos os tratasnele aproximadamente 0,8°cfRortanto,
nesse experimento ndo foi possivel prolongar o tedgavaliacdo, que foi de 5 dias, pois as
lagartas mais desenvolvidas necessitavam de umaor mquantidade de alimento.
Periodicamente, as lagartas foram pesadas e rd&w@@ mesmas plantas (Figura 5.2 A-C). Nas
primeiras 24h, as lagartas foram pesadas trés ,vage® 18 e 24h apos o inicio do bioensaio,
para verificar se havia algum efeito dos tratamefigo apds a inducéo.

No experimento 2, foram utilizadas plantas de mithaiores (5-6 folhas) que foram
disponibilizadas para a alimentacéo de uma lag&2f instar que permaneceu na mesma planta
até a pupacao. Para manter a lagarta na planteedessario acoplar gaiolas aos vasos de planta.
Essas gaiolas foram feitas com garrafas PET dedtthdas no fundo, inseridas cuidadosamente
na planta pela boca da garrafa, que foi fixadaasm\wom Parafiim® (Figura 5.2 D). Nas bordas
superiores da garrafa, local por onde as lagaddsr@am fugir, foi espalhada uma fina camada
de talco. Diferentemente do experimento 1, a qdadé de alimento nao foi controlada, assim a
lagarta poderia se alimentar livremente de qualcqueste da planta. Seguindo o mesmo
procedimento do experimento anterior, as lagartaani pesadas diariamente, porém nesse
experimento, foi possivel avaliar outros paramettosiesenvolvimento da lagarta-do-cartucho,
como o tempo de larva-pupa, mortalidade larvalahikdade pupal e o peso das pupas.

A sala na qual estes experimentos foram condufaiosantida a temperatura de 23+3°C,
fotoperiodo de 12h e UR de 50+£10%.
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deniigen i e UG

Figura 5.1 - Planta de milho submetida a oviposid&diSpodoptera frugiperda por o periodo de uma noite
(tratamento “planta induzida pela oviposi¢cdo” — P1O

Figura 5.2 — A: gaiola utilizada no experimentoeldifesa direta; B: lagarta 8podoptera frugiperda de 2° instar
no interior da gaiola; C- plantas de milho com a®lgs acopladas as folhas (experimento 1); D:
plantas de milho com gaiolas de garrafa PET patarevfuga das lagartas (experimento 2)
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5.2.3 Experimento de defesas indiretas

Nesse experimento foi avaliado o efeito da ovigimsidaS. frugiperda sobre as defesas
indiretas da planta em termos de producdo de welaieduzidos pela herbivoria.
Semelhantemente ao experimento de defesa direfs, 4®h as posturas da plantas foram
removidas. Logo em seguida, as plantas induzidasiopela oviposicado dg frugiperda foram
raspadas na 22 e 32 folhas e 10 pL de regurgitag#ata-do-cartucho foi aplicado no local,
compreendendo os tratramentos Planta Induzida @eiposicdo+Regurgito (PIOR) e Planta
Induzida pelo Regurgito (PIR), respectivamente. Aj380, as plantas foram acondicionadas nas
camaras de vidro do sistema de coleta de volatkismaneira que a coleta foi iniciada
imediatamente. As amostras dos volateis foram addet a cada 1h30min, até completar 9h. A

ultima coleta foi das 9-12h ap6s a inducao.

5.2.4 Coleta e Identificacdo dos volateis

O sistema de coleta de volateis e a metodologiaegagda foram descritos detalhadamente
por Turlings et al. (1998). Para a realizacdo d#&taode volateis, as plantas foram
acondicionadas em camaras de vidro acopladas tamsigle aeracdo, cujo fluxo de entrada foi
de 1,1 L/min (Figura 5.3 A). Para o0 bombeament@rdeo interior do sistema, utilizou-se uma
bomba a vacuo que succionou o ar a 0,8 L/min edpectada aos filtros de coleta dos volateis
acoplados as camaras contendo as plantas. Os &iltresistiram de um tubo de vidro fino com 25

mg de polimero adsorvente Super-Q® em seu int@figura 5.3 B).
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Figura 5.3 — A: Camaras de vidro com as plantasitte, conectadas ao sistema de coleta de vol&eiiltro de
tubo de vidro com o polimero adsorvente Super-Q&eeluido com solvente diclorometano

Os filtros de Super-Q® expostos aos odores dadgsldoram lavados com 150 pl de
solvente diclorometano e o extrato foi armazenaddrascos de vidro vedados mantidos em um
freezer a -86°C, até a analise. A cada amostradicionado 10 pl de uma solucao de 200 ng de
n-octane e nonyl acetate, como padrao interno.

As andlises foram realizadas em um equipamento @&k 78901 com o injetor
ajustado em splitless, detector de ionizacdo denah@ID) e Hélio como gas de arraste (24
cm/s). De cada amostra, foi injetada uma aliquetd dl em uma coluna capilar apolar EC-1 (30
m de comprimento 0,25mm de diametro e 0,25 um pdesssra de parede). ApGs a injecao, a
temperatura da coluna foi mantida a 40°C por 3 ®lievada a uma velocidade dC8nin até
atingir 100°C e depois reduzida paf&€snin até 220°C. O sinal do detector foi processzatn
o software MSD ChemStation. Para a identificac&ogspectros de massa dos compostos dados
pelo equipamento EM Agilent VLMSD 59956 foram comgumos com as bibliotecas
“Plantvol.1”(especifica para volateis de milho)MIST05a”. Os compostos volateis identificados

foram agrupados nas diferentes classes quimicasaldo com a Tabela 5.1.
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Tabela 5.1 - Compostos volateis produzidos pelasita de milho induzidas pelo regurgito das lagada
Spodoptera frugiperda divididos de acordo com as classes quimicas

Volateis de folhas verde Aromaticos Mono e Homoterpeno: Sesquiterpeno
(Z2)-3-hexenal acetato de benzila [ -mirceno (E)-p -cariofileno
(E)-2-hexenal acetato de fenetila linalol (E)-a-bergamoteno

(E)-3-hexen-1-ol indol (3E)-4,8-dimetil-1,3,7-nonatrieno a - humuleno
acetato deZ)-3-hexenila acetato de geranila (E)-p -farneseno

5.2.5 Analise dos dados

Os dados dos experimentos de defesa direta 1 2 fanalisados pela ANOVA- medidas
repetidas. O parametro biolégico mortalidade lafealanalisado pelo qui-quadrada=0,05).
Como os dados do tempo larva-pupa nao apresentaramalidade (teste Kolmogorov-
Smirnov), eles foram analisados pelo teste ndoap&traco Kruskal-Wallis ¢=0,05). Ja os dados
referentes ao peso pupal passaram nos testes dwlidade e homogeneidade e foram
analisados pela ANOVAxE0Q,05).

Os dados de quantificacdo dos compostos volatesienitidos pelos tratamentos PIR e
PIOR foram transformados pela férmula analisadoe peste t log(x+1) anteriormente a
comparacao pelo teste ©=0,05). Essas andlises foram realizadas utilizaodsoftware
SigmasStat (Verséao 2.03).

5.3 Resultados

O peso médio das lagartas 8efrugiperda nédo diferiu entre os tratamentos planta nao
danificada (PND), planta induzida pelo regurgittR)P planta induzida pela oviposicdo (P1O) e
planta induzida pela oviposicdo e o regurgito (PIO&n nenhum dos intervalos de tempo
avaliados (ANOVA tempo*tratamento F=1,537;P=0,084; tratamento F=0,363;
P=0,7802)(Figura 5.4). Entretanto, observa-se qpés @ intervalo 48h, as curvas deixaram de
se sobrepor e 0 peso médio das lagartas do trat@arR#DR foi menor em relacdo aos demais
tratamentos, sendo essa diferenca maior na Ultvalgagdo, com 132h. Neste intervalo, o peso
médio das lagartas alimentadas em PND foi de 0fm8607g; 0,0054+0,0002 em PIR;
0,0057+0,0004 em PIO; e 0,0044+0,0004 em PIOR.



103

0,007
0,006 T
B 0,005 ?
m %
S 0,004- 1I1
© -
%) i
© 58t e
o 0,003+ e .#-- PND
O et
& % = PIR
pris
0,002 g e é: X ’ ceches PIO
" ...;u'-’-'"é"' .-+ PIOR
0,0011 . ..iaeel”
!.l !
0 T T T T T T ]
Oh 6h 18h 36h 48h 84h 108h 132h
Tempo (h)

Figura 5.4 - Peso médio das lagartasSdedoptera frugiperda alimentadas em planta de milho ndo danificada
(PND), planta de milho induzida pelo regurgito (RIRanta de milho induzida pela oviposicdo (PIO) e
planta de milho induzida pela oviposi¢éo e o reigordIOR), ao longo do tempo. Os dados referem-se
ao experimento 1, em que as lagartas foram cordmarh gaiolas e a area foliar disponivel ao consumo
delimitada (ANOVA; n=9 tratamento F=0,363:0,7802; tempo*tratamento F=1,53%0,084).

No experimento 2 de defesa direta, em que se avalipeso das lagartas 8efrugiperda
de 2° instar alimentadas por um tempo mais lond@b dias), ndo houve diferenca entre os
tratamentos PND, PIR, PIO e PIOR, de maneira santhao experimento 1 (Figura 5.5)
(ANOVA tempo*tratamento F=1,284=0,1500; tratamento F=0,2868;=0,8348). Nota-se que
a partir do 5° dia, as curvas do peso médio dastkyse diferenciaram discretamente, sendo PIR
o tratamento com peso médio mais baixo até o 8NbaQ° dia, PIO passa a ser o tratamento
com peso meédio das lagartas mais baixo, porémitincoldia, o 10° dia, o peso médio de PIOR
foi 0 mais baixo, seguido de PIO e PIR.

Os parametros biolégicos mortalidade larval, duvad@ larva a pupa e peso da pupa das
lagartas no experimento 2 de defesa direta naanfafatados pelos tratamentos de inducdo pelo
regurgito e oviposicao (Tabela 5.2). A maior madtzdie larval foi observada no tratamento PIR
(53%), porém apresentou um maior peso pupal (0;48206 g). Ja a menor mortalidade larval,
foi em PIO (35%) que, por sua vez apresentou o meeso pupal (0,1258+0,0172 g) e 0 maior

periodo de desenvolvimento de larva a pupa (13554i@s).
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Figura 5.5 - Peso médio das lagartasSdedoptera frugiperda alimentadas em planta de milho ndo danificada
(PND), planta induzida pelo regurgito (PIR), plaimduzida pela oviposicdo (PI1O) e planta induzidtap
oviposicdo e o regurgito (PIOR), ao longo do tenfps.dados referem-se ao experimento 2, em que se
disponibilizou uma planta para a alimentacdo lide lagarta (ANOVA n=15 tratamento F=0,286
p=0,8348; tempo*tratamento F=1,281:=0,1500).

Tabela 5.2 — Parametros biolégicos do desenvolionele Spodoptera frugiperda alimentadas em planta ndo
danificada (PND), planta induzida pelo regurgitdRP planta induzida pela oviposi¢cdo (PIO) e
planta induzida pela oviposic¢éo e o regurgito (PIOR

Parametro biol6gico Tratamentos
PND PIR PIO PIOR
mortalidade larval (%6) 46% 53% 35% 43%
larva-pupa (dias+EP) 13,00,6 a 12,6+0,4 a 13,5+0,5 a 12,6204 a
peso pupal () 0,1523+0,0118 a 0,1689+0,0206 a 0,1258+0,0172 a 00457 a

2a freqiiéncia de mortalidade n&o diferiu entre aminentos de acordo com o teste de qui-quadgés, {04P =0,8723)
®a duracéo do periodo larva-pupa no diferiu ergreatamentos de acordo com o teste Kruskal-Waik2,670P = 0,4450)
¢ 0 peso pupal néo diferiu entre os tratamentosdela com a ANOVA (F=1,26B =0,3070)

No experimento em que se avaliou a influéncia daosicao deS frugiperda sobre as
defesas indiretas das plantas contra herbivoridjooei-se que o padrao de emissao de algumas
classes de volateis sofreu alteracédo em relac#méapontrole que foi igualmente induzida com

0 regurgito das lagartas, mas que nao foram indepela oviposicao (tratamento PIR).
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Os VFVs apresentaram um padrdo de emissdo muitelis@nte nos dois tratamentos, PIR
e PIOR, em todos os tempos avaliados (Figura $et)do detectados em maiores quantidades no
primeiro intervalo de 1h30min.

Por outro lado, os compostos homo e monoterpenpsasta das 3h, foram emitidos em
maiores quantidades pelas plantas do tratamento(&®Rrole), em relacdo a PIOR, e essa
diferenca foi significativa nos intervalos 6 e Jag(ra 5.7) (teste t; 6h t=2,592=-0,029; 9h

t=2,269P =0,049). Observou-se a auséncia do pico na emissses compostos na PIOR, que
ocorreu as 6h na PIR, atingindo, em média, 631,6;:8209.

250 1 \olateis de folhas verdes
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} =—PIR

>
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Figura 5.6 — Padrdo de emissdo de volateis desfalbedes (VFVs) em milho apés a indugdo com o giguem

plantas induzidas pela oviposi¢do (PIO) e plantadrole, que ndo foram induzidas pelas posturas de
S frugiperda (PIR), ao longo do tempo
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Figura 5.7 — Padrao de emissao de compostos wlateno e homoterpenos em milho apés a indugcao com o
regurgito em plantas induzidas pela oviposicao JRI@lantas controle, que ndo foram induzidas pelas
posturas deS. frugiperda (PIR), ao longo do tempo.*significativo a 5% pedéste t (6h t=2,592
P=0,029; 9h t=2,268=0,049)

No padrdo de emissdo dos compostos aromaticoR Rimbém apresentou auséncia do
pico as 6h que ocorreu na PIR (Figura 5.8), pod&awido a alta variabilidade da emissao, que foi
de 255,5+119,5 ng, ndo houve diferenca signifiea(teste t; t=1,868=0,100). Nos demais
intervalos, ndo houve diferenca significativa eosdratamentos.

Ja o padrao de emissdo dos sesquiterpenos, que dsraompostos liberados em maiores
guantidades em relacdo as demais classes quiriPdOR os emitiu menores quantidades que a
PIR até as 9h (Figura 5.9). Porém, essas taxas for@nores somente nos intervalos das 6 e 9h
(6h t=2,610P=0,035; 9h t=2,50P =0,041).
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Figura 5.8 — Padrdo de emissdo de compostos wlatematicos apds a indugdo com o regurgito emtgdan
induzidas pela oviposicdo (PIO) e plantas contrglee ndo foram induzidas pelas posturasSde
frugiperda (PIR), ao longo do tempo
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Figura 5.9 — Padrdo de emissdo de compostos wigeruiterpenos apos a indugdo com o regurgitpl@meas
induzidas pela oviposicdo (PIO) e plantas contrglee ndo foram induzidas pelas posturasSde
frugiperda (PIR). * significativo a 5% pelo teste t (6h t=208° =0,035; 9h t=2,50P=0,041)
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5.4 Discussao

As plantas e os insetos herbivoros exercem comstairitensa pressao seletiva entre eles
(BECKLIN, 2008). Na tentativa de maximizarfitness, as plantas desenvolveram mecanismos
complexos e diversificados de defesas contra aiatdqs herbivoros que, por sua vez, também
evoluiram em adaptagBes comportamentais e/oudigeas contra as respostas defensivas das
plantas (DESPRES; DAVID; GALLET, 2007). Assim, sokicdo desta interacéo inseto-planta é
dindmica (GATEHOUSE, 2002) e pode ser denominadaoamevolucédo de acordo com Ehrlich
e Raven (1964).

Nesse sentido, o presente trabalho buscou inveseas defesas das plantas de milho
contra a herbivoria € alterada de algum modo pefsosicdo dos herbivoros, ou seja, se a planta
otimiza suas defesas em funcéo da oviposicdo @boinsu se ocorre uma manipulacédo do inseto
sobre as defesas da planta. A nossa hipétesel imiai@e que a planta detectasse a deposicdo de
ovos sob a superficie foliar e assim, ativasseaias defesas contra a herbivoria anteriormente ao
ataque, como em um estado de “priming”, que tem fsa&tjiientemente reportado (CONRATH et
al., 2006). Assim, a planta induzida pela ovipasiggsponderia induzindo suas defesas de modo
mais rapido e intenso apds o ataque do herbivoro.

Entretanto, os resultados do presente trabalhccodfirmaram essa hipétese. As defesas
diretas das plantas induzidas pela herbivoria @ela oviposicdo ndo afetaram o peso das
lagartas dé&. frugiperda nem os parametros biolégicos, como a mortalidadempo de larva a
pupa ou o peso pupal. Era esperado um efeito deleié lagartas pelo menos das plantas
induzidas pela herbivoria em relacdo ao controteés @ tratamento com o regurgito &
frugiperda previamente ao experimento poderia afetar o pasdatjartas devido a inducdo de
defesas diretas. Por essa razéo, as lagartas fasedas em dois tempos iniciais, 6 e 18h apos o
inicio do experimento, porém, ndo houve qualquiereinca no peso das lagartas alimentadas nos
diferentes tratamentos.

Sabe-se que o milho produz compostos toxicos iddszpela herbivoria, como flavonas e
acidos hidroxamicos, principalmente DIMBOA (2,4dioxi-7-metoxi-1,4-benzoxazin-3-ona)
(LEE et al., 1998; NIEMEYER, 1988). Portanto, preeknente, as defesas diretas da plantas de

milho sdo produzidas apos a inducdo com o regudgitolagartas d8. frugiperda, entretanto,
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esse herbivoro deve apresentar mecanismos deénesista essas defesas, ndo sendo afetado
(CHEN, 2008; KARBAN; AGRAWAL, 2002).

As defesas diretas induzidas pela oviposicdo sabemidas (HILKER; ROHFRITSCH,;
MEINERS, 2002), no entanto, ha apenas um relateedigso de defesa que afeta negativamente
o desenvolvimento das larvas e pupas do herbiB#¥ AERT; STILLER; HILKER, 2009).

J& em relacdo as defesas indiretas, a oviposigamgou efeitos sobre a producdo de
volateis da classe quimica dos terpenos: os m@ustes, homoterpenos e sesquiterpenos, que
foram emitidos em menores quantidades as 6 e Shapawucdo com o regurgito, em relacdo as
plantas do grupo controle, que ndo foram ovipoagaé emissdo de compostos arométicos e de
VFVs, por sua vez, ndo diferiu entre o controle elanta ovipositada, apesar de ter sido
observada uma auséncia de pico no padrdo de endssdaromaticos na planta induzida pela
oviposicao.

Alguns trabalhos mostram que a oviposi¢cdo do herbiypode induzir a emissdo de
volateis, principalmente de terpenos (MUMM et &004; KOPKE et al., 2008). Embora a
abundancia e a diversidade de volateis emitidamrsepais baixas do que os induzidos pela
herbivoria, os parasitoides de ovos sdo capazesco@hecé-los e utilizad-los na localizagdo do
hospedeiro (HILKER; MEINERS, 2002).

No entanto, outros trabalhos indicam que a ovi@asem si n&o induz na planta a emissao
de volateis atraentes aos parasitdides de ovossimas combinacdo da oviposi¢céo e herbivoria.
Colazza, McElfresh e Millar (2004) constataram gqusombina¢cédo da oviposicao e a herbivoria
de Nezara viridula (L.) (Heteroptera: Pentatomidae) induz em plartasfeijdo uma maior
quantidade do sesquiterpeng)-f-cariofileno na mistura quando comparadas com astgd
danificadas somente pela herbivoria, que atua casonsavel pela atragdo do parasitdide de
ovosTrissolcus basalis (Wollaston) (Hymenoptera: Scelionidae).

Ja o estudo conduzido por Moraes et al. (2008)iesmui que plantas induzidas pela
herbivoria e oviposicdo do percevefuchistus heros (Fabr.) (Heteroptera: Pentatomidae)
interfere negativamente na atracdo do parasitdalenomus podisi Ashmead (Hymenoptera:

Scelionidae), que responde aos volateis induzidesas pela alimentacdo do hospedeiro.
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Aparentemente, a planta de milho ndo produz valdeaiovo induzidos pela oviposicéo de
S frugiperda (PENAFLOR et af, dados ndo publicados). Porém, verificou-se quereauma
supressdo da emissao dos terpenos induzidos pbli@dre ocasionada pela oviposicao Se
frugiperda na planta de milho. Esse efeito pode acarretac@mseqtiéncias sobre o 3° nivel
trofico, que pode passar a ndo reconhecer a migewvalo a mudancgas nas proporcdes dos
compostos. Dessa maneira, a supressao dos terpereospnstituem grande parte da mistura de
volateis induzidos e sdo compostos importantes aroageamento dos inimigos naturais
(MUMM; POSTHUMUS; DICKE, 2008), pode constituir unestratégia de manipulacdo das
defesas das plantas pelo inseto herbivoro (KARBAGRAWAL, 2002; TOOKER; DE
MORAES, 2007a).

Embora, até o momento, as substancias elicitorasddiesas induzidas pela oviposicao
foram encontradas na secrecdo que envolve os dWKER; MEINERS, 2006), ou em
proteinas presentes do cério do ovo (LITTLE et 2007), sabe-se que 0s ovos dos insetos
podem conter moléculas ativadoras das defesasadtaptomo os fitormdnios acido jasmoénico
(AJ) e acido salicilico (AS) (TOOKER; DE MORAES, @) 2007b), responsaveis,
respectivamente, pela resisténcia a insetos edggrads. (GAFFNEY et al., 1993; THALER et
al., 2002). A interacaai(oss-talk) entre as vias metabdlicas do AJ e AS pode aptaasefeitos
negativos, isto €, inducdo da via metabodlica dopd8e tornar a planta mais suscetivel aos
herbivoros em decorréncia da supressao da ressst@ediada pelo AJ, e vice-versa (FELTON;
KORTH, 2000; BOSTOCK et al., 2001). Dessa maneirgyossivel que a oviposicao &e
frugiperda tenha suprimido a emissdo de volateis terpengs, simtese € derivada da via
metabdlica do AJ, devido a presenca de AS nos au@sjnterage negativamente com a rota do
AJd.

Essa hipotese corrobora com o trabalho de Bruesdoal. (2010) que mostrou que a
oviposicao dePieris brassicae (L.) (Lepidoptera: Pieridae) §odoptera littoralis (Boisduval)
(Lepidoptera: Noctuidae) suprimiu as defesas diretatra herbivoria erArabidopsis thaliana
devido ao aumento dos niveis de acido salicilic8)(Ao local em contato com as posturas.
Porém, os autores nédo atribuem ao AS presentevoss mas a inducao da transcricdo de genes

ligados a resisténcia a patdégenos, como a respgstasensitiva (LITLLE et al.,, 2007). Em

2 PENAFLOR, M.F.G.V.; ERB, M.; WERNEBURG, A.G.; TURNGS, T.C.J.; BENTO, J.M.%A planta de milho
emite volateis induzidos pela oviposi¢do d&podoptera frugiperddLepidoptera: Noctuidae)?
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conclusao, esse estudo mostrou que composto(Pwssdo hebivoro promovem a supressao
das defesas na planta para o seu préprio beneaf@isjstindo em uma estratégia de manipulacéo
do herbivoro.

Uma outra possibilidade que explicaria a supredsderpenos é a diminuicdo da atividade
fotossintética em decorréncia da acéo fisica dos (§CHRODER; FORSTREUTER; HILKER,
2005). Outro efeito que a oviposi¢do na planta pamdesionar € a reducdo na liberacdo de etileno
(SCHRODER et al., 2007), um importante fitohormongige, juntamente com o AJ e o AS,
coordena a inducdo de defesas (VON DAHL; BALDWIN)O2). Consequentemente, a sua
reducdo em funcao da oviposicao pode acarretatteragbes nas defesas diretas ou indiretas.

O efeito “priming”, embora ndo tenha sido constat&n resposta a oviposicdo 8e
frugiperda, foi observado em plantas de milho previamentestgpaos volateis liberados pelas
plantas sob ataque de lagartasSdéttoralis (TON et al., 2006). O peso das lagartas alimestada
nas plantas expostas aos volateis foi menor, assmo a emissao de volateis foi mais rapida e
intensa apdés o dano, principalmente em relacdo sasguiterpenos. Apesar do fenémeno
“priming” ser bem conhecido, o0 mecanismo pelo qualanta reconhece os volateis induzidos
emitidos pelas plantas vizinhas e pré-ativa suéssde ainda nao foi elucidado (BALDWIN,
2010).

Em conclusdo, o presente estudo verificou que posigao ndo produz alteragcdes nas
defesas diretas induzidas pela herbivoria na pldatailho que afetem a lagarta-do-cartucho,
porém, as defesas induzidas pela herbivoria eméasi,foram efetivas par@ frugiperda, que
deve apresentar mecanismos de resisténcia ou dpule@o dessas defesas. Por outro lado, as
plantas que receberam ovosSldrugiperda liberaram terpenos em quantidades reduzidas o que
pode acarretar em consequéncias sobre o 3° nifalotr Bioensaios de atratividade com os
inimigos naturais da lagarta-do-cartucho aos oddees plantas induzidas pela oviposicdo e
herbivoria podem mostrar se essas modificacoesprgsor¢cdes de terpenos tém relevancia

ecoldgica e constituem uma estratégia de manipuldgderbivoro sobre as defesas da planta.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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